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Orta Kizihrmak Havzasinda Sorun Olusturan Karasinek (Diptera: Simuliidae) Turlerinin
Molekiiler Klasifikasyonu ve Vektorliik Potansiyellerinin Real Time PCR ile

Arastiriimasi

OzZET

Bu ¢alismada Ocak 2012-Kasim 2013 arasinda 979 adet simuliid larva ve 610 adet ergin disi
simuliid 6rneklemesi yapilmistir. Morfolojik analizlerle larvalarin 329’u Simulium Wilhelmia
lineatum, 1901 S. Wilhelmia balcanicum, 460’1 S. Wilhelmia spp. olarak identifiye edilmistir.
Kromozomal analizlerle 672 larvanin, 419’u S. lineatum, 253’0 S. balcanicum belirlenmistir.
Simuliidlerde ribosomal internal transcript spacer 2 (ITS-2) ve mitokondrial cytochrome
oxidase | (mt-COl) gen bdlgelerinin molekiler karakterizasyonu amaciyla larva érneklerinden
genomik DNA ekstraksiyonlari yapilmis, PCR ve sekans analizleri gergeklestiriimistir. Kan
beslenmesinde konak egiliminin belirlenmesi amaciyla 150 ergin disi simuliid drneginden
bireysel genomik DNA izolasyonu yapilmis, kanatli ve memeli mitochondrial cytochrome b
(mt-cytb) gen bdlgesi yoniinden PCR, klonlama ve sekans analizleri gerceklestirilmistir. Ergin
disi simuliid 6rneklerinde patojenlerinin arastiriimasinda 150 bireysel 6rnedin yaninda 46
havuzdan (10 ornek/havuz) DNA izolasyonu yapilmistir. izolatlarda Leucocytozoon,
Onchocerca ve Mansonella tirlerinin aragtiriimasinda sybergreen tabanli Real Time PCR
kullaniimigtir. Mt-COI gen bdlgesine gore S. balcanicum izolatlar arasinda %1,1£0,2, S.
lineatum izolatlari arasinda %2,1+0,4 ve S. equinum izolatlari arasinda ise %0,910,3; ITS-2
gen bodlgesine gore S. balcanicum izolatlarinin %100 homoloji gosterdigi, S. lineatum
izolatlari arasinda %0,1£0,1, S. equinum izolatlari arasinda ise %0,2+0,2 genetik farklilk
belirlenmigtir. Bireysel incelenen 150 ergin digi simuliid érneginden 23U (%45,1) memeli, 11’i
(%21,6) kanatli, 17’si (%33,3) ise kanatli+memeli kani pozitif belirlenmigtir. S. lineatum ve S.
balcanicum igin beslenme egilimlerinde memeli tercihi istatistiksel olarak énemli (p<0,05)
bulunmustur. Real Time PCR analizleri yapilan 150 adet bireysel ergin disi simuliid érneginin
birinde Leucocytozoon sp., 46 havuzun uglinde Leucocytozoon sp. ve dérdinde Onchocerca
sp. pozitifligi belirlenirken Mansonella sp.’ye rastlaniimamistir. Sekans ve filogenetik analizi
yapilan iki Leucocytozoon sp. izolatinin ylksek oranda identik oldugu (%99,8), Turkiye ve
Amerika Birlesik Devletler’nde baykus turlerinden bildirilen bazi izolatlarla da %99,2-99,8
identiklik gosterdikleri tespit edilmistir. Filogenetik analizi yapilan bir Onchocerca sp.
izolatinin Kamerun'’da Simulium damnosum’dan izole edilmis bazi Onchocerca sp.
izolatlariyla yuksek identiklik (%99,4-99,5) gdsterdigi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Karasinek, Simuliidae, Morfolojik ve molekuler klasifikasyon, Vektorluk

potansiyeli, Real Time PCR



The Molecular Classification of Black fly (Diptera: Simuliidae) Species which Pose a
Problem in Central Kizilirmak Basin and the Investigation of Their Vector Potentials by
Real Time PCR

ABSTRACT

In this study, 979 simuliid larvae and 610 adult female samplings were performed between
January 2012 and November 2013. According to morphological analyses of larvae, 329 were
identified as Simulium Wilhelmia lineatum, 190 as S. Wilhelmia balcanicum, and 460 as S.
Wilhelmia spp. 419 and 253 out of 672 larvae specimens were identified as S. lineatum and
S. balcanicum by chromosomal analyses. DNA extractions of larvae samples were
conducted, PCR and sequence analyzes were utilized to determine molecular
characterization of internal transcript spacer 2 (ITS-2) and mitochondrial cytochrome oxidase
I (mt-COl) gene regions. DNA isolations were performed on individually 150 adult female
simuliid specimens, PCR, cloning and sequence analyses were conducted with respect avian
and mammalian mitochondrial cytochrome b (mt-cytb) gene region to determine blood-meal
identifications. DNA extractions were performed further on 46 pools (10 specimens/pool) for
investigation of pathogens in adult female simuliid specimens. Sybergreen Real Time PCR
analyses were performed for investigation of Leucocytozoon, Onchocerca, and Mansonella
species in isolates. Genetic diversities were determined as 1.1£0.2%, 2.1+0.4% and
0.94£0.3% among isolates from S. balcanicum, S. lineatum and S. equinum for Mt-COI gene
region. There was 100.0% homology among S. balcanicum isolates while 0.1£0.1% and
0.2+0.2% genetic differences were determined among isolates under S. lineatum and S.
equinum for ITS-2 gen region. 23, 11 and 17 out of 150 individual adult female simuliid
specimens were found to be positive for mammalian, avian and avian+mammalian
bloodmeal, respectively. Mammalian host for bloodfeeding was found to be statistically
significant (p<0.05) for both S. lineatum and S. balcanicum. According to the Real Time PCR
analyses, one of the 150 individual adult female simuliid specimens and three of the 46 pools
were found positive for Leucocytozoon sp. Four out of 46 pools were also determined
positive for Onchocerca sp. while no Mansonella sp. positivity was detected in the examined
samples. Two Leucocytozoon sp. isolates which were sequenced and phylogenetically
analyzed were found highly identical (99.8%) to each other and also showed high identity
(99.2-99.8%) with the isolates obtained from some owl species in Turkey and USA. One
phylogenetically analyzed Onchocerca sp. isolate exhibited the highest identity (99.4-99.5%)
to the Onchocerca sp. isolates obtained from Simulium damnosum in Cameroon.

Keywords: Black fly, Simuliidae, Morphological and molecular classification, Vector

potentials, Real Time PCR



1. GIRIS

Diptera dizisi, Nematocera dizialti ve Simuliidae ailesinde yer alan karasinekler hem
insan hem de hayvan saghgini tehdit etmelerinin yaninda ekonomik ve ekolojik
bakimdan da énemli insektlerdir. Orta Kiziirmak Havzasi’'nda Yamula Baraj’'nin 2006
yilinda faaliyete gecmesi ile birlikte Kizilirmak Nehri’'nin Kayseri ve Nevsehir illerinden
gegcen yaklasik 150 kilometrelik kisminda Simulium spp. popllasyonunda afet
boyutunda blylk bir artis meydana gelmis ve bélgede Simulium spp. salgini bas
goOstermistir. Kayseri Valiligi'nin koordinatérligtiinde 2007 yilinda baslatilan micadele
projesi ile karasinek sayisindaki artis kontrol altina alinmis ve sonrasinda Avanos-
Gllsehir arasinda kurulan 3 adet ve Bayram Hacili-Gulsehir arasinda kurulan 2 adet
mikro hidroelektirik santrallerinin  (HES) insasina bagli olarak nehir yataginda
vejetasyonun bozulmasi, ¢cogu alanda nehrin goletler olusturmasi ve sudaki oksijen
miktarinda azalmasina baglh olarak Simulium popilasyonu olduk¢a azalmistir. Ancak
biotik potansiyeli yuksek olan bu sineklerin olusturduklari tehdit devam etmekte olup
uygun cevresel kosullarin tekrar yerine gelmesi ve etkin muicadelenin birakiimasi
neticesinde populasyonun artarak tekrar biylk sorunlara yol acgabilecedi géz ardi
edilmemelidir. Arastirma ydéresinde yurutilen muicadeleye es zamanli olarak, probleme
yol acan Simuliidae tir veya tarlerinin belirlenmesine yonelik molekiler tabanli olan bu
arastirma projesi hazirlanmistir. Boyle bir arastirma TUrkiye’de Simulium turleri Gzerine
ilk kez gercgeklestiriimistir. Simuliidae ailesindeki tlrlerin morfolojik identifikasyonlari
oldukga kompleks olup, beraberinde bir takim teshis hatalarina yol agabilmektedir. Ayni
zamanda birgok simuliid tirinde gorllebilen cryiptic ve kardes (sibling) turlerin
belilenmesi morfometrik analizlerle mumkin degildir. Bu agidan simuliid turlerin
identifikasyon ve klasifikasyonunun yaninda cryptic ve sibling turlerin belirlenmesinde
sitogenetik kromozomal analizler ve gesitli nikleer ribozomal ve mitokondrial gen
boélgelerininin  filogenetik analizleri temeli olusturmaktadir. Bununla birlikte Orta
Kizihrmak Havzasinin Kapadokya icerisinde yer almasi ve yorenin ¢ok onemli bir
turizm potansiyeline sahip olmasi, dinyanin hemen her bolgesinden yilda yaklasik U¢
milyon civarinda yabanci turistin yoreye gelmesi, bu sineklerin vektorligunu yaptigi
cesitli patojenler ve olusturduklar risk potansiyeli agisindan da 6nemlidir. Bu konuda

da bugline kadar yapilmis herhangi bir arastirma bulunmamaktadir.

TUBITAK tarafindan 111 O 426 kod numarasi ile desteklenen bu aragtirma projesiyle,
yorede sorun teskil eden simuliid larva dérneklerinin morfolojik teghislerini takiben, gesitli
mitokondriyal ve ribozomal gen bodlgelerinin molekuler analizleri yapiimig, molekuler

karakterleri ortaya konmus ve filogenileri yapilarak molekiler klasifikasyonlari



saglanmistir. Arastirma yoéresindeki simuliid tir ve sus kompozisyonlari ortaya konmus;
DNA dizi analizi sonucu elde edilen gen dizilimleri Turkiye’nin biyolojik varliklari olarak
GenBank’a kayit edilmigtir. Bunun yaninda ergin disilerin olasi enfeksiyozleri
bulastirmalari agisindan risk potansiyellerini ortaya koymak amaciyla beslenme
egilimleri molekiler olarak saptanmigtir. Ayrica ergin disi simuliid érneklerinde olasi
enfeksiydz patojenler (Onchocerca sp., Mansonella sp., Leucoctozoon sp.) sybergreen
Real Time PCR teknidi ile arastiriimis ve risk potansiyelleri belirlenmigtir. Pozitif

saptanan érneklerde izolatlarin molekiler karakterizasyonlari yapiimistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Simulium Tirlerinin Siniflandirmadaki Yeri

Dinyada yaklasik 1750 tlri kapsayan Diptera dizisi i¢erisinde Nematocera dizi
béliminde yer alan ve dinyanin her bdlgesinde gortlebilen dnemli ailelerden birisi de
Simulidae (Karasinekler, Blackflies) ailesidir. Simulidae ailesinde bu giine kadar 2101’i
yasayan, 12’si ortadan kalkmis (fosil) toplam 2113 tir tarif edilmis ve bunlarin 1697’si
Simullium soyunda yer almistir (Adler ve Crosskey, 2011). Bu turlerin cogunda disilere
dinyanin cesitli bolgelerinde yerel halk tarafindan degisik isimler [Buffalo Gnats
(ingiltere), mawi (Afrika), pium veya borrachudos (Brezilya), potu (Hindistan), jejenes
(Venezuela), bocones (Kosta Rika), rodadores (Klba), karasinek, kanbur sinek, mucuk

veya Uvez (Turkiye)] verilmistir.

Simulium tdrlerinin Systema Naturae 2000’e goére sistematikteki yeri Sekil 2.1-Sekil
2.2'de verilmistir (Adler ve Crosskey, 2011).



Sekil 2.1. Simuliid soylarinin sistematikteki yeri
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Anasolen
Asiosimulium
Aspathia
Boophthora
Boreosimulium
Byssodon
Cerqueirellum
Daviesellum
Edwardsellum
Eusimulium
Gomphostilbia
Hebridosimulium
Hellichiella
Hemicnetha
Himalayum
Inseliellum

Meilloniellum
Metomphalus
Montisimulium
Morops
Nevermannia
Psaroniocompsa

Simulium

S, lineatum

Psilopelmia S. baleanicum
Psilozia S. equinum
Schoenbaueria S e

R S. pseudoequinum
Simulium ' i
Trichodaamia S. paraequinum
Wallacellum S. turgaicum
Wilheimia

S. veltistshevi

Sekil 2.2. Simulium soyundaki alt soylar

2.2. Simulium Turlerinin Morfolojisi

Simuliidler; kiguk, esmer, kalin vicutlu, kambur sirth nematocerlerdir. Simuliidler
disarida yasarlar (exophilic) ve disarida beslenirler (exophagic). Kanat uzunluklari 1,5-
6 mm ve genellikle gunduzcu sineklerdir. Digilerde tek tek elementlerden olusmus
(ommatidia) olan gozler kiguk ve antenlerin dorsalinde ayri olarak yer almigtir.
Erkeklerde ise gozler daha genis ve antenlerin dorsalinde bitigiktirler. Antenler her iki
cinste de aynidir ve genellikle 11 segmentlidirler. Palpler 5 segmentli olup kisa olan
hortumdan olduk¢a uzundurlar. Kanatlar kisa, genis, pulsuz, beneksiz ve parlaktir. Ven



dolasimi kanadin én kenari boyunca uzanan iyi gelismis radial venlerle karakterizedir.
ZayIf gérunumlerine ragmen kanatlar oldukg¢a gagludurler. Bu sayede uzak mesafelere
ucma yetenedi kazanmiglardir. Durgun havalarda 100 km’den fazla ucgabilirler. Etkin
ucus alanlan 18 kilometrelik ¢ap icerisindedir (Adler vd., 2004; Myburgh ve Neuvill,
2013).

2.3. Yasam Dongiisii

Karasineklerin pek ¢ok tirinde yasam siklusunda farkliliklar vardir. Simuliidlerin larva
dagilimina etki eden en o6nemli etkenler mevsim, akinti hizi, madde tipi ve su
derinligidir. Yumurtalari yaygin olarak 30-800 arasinda, ortalama 200-300’lik gruplar
halinde akan sularin kenarlarina ya da direkt olarak suyun icine birakirlar (Gray vd.,
1999; Adler vd., 2004; Stoops ve Adler, 2006).

2.3.1. Yumurta

Yumurtalar, énce krem-beyaz, sonra siyaha yakin bir renge donusurler. 100-400 ym
uzunlugunda ve oval-ug¢ koselidir. Yizeyleri duzdir. Goézle gorulebilir yumurta kabugu
ic yumurta membrani ve endokoryondur ya da ¢ok az koryonik plastron gelismistir
(Gray vd., 1999; Adler vd., 2004; Stoops ve Adler, 2006). Oksijen basincinin yuksek
oldugu akintilh sularin yizeylerine birakilan yumurtalar da iyi gelismis bir plastrona
gereksinim yoktur. Sonbaharin sonlarinda birakilan yumurtalardan takip eden baharda
su sicakligi yikselene kadar larva ¢ikisi olmaz. Simuliid yumurtalar kuruluga karsi
hassastirlar (Gray vd., 1999; Adler vd., 2004; Stoops ve Adler, 2006).

2.3.2. Larva

Yumurtalar, larva Uretmek igin acilirlar. Hava sicakligi 20-22°C iken 4-5 giinde
yumurtadan larva ¢ikar. Larva kuyruk emicisi (sucker) ile tag, kitik veya su bitkileri gibi
herhangi bir objeye tutunur ve ipeksi ipligi ile 1slanmaktan korunur. Larva, kendi
yasamini surdurlp yerlesebilecegi bir yer bulur ve orayi ipek bir ag ile (zarla) érmeye
devam eder. Ayni zamanda larvalar maddelere tutunmak icin bol miktarda protein
yapigtirict da uretirler. Larvalar su yuzeyine yakin kalirlar. Hizli akimin oldugu gok
buyuk nehirlerde larvalar birka¢c metre derinlikte bulunabilirler. Larvalar bir ¢ift basit g6z,
sklerozite bagi ve kum saati gibi uzamis viicuda sahiptir. Vicutlar 90°-180° biikilme
hareketi yapar. Bas kisminda yelpaze tasimaktadir. Larvalar genellikle 10-100 um
blyikligindeki organik besinlerle (mikroorganizmalar, Orn: Bakteriler) beslenirler.
Bunlar su akiminin hizlandigi yerlerde boldur (Gray vd., 1999; Adler vd., 2004; Stoops
ve Adler, 2006).



2.3.3. Pupa

Son larva déneminden sonraki gelisim evresidir. Pupanin bagi ve toraksi tek bir parca
halinde yani sefalotoraks icinde birlesmistir ve segmentli bir karin bulunmaktadir.
Toraks, dikenleri ve koza iplikleri ile ilgili kancalari olusturur ve pupa yerinde kalir.
Sefalotoraks kozanin akim ydnine dogru yer degistiren bir ¢ift uzamis dallara ayrilmig
solungaglar tasir. Beslenmeyen pupa, i¢inde erigkin gelistiginden gitgide kararir. Pupa
kabuklari dagildiginda erigskin hava akimiyla surtklenir ve hemen u¢gmaya baslar (Gray
vd., 1999; Adler vd., 2004; Stoops ve Adler, 2006).

2.3.4. Ergin

Pupadan ergin sineklerin gikmasi, genellikle ve godunlukla 1sik ve isiya bagh olarak
glndiz olmaktadir. Pupadan erginlerin ¢ikisi, hava sicakligi 24-28 °C araliinda ve su
sicakhgi en disik 8 °C iken olmakta ve 9.00-12.00 saatleri arasinda pik seviyeye
ulasmaktadir (Gray vd., 1999; Adler vd., 2004; Stoops ve Adler, 2006).

2.4. Ureme

Ergin sinekler tGreme yerlerinde birbirlerine yaklasirlar ve ciftlesme yerde sekillenir.
Erkek simulidler digileri 50 cm’den taniyabilir ve ciftlesmek igin onlara yonelirler.
Doéllenen disi simulid 30-800 adet yumurta birakabilir. Ddllenmis digiler srid halinde
gln batimi ve karanhgin basladigi zaman araligindaki kisa strede yumurtalarini
akiskan olan su lizerindeki otlara birakirlar. Bazi tiirler cm®ye 2000-3000 yumurta
birakirlar. Kara sinekler sadece hizli akan sularda, barajlardan birakilan sularda,
Ozellikle hidro elektrik barajlarinda triblnlerden ¢ikan sularda ve daglardan nehirlere
akan su kesimlerinde Uremektedirler (Gray vd., 1999; Adler vd., 2004; Stoops ve Adler,
2006).

2.5. Beslenme

Simulium spp. digileri giindUzleri konaklarindan kan emmek icin saldirirlar. Bazi turler,
vucudun burun, kulak ve g6z gibi organlarina girmek isterler. Bu ozellikleri insanlari ve
evcil hayvanlari rahatsiz eder. Erkekleri ise bitki 6zutu ile beslenirler. Disi simulidlerin
¢ogu yumurtalarin geligimi igin kan emmeye ihtiya¢ duyarlar. Bu amagcla insan ve birgok
memeliden kan emebilirler. Erkekler ise bitki nektari ile beslenirler. Bu sinekler 6zellikle
glindiiz 9.%° - 17.% saatleri arasinda maksimum aktivite gésterirler. Kan emen diilerin
omru 30 gune kadar uzarken bitki 6zutu ile beslenen erkekler ortalama 10 gun yasarlar
(Gray vd., 1999; Adler vd., 2004; Stoops ve Adler, 2006).



2.6. Simulium Tiirlerinin Vektorliik Rolleri ve Cevresel Onemleri

Simuliidler bizzat kan emerek zarar vermeleri yaninda, pek ¢ok patojeni de naklederler.
Bu sekilde patojenlere vektorlik yapmalari medikal ve veteriner dnemlerini daha da
artirmaktadir. Bu sinekler insan ve hayvanlarin agiz, burun delikleri, gozleri, kulaklar
basta olmak Uzere vicudun degisik bélumlerime saldirarak rahatsizlik verirler. Cok az
ses cikarirlar ancak, aydinlanmis ortamlarda derhal derinin (zerine konarak kan
emerler. Genellikle ¢cok sayida ortaya cikarlar, kiimes hayvanlari ve diger ciftlik
hayvanlarina suruler halinde saldirarak hayvanlarin solunum yollarini tikayarak ve/veya
toksinleri (similotoksikozis) ile 6limlere sebebiyet verebilirler. Bu sineklerin sokmalari
oldukea irritatiftir. Vicudun acikta kalan boélimlerini, 6zellikle yliz ve boyun bdlgelerini
sokarlar. Simulid karasinekler tarafindan insanlara nakledilen en onemli parazitler
Onchocerca volvulus ve Mansonella ozzardi tiri nematodlardir. Bu tirler, dinyanin
Afrotropikal ve Netropikal bdlgelerinde yaklasik 17 milyon insanin yakalandigi
“onchocerciasis veya nehir kérligu” olarak bilinen hastaliktan sorumludurlar. Bunun
yaninda kanatllara Leucocytozoon enfeksiyonunu bulastirirlar. Simuliidler kan emerek
yaptiklarn parazitlijin yaninda Onchocerca volvulus, O. gutturosa, O. cervipedis, O.
dukei, O. lienalis, O. ochengi, O. ramachandrini, O. tarcicola, Dirofilaria ursi,
Splendidofilaria fallisensis, Mansonella ozzardi, Trypanosoma avium, Try. confusum,
Try. corvi, Try. numidae, Leucocytozoon anatis, L. smithi, L. caulleryi, Hemoproteus
nettionis turleri gibi parazitlerin yaninda ¢esitli viral (Arbovirus) ve bakteriyel
patojenlerin de vektérligina yaparlar (Gray vd., 1999; Adler vd., 2004; Stoops ve
Adler, 2006; Adler ve Crosskey, 2011).

Cesitli kan emici Diptera tirlerinde beslenme icin konak tercihi ¢esitli enfeksiyozler icin
risk faktorlerinin ortaya konulmasinda dnemli oldugu bildirilmistir. Bu amacla kanatl,
memeli ve diger omurgalilara spesifik mitokondriyal gen bdlgelerini ¢gogaltan primerler
kullaniimaktadir (Kim vd., 2009; Imura vd., 2010).

Tibbi 6nemlerinin yaninda, Simuliidler akarsu ekolojisinin temelini olustururlar. Zira bu
sineklerin aquatik gelisim evreleri (larva) bulunduklari sudaki ¢ézinmeyen organik
maddelerin filtrasyonunu saglayarak besin zincirinde suyun icilebilir hale gelmesinde
katkida bulunurlar. Karasinekler, temiz su kaynaklarinin ¢evre Kkirliligine kargi duzenli
kontrollerinde de ¢ok dnemlidirler. Clnkl aquatik gelisim evreleri nehirler gibi temiz su
yataklarinin organik ve inorganik kontaminantlara (6rn. seker fabrikasi atiklari,
ciftliklerden gelen hayvansal atiklar, tarima acgik ekilip bigilen alanlardan gevreye
yayllan zirai mucadele ilaci insektisitler ve gubreler) karsi oldukga duyarlidirlar.

Karasinekler, ayrica morfolojik olarak tlrlerin olusumunun ve retikulat evrimin



anlasiimasinda korunumlu 6zel bir evrimsel éneme sahiptirler (Gray vd., 1999; Adler
vd., 2004; Stoops ve Adler, 2006; Adler ve Crosskey, 2011).

2.7. Tiirkiye’de Simuliid Sinekler Uzerine Yapilan Galismalar

Tarkiye’de glnUmuze kadar simuliid sinekler ve onlarin etkileri Uzerine yapilmis
kapsaml galismalar ¢ok sinirlidir. Bununla birlikte, 1994 yili ilkbaharinda Erzurum’un
bazi ilgelerinde sigirlarin gindn gunegli saatlerinde kuguk karasinek saldirilari sonucu
yaklasik 100 hayvanin 6ldigu vakada, sidirlara saldiran ve 6lime sebep olan kiguk
karasineklerin Almanya’da yapilan laboratuar teshisleri sonucu Tetisimulium bezini
(Corti) (= T. condici Baranov) (Diptera, Simulidae) oldugu ortaya konmustur (Ozbek
vd., 1995). Daha sonra Ankara Universitesi Tip Fakiltesi Mikrobiyoloji ve Kilinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda bir kadina ait idrar 6rneginde Simulium sp. larvasi
bildirilmistir (Akarsu vd., 2003). Turkiye’nin Simulium faunasina katki saglayacak sinirli
sayida calisma rapor edilmistir (Kazanci ve Clergue-Gazeau, 1990; Clergue-Gazeau
ve Kazanci, 1992; Ozbek vd., 1995; Balik vd., 2002; Sirin ve Sahin, 2005; Crosskey ve
Zwick, 2007; Zwick, 2007; Yiimaz vd., 2007; Kazanci ve Ertung, 2008a,b; Ertung vd.,
2008; Ertung, 2009; Kazanci ve Ertung, 2010). Bu ¢alismalardan Kazanci ve Cleargue-
Gazeau, (Kazanci ve Clergue-Gazeau, 1990) Turkiye’de Simuliidae faunasi Uzerine ilk
detayl calismayl yapmiglar ve 22 tir (20’si yeni kayit) rapor etmiglerdir. Takiben
Cleargue-Gazeau ve Kazanci, (1992) Turkiye’de 26 tlrd (7’si yeni kayit) bildirmislerdir.
Balik vd., (2002), Dikili-Ayvalik yoresinde Yelkdpri magarasi ve civarinin sucul
faunasinin tespiti amaciyla yaptiklari ¢alismada Eusimulium angustitarse’yi rapor
etmiglerdir. Sirin ve Sahin (2005), Sakarya Nehir Havzasi’'nda 23 taru (10'u yeni kayit)
rapor etmiglerdir. Crosskey ve Zwick (2007), Turkiye’nin Anadolu béliminde 9 yeni
tara tarif etmiglerdir. Yine Zwick (2007), daha o6nce kaydedilmis tarlerin yeni
istasyonlardan kayitlarini vermistir. Kazanci ve Ertung (2008a), Turkiye Simuliidae
faunasina iliskin 19 turd (5’i yeni kayit) ve bu tirlerin bazi ekolojik o6zelliklerini
bildirmislerdir. Ayni arastiricilar (2008b), Turkiye’nin kuzey, bati ve guneyinden
topladiklari érneklerde 15 tur (5'i yeni kayit) identifiye etmislerdir. Ertun¢ vd., (2008),
Yedi Goller Milli Park’'nda Simuliidae faunasi Uzerine yaptiklari arastirmada 7 tar
identifiye etmislerdir. Ertung (2009), Turkiye'nin batisindaki bazi akarsu sistemlerinin
(Kdycegiz Golu cevresi, Buyuk Menderes Nehri gevresi ve Yedigdller Milli Parki)
Simuliidae faunasi Uzerine yaptigi ¢galismada 1 alt familyaya ait 2 cins, 5 alt cins ve 17
tir saptamistir. Kazanci ve Ertung (2010), Yesilirmak Nehir Havzasr’nin Simuliidae
faunasini ve Simuliidae turlerinin su kalitesi ile iligkilerini belirlemek amaciyla yaptiklari

calismada 10 tur (1’i Yesilirmak Havzasi icin ilk kayit) identifiye etmislerdir. Diger



yandan Yilmaz vd. (2007) Kayseri-Nevgehir arasinda kalan Orta Kizilirmak alaninda
Simulium enfestasyonlarinin afet boyutundaki artigini rapor etmislerdir. Ayrica
Gazyagci (2011), Kirikkale ve Ankara Yoéresi Kizilirmak Nehri'nde Simuliid tlrlerinin

yayilisi hakkinda rapor vermiglerdir.
2.8. Simuliid Sinekler Uzerine Yapilan Molekiiler Galigmalar

Simulidlerin taksonomik klasifikasyonu konvansiyonel olarak larvada kromozomal
analiz, pupada morfoloji ve erginlerinde dis yapi morfolojisine dayanmaktadir. Tur
ayrimi morfolojik ve sitolojik olarak ¢ok zordur (Crosskey, 1981; Adler vd., 2004;
Jitklang, 2008). Bunun yaninda bu aile icin genis ¢aph kladistik filogenetik ¢alismalar
sadece birka¢c calisma ile sinirhdir (Moulton, 2000, 2003; Adler vd., 2004).
Karasineklerin taksonomisi ile ilgili DNA sekans calismalari 16S ribozomal RNA ve
transfer RNA (Pruess, 1992) gen bdlgelerinin arastiriimasiyla baslamistir. Daha sonra
ise 16s rRNA ve NADH subunit 4 (ND4) gen bdlgeleri kismen kullanigh olmustur
(Higazi vd., 2001; Kruger ve Hennings; 2006). Son yillarda ise Simulium tirlerinin DNA
tabanl klasifikasyonunda ise ITS (Internal transcribed spacers) (Phayuhasena vd.,
2010) ve COI (Cytochrome oxidase 1) (Conflitti vd., 2010) gen bolgeleri polimorfik
bolgeleri ve bu sekilde o6zgllliga ylksek molekiler klasifikasyon yapilmaya

baslanmistir.

Hebert vd.(2003a,b) Simuliidae ailesindeki tirlerin identifikasyonu icin DNA’nin
mitokondrial sitokrom oksidaz gen bdlgesinin yaklasik 658 bp bdlgesini amplifiye
etmiglerdir. 5 cinse (Prosimulium, Twinnia, Stegopterna, Cnephia ve Simulium) ait 15
Nearktik karasinek turiinde nuklear rDNA’nin ITS1 gen boélgesi Simuliidler Gzerindeki ilk
sistematik ¢alismalardir. 18S ve 5.8S arasinda bulunan ITS1 gen bdlgesi ¢ok degisken
bir bodlgedir (LaRue vd., 2009). Simuliidler deki ITS1 gen bdlgesi c¢alismalari
onchocerciasis’in tasiyiciigini yapan Simulium damnosum Uzerinde yogunlagsmistir.
Simulium turlerinin ITS1 gen bolgesi 240 nukleotitden 400 nukleotide kadar degdisik
uzunluktadir (Brockhouse vd., 1993; Tang vd., 1996; Krueger vd., 2006). Tayland da

29 Simulium turd bilinmektedir.

Pramula vd., (2011), Gomphostilbia altsoyundaki 13 tirden oriyental karasinekte
(Oriental black fly) mitokondriyal cytochrome c oxidase subunit 1 (COI) gen bdlgesi igin
yaptiklari molekuler arastirmada, intraspesifik genetik farkhhgi ortalama %2,75 (%0-
9.28), interspesifik genetik farkligi ise %11,41 (%0,34-18.84) olarak belirlemiglerdir.
Ayrica ayni arastiricilar (Pramula vd., 2011) mt-COl gen bodlgesine gére DNA

barkodlamasinin taksonomiyi kolaylastirmada édnemli oldugunu kaydetmislerdir.

10



Rivera vd. (2009), mt-COl gen bolgesine gore nearctic simuliid turleri arasindan
morfolojik olarak farkli 65 tir ve kardes tir iceren tir kompleksinde benzer tirler
arasinda genetik varyasyonu ortalama %14,93 (%2,83-15,33), morfolojik farkh tlrlerde
intraspesifik genetik varyasyonu ise ortalama %0.72 (%0-3,84) olarak tespit etmislerdir.

16S rRNA ve ND4 (NADH dehydrogenase subunit 4) genlerinin mitokondriyal DNA
sekanslarina bagh olarak, Tang vd. (Tang ve Unnasch, 1995) Bati Afrika’daki Simulium
damnosum’un 6 susu ile olan filogenetik yakinhdini géstermiglerdir. Ayni gen bolgeleri
hem Afrika hemde Gliney Amerikadaki farkli Simulium tarlerinin filogenetik akrabaliklari

Uzerinde de calisiimistir (Tang vd., 1995).

Kriger vd. (2000), mitokondrial 16 S rRNA gen sekansi galismalari ile Simulium
damnosum’'un Dodu ve Bati Afrika suslarinin filogenetik akrabaligini ortaya

koymuslardir.

Higazi ve ark, (2001), Sudan’in farkh yerlerinden toplanan Simulium 6érneklerinin 16 S
rRNA ve ND4 gen sekanslari ile S. damnosum ve S. sirbanum’un filogenetik olarak

birbirlerine yakin olduklarini gostermislerdir.
2.9. Simulium Tiirleri ile Miicadele

Simuliid sinekler Insekta sinifinda micadelesi en zor olan arthropodlardandir. Bu
sineklere karsi dinyanin cesitli bdlgelerinde micadele programlari uygulanmigtir.
Ozellikle simir asan nehirlerde, (Ulkeler arasi isbirligi ile kapsamli ¢alismalar
yuratalmastar. Bu micadelelerde Dunya Saglik Tegkilati (WHO) tarafindan izin verilen
larvicid etkili Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) kullaniimistir. Kanada’'da (Riley
ve Fusco, 1990), Amerika Birlesik Devletleri (Stoops ve Adler, 2006), Brezilya (Regis
vd., 2000), Arjantin (Gray vd., 1999), Hindistan (Das vd., 1990), Turkiye (Adler ve
Crosskey, 2011) ve Afrika kitasinin bircok béluminde Simiulidae mucadelesinde Bti

sistematik sekilde kullaniimis ve basarili sonuglar alinmistir.

2.9.1. Orta Kizthrmak Havzasinda Afet Boyutunda Yasanan Simulium

Enfestasyonu

Orta Kizilirmak Havzasinda Kayseri ili Yemliha Kasabasinda inga edilerek 2003 yilinda
su tutmaya baglayan Yamula Barajinin 2006 yilinda faaliyete ge¢cmesi ile birlikte
Kizihrmak nehrinin Kayseri ve Nevsehir illerinden gecen 150 kilometrelik kisminda
Simulium spp. populasyonunda afet boyutunda buyuk bir artis meydana gelmis ve
boélgede Simulium sp. salgini bas gostermistir. Karbondioksite affinitesi olan ergin
Simulium turleri, insanlarin ve hayvanlarin agiz ve burunlarina saldirdiklari i¢in bélgede

buylk rahatsizlik olugturmustur (Sekil 2.3). Bir turizm bdlgesi olan Kapadokya'da
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Simulium afeti 2007 yilinda buyuk bir hizla ilerlemis ve hem bdlge turizmini hem de
kirsal alanlarda ciftcilerin galismalarinin yani sira insan ve hayvan sagligini da tehdit
eder duruma gelmistir. Futbol turizminin ilerlemis oldugu Nevsehirin ilgesi olan
Avanos’ta futbol takimlari Simulium salginindan dolayr 2007 yilinda bdlgeyi terk
etmeye baglamis, esnaflar is yerlerine gidemez ve dikkanlarini agamaz hale gelmisler,
hemen hemen gunlik hayatin durma noktasina geldigi ilgede blylk ekonomik kayiplar
meydana gelmistir. Kapadokya bdlgesinde turistik amaglh tracking faaliyetleri, binicilik
sporu gibi bircok turistik etkinlik sekteye ugramistir. Orta Kizilirmak havzasinda nehrin
gectigi bolgeler ve yakin gevresinde tarim ile ugrasan ciftciler Simulium sp. nedeniyle
magdur olmusglar ve tarlalarinda calisamaz duruma gelmislerdir. Salgin nedeni ile
merada otlayan hayvanlarda strese bagl verim dusuklikleri gozlenmistir. Bu sekilde
Kapadokya bolgesinde gerek turizm gerekse tarim ve hayvancilik faaliyetleri lizerine

blylk 6lctide olumsuz etkiler olusturan Simulium tirlerine karsi kapsamli micadele

calismalari baslatiimistir (Yilmaz vd., 2007).

Sekil 2.3. Kizilirmak gevresinde insan ve hayvanlara saldiran Simulium turleri (Orijinal)

2.9.2. Orta Kizilirmak Havzasinin Yapisi Bolgenin Genel Yapisi

Afet boyutunda simuliid enfestasyonunun gorildigu ve mucadelenin yapildigi Orta
Kizilirmak Havzasinin Yamula Barajindan itibaren Kayseri ve Nevsehir illerinden gegen
kismi yaklagik 150 kilometre olup nehrin 43 kilometresi Kayseri il sinirlari igerisinde,
107 kilometresi Nevsehir il sinirlari icinde yer almaktadir (Sekil 2.4) (Yiimaz vd., 2007).

Kayseri ilinde Yamula Baraji Kocasinan ilgesinde insa edilmis olup nehrin barajdan
sonraki kismi Kocasinan ve incesu ilgelerinden gegmektedir. Nehrin bu béliminde
nehir Gzerinde dort adet kopra bulunmaktadir. Koprilerden birincisi Yemliha
Kasabasinda bulunmaktadir. ikinci Képrii incesu ilge sinirlari icerisinde olan demiryolu

koéprusudir. Uglincli kdpri Kayseri-Ankara Otobaninin  nehir Uzerinden gectigi
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koprudur. Dordincu kopru ise Tekgbéz Koprisu olarak bilinen M.S. 1202 yilinda

yapilmig olan tarihi bir kdpradur(Yilmaz vd., 2007).

Kizihrmak nehri Nevsehir ilinde ise sirasi ile Urgiip, Avanos ve Giilgehir ilgelerinden
gecmektedir. Bu bélimde nehir Uzerinde alti adet kdpri bulunmaktadir. Bu képrilerden
birincisi Sarihidir kdyunde, Ug tanesi Avanos ilgesinde, besincisi Gllsehir ilgesinde ve
altincisi Nevsgehir ile Kirsehir il sinirnda Abusagi Kasabasinda yer almaktadir (Yilmaz
vd., 2007).

Yoére insani, nehrin Kayseri ve Nevsehir illerinde gecen bdliminde agirlikli olarak
geleneksel tarim ve hayvancilikla ugragsmaktadir. Diger yandan Nevsehirin ozellikle

Avanos ve Urgip ilgelerinde turizm, baslica ekonomik sektérdir (Yiimaz vd., 2007).

\ T

Sekil 2.4. Simulium spp. salgininin géraldugu Orta Kizilirmak Havzasi
2.9.3. Orta Kizihrmak Havzasinda Simulium spp. Salgininin Nedenleri

Yamula Baraji Hidroelektrik santralinin 2006 yilinda faaliyete gecmesi ile birlikte
Simulium spp. populasyonunda buylk bir artis meydana gelmistir. Baraj faaliyete
gecmeden oOnce ilkbahar aylarinda kar sularinin erimesi ve yagiglarin etkisi ile nehirde
seller meydana gelmekte ve nehir tabanindaki bitki ortistu temizlenmekte ve sellere
bagli olarak nehir yatagi alevuyon icermekteydi. Yamula Baraji Hidroelektrik Santralinin
faaliyete gecmesi ile birlikte nehir debisi 80 metrekip/saniye ile 150 metreklp/saniye
degerleri arasinda sabitlenmis olup nehir tabanindaki su bitkileri ¢ok yillik bitkiler haline
doénusmustir. Bu bitkiler Simulium larvalarinin yaz-kis tutunabilmesi icin uygun bir

ekosistem haline gelmistir (Yilmaz vd., 2007).

Yamula Baraji Hidroelektrik santrali ingsaasindan sonra nehirde adeta bir siizge¢ gorevi
gbrmis ve nehirin temizlenmesine neden olmustur. Yemliha Baraji Hidroelektrik

Santrali tiriblnu baraj golu yizeyinin 1003,53-973,53 metre asagisindan temiz ve
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soguk suyu nehir yatagina vermekte ve 96,47 metre net dizayn diususi ile suyun
oksijenlenmesine neden olmaktadir. Digi Simulium’lar yumurtalarini bol oksijenli temiz
akarsulara biraktiklar igin, bu su ortami ergin Simulium sp. i¢in ¢ok uygun bir
yumurtlama alanini olugturmustur. Diger yandan 2004 yilinda Kayseri Atik Su aritma
tesisinin faaliyete gegcmesi de nehir suyunun temizlenmesine katki saglamistir (Adler ve
Crosskey, 2004; Yiimaz vd., 2007).

Yamula Baraji ve Hidroelektrik santralinin nehirde bir slizge¢ gorevi gorerek suyun
temizlenmesini saglamasi, hidroelektrik santrali tiriblnlerinden 96,47 metre net dizayn
dususu ile nehir suyunun oksijen duzeyinin artmasi, nehrin debisinin barajin etkisi ile
80-150 metrekup/saniye araliginda sinirlanmasi ve Kayseri Atik Su Aritma Tesisinin de
nehir suyu temizligine katki saglamasi ile birlikte Kizilirmak Nehrinin Kayseri ve
Nevsehir illerinden gecen 150 kilometrelik kismi  Simulium  erginlerinin
yumurtlayabilecegi, larvalarinin su alti bitkilerine kolaylikla tutunabilecegi ve bu bitkiler
Uzerinde kolaylikla yasam dongusuni devam ettirip 6nce pupa yasam formu, daha
sonra ergine donusebilecedi uygun bir ekosistem haline gelmesi bdlgede Simulium

salginina neden olmustur (Yiimaz vd., 2007).

2.9.4. Simulium Salgininin Bélgeye Etkileri Turizm Uzerine Etkileri

Bdlge, 60 milyon yil 6nce Erciyes, Hasandagi ve Gullidagd’in puskurttigu lav ve killerin
olusturdugu yumusak tabakalarin milyonlarca yil boyunca yagmur ve rizgar tarafindan
asindirimasiyla ortaya c¢ikmistir. insan yerlesimi Paleolittk déneme kadar
uzanmaktadir. Hititler'in yasadigi topraklar daha sonraki donemlerde Hristiyanhdin en
onemli merkezlerinden biri olmustur. Kayalara oyulan evler ve Kkiliseler bolgeyi
putperestlerin zulminden kagan Hiristiyanlar igin devasa bir siginak haline getirmistir.
Kapadokya bdlgesi, basta Nevsehir olmak Uzere Kirgehir, Nigde, Aksaray ve Kayseri
illerine yayilmis bir bélgedir. Kapadokya bdlgesi, doda ve tarihin buttnlestigi bir yerdir.
Cografi olaylar Peribacalar'ni olustururken, tarihi slrecte, insanlar da bu
peribacalarinin iclerine ev, kilise oymus, bunlari fresklerle sisleyerek, binlerce yillik
medeniyetlerin izlerini giiniimiize tagimistir. insan yerlesimlerinin Paleolitik déneme
kadar uzandigi Kapadokya'nin yazili tarihi Hititlerle baglar. Tarih boyunca ticaret
kolonilerini barindiran ve Ulkeler arasinda ticari ve sosyal bir kdpri kuran Kapadokya,

ipek Yolu'nun da énemli kavsaklarindan biridir (Yilmaz vd., 2007).

Bu Ozellikleri ile yerli ve yabanci birgok turistin ilgi odagi haline gelmis olan bolge
turizmi 2007 yilinda Simulium spp salginindan dolayi olumsuz etkilenmistir. Bolgeyi her
yil yaklagik 3 milyonu civarinda turist ziyaret etmektedir. Simulium sp. erginleri

karbondioksit affinitelerinden dolayi insanlarin adiz ve burunlarina saldirarak buyuk
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rahatsizliklar olusturmaktadir. Sadece gunduz aktivitesi olan Simulium sp. erginleri
Ozellikle havalarin sicak oldugu gunlerde insanlarin nefes almalarini engelleyecek
kadar yogunlasmakta ve insanlarin acgik alanlarda dolagmalarini engellemektedir.
Simulium sp. salgininin gok yogun goérildigu 2007 yili yaz mevsiminde bdlgede bir ¢ok

insan maske takmay tercih etmistir (Yiimaz vd., 2007).

Son yillarda Nevsehir ili Avanos ilgesinde gelisen futbol turizmi de 2007 yilinda ortaya
¢lkan Simulium salginindan olumsuz o6lglide etkilenmistir. Spor yapan insanlarin
solunumlari hizlandijindan daha c¢ok karbondioksit salinimi yapmakta ve bu da
Simulium erginlerinin futbolculara daha yogun bir sekilde saldirmalarina neden
olmaktadir. 2007 yili Temmuz ayinda Avanos llgesini bir haftada Simulium salgini
nedeni ile 40 tane futbol takimi terk etmis ve bdlgedeki futbol turizmi blylk sekteye

ugramistir (Yilmaz vd., 2007).
2.9.5. Hayvancilik Uzerine Etkileri

Simulium erginleri karbondioksit affinitelerinden dolay! insanlara oldugu kadar
hayvanlarada rahatsizlik vermektedir. Simulium salgininin basladigi 2007 yih yaz
aylarinda salgin 6zellikler buyuk bas hayvanlarda burun deliklerini tikayacak boyutlara
ulasmistir. Merada otlayan hayvanlarda salgindan dolayi asiri rahatsizlik gértlmastir.
Meraya ¢ikan hayvanlarin asiri rahatsizlik duyduklari ve beslenemedikleri gdézlenmigtir.
Hayvancilikla ugrasan ciftcilerin sicak yaz gunlerinde bu rahatsizliktan dolayi
hayvanlarini meraya c¢ikartmak yerine ahirlarda kapal tutmayi tercih ettikleri
gbrilmustir. Hayvanlarini meraya c¢ikartan ciftcilerin - Simulium erginlerini  uzak
tutabilmek icin merada ates yakarak strekli dumanlama yaptiklari gézlenmistir. Bunun
yaninda Simulium erigkinleri kanatlilarda bir protozoon olan Leucocytozoon tirlerine

vektorluk yapmaktadirlar (Yilmaz vd., 2007).
2.9.6. Tarimsal Faaliyetler Uzerine Etkileri

Simulium tarlerinin erkekleri bitki 6zUtu ile, digileri ise kan emerek ve bitki 6zutleri ile
beslendiklerinden ¢ogunlukla yesil alanlarda ve tarimsal arazilerde yogunlagmaktadir
(Adler ve Crosskey, 2004). Tarimla ugrasan ciftciler 2007 yilinda baglayan salginda
tarlada verimli bir sekilde galisamamiglardir. Ciftgilerin bu rahatsizliktan korunmak igin

maske taktiklari gorulmuastar (Yiimaz vd., 2007).
2.9.7. Halk Saghg Uzerine Etkileri

Simuliidler bizzat kan emmenin yaninda insan ve hayvanlara saldirilari ile zarar

verdikleri gibi birgok patojenin bulastiriimasinda da vektdr olarak gérev yapmalari

15



bakimindan o6nemlidirler. Az ses cikarirlar ancak, aydinlanmis ortamlarda derhal

derinin Uzerine konarak kan emerler.

Sokma oldukga irritatiftir. Ozellikle yiiz ve boyunu isirirlar. Simuliidlerle zoonotik
karakterli nematodlardan Onchocerca turleri nakledilir. Nehir korlugu olarakta bilinen
Onchocercosis insanlarda kalicigi korluge neden olmaktadir. Sokmalar genellikle agrili
degildir ancak, birka¢ gun siren bir kasinti, sislik ve irritasyon olusabilir. Zehir, bezler
uzerine spesifik etkilidir ve kulaklarla boyunda masoidite benzer semptomlara neden
olabilir (Adler ve Crosskey, 2004; Yilmaz vd., 2007).
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Arastirma Sahasi ve Simuliid érneklerinin toplanmasi

Saha cgaligmalari, Orta Kiziirmak Havzasinda daha 6nceki 6n galismalarda simuliid
populasyonunun yogun gorildigud ve larvicide ile muicadelenin yapildigi cesitli
odaklarda gergeklestiriimistir. Bu amagla Ocak 2012-Kasim 2013 tarihleri arasinda
toplam 20 istasyondan (Sekil 3.1) her ay en az dort kez larva 6rneklemesi amaciyla
saha calismalari gergeklestirilmistir. Larva drneklemesinde; istasyonlarin akintili ve
durgun bolgeleri, farkli zemin yapisina sahip alanlar, golgeli ve gunesli kisimlar ve
kenar vejetasyon yapisinin olup olmamasina gére numune alimina dikkat edilmistir.
Simuliid larvalari nehir yatagi iginde tutunduklari tas ve bitkilerden pens yardimi ile agzi
vida kapakli vialler igerisine toplanmistir. Preservatif olarak simuliid larvalari igin
Ozellikle kromozom analizinde 6nerilen Carnoy’s solisyonu kullaniimistir (Hamada ve
Adler, 1998). Solusyonlar soduk zincirde tutulmus ve sahada her tup i¢in 10dk ara ile 3
kez degistirilimistir. Laboratuara ulastirilan érnekler son kez sollsyonlari degistirilerek
incelenene kadar +4°C’de muhafaza edilmistir. Larva drneklemesi yapilan odaklarda

suyun pH ve sicakligi ile ortalama nisbi nem oélgimleri alinmig toplanan larva sayisi ile

birlikte protokole gegilmistir.

Sekil 3.1. Arastirma sahasi
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Ergin simuliid érneklemesi larva érnekleme zamanina paralel ve hava sicakligina bagl
olarak uckunlarin aktif olduklari Mart—Ekim aylari arasinda ayda iki kez gunduz
satlerinde (10.00-17.00) yerlesim yerlerine yakin cesitli odaklarda yapilmigtir. Ergin
simuliidlerin yakalanmasinda karbondioksitli (Kurubuz hazneli) CDC g1k tuzaklariyla
(All-Weather LED EVS Traps, 2780, BioQuip Products CA 90220, USA) birlikte bazi
yumurtlama odaklarinda fileler kullanilarak yumurtlamak tzere su Uzerine gelen ergin
disi Simulium turleri de yakalanmigtir. Ergin 6rneklemesi yapilan odaklar ve toplanan
ergin disi simuliid sayilar protokole gegilmistir. Toplanan ergin disi karasinekler
tutulduklari fileler icinde laboratuara getirilmis ve morfolojik analiz sonrasi 150’si tek,
4601 ise orneklendigi odaklar dikkate alinarak 10’arli gruplandiktan sonra (toplam 46

havuz) molekller analizlere kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.
3.2. Laboratuvar Calismalari
3.2.1. Morfolojik identifikasyon

Larva ve ergin érneklerinin morfolojik identifikasyonlari digital kamerali ve 6zel yazilima
sahip bilgisayar destekli stereo mikroskop altinda ilgili teshis anahtarlarina goére
yapilmistir (Adler vd., 2004; Lechthaler ve Car, 2005; Crosskey, 2007; Crosskey ve
Zwick, 2007; Ertung, 2009).

3.2.2. Kromozomal Analiz

Toplanan larva oOrneklerinden bazilari sitogenetik analiz ve kromozomal teghis
amaciyla ABD Clemson Universitesi Entomoloji bélimi 6gretim Uyesi ve simuliid
uzmani Prof. Dr. Peter Adler'e gdnderilmis, gerekli analiz ve teshisler Prof. Dr. Peter

Adler tarafindan yapilmigtir.
3.2.3. Genomik DNA izolasyonu

Carnoy’s sollsyonu igerisinde muhafaza edilen larva o&rnekleri, bireysel ve
gruplandirilarak  havuz olusturulmus ergin disi simuliid 6rneklerinden  6n
homojenizasyon sonrasi 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 gergeklestirilmigtir. Final elisyon
50ul olacak sekilde ayarlanmistir. Elde edilen genomik DNA konsantrasyonlari
molekuler analizlerde optimum DNA konsantrasyonunun ayarlanabilmesi igin Nanodrop
spektrofotometre (ACT Gene ASP-3700) kullanilarak olgulmustir. Genomik DNA

ekstraktlar kullanilana dek -20°C’de muhafaza edilmistir.
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3.2.4. Larva orneklerinin DNA amplifikasyonu ve Elektroforezi

Simuliid larva orneklerinden elde edilen genomik DNA ekstraktlari ribosomal internal
transcript spacer 2 (ITS-2) ve 28S gen bdlgesinin yaklasik 430 bp gen fragmentini
amplifiye eden ITS2F (5-TTGAACGCATATCGCACTTCTTGC-3’) ve ITS2R (5-
CCTTATTAATATGCTTAAATTCAGGG-3’) (LaRue vd., 2009); mitokondrial cytochrome
oxidase | (mt-COl) gen bodlgesinin yaklasik 658 bp gen fragmentini amplifiye eden
LCO1490 (5-GGTCAACAAATCATAAAGATAT TGG-3') ve HCO2198 (5-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’) (Hebert vd., 2003b) primerler ile PCR
analizine tabii tutulmustur. Reaksiyon karisimi her iki primer seti icin de 25 pl final
konsantrasyonda, 2,5 yl 10XPCR buffer, 2 mM MgCI2, 0.5uM her bir primer, 0.5 mM
her bir dNTP, 1.25U Taq DNA polymerase ve 50ng/ul template DNA olarak
hazirlanmigtir. Thermalcyclerda protokol ITS-2 gen bdlgesi igin initial denaturation:
95 C'de 5 dk; 35 siklus, denaturation: 94°C'de 1 dk, annealing: 58 C'de 1 dk,
extension: 72°C’de 2 dk; final extension: 72 C'de 10 dk, mt-COIl gen bdlgesi icin de
96 Cde 1 dk; 35 siklus, denaturation: 94°C'de 1 dk, annealing: 55C'de 1 dk,
extension: 72Cde 1,5 dk; final extension: 72 *C'de 10 dk olacak sekilde
programlanmigtir. PCR analizlerinin gecerliliginin ve herhangi bir kontaminasyonun
olup olmadiginin test edilmesi amaciyla her analizde pozitif kontrol olarak standardize
edilmis referans oOrneklere ait genomik DNA’lar, negatif kontrol olarak ise sterilize
edilmis deiyonize su kullaniimigtir. Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR Urunleri (10
M) % 1,5 ’'luk agaroz jelde elektoforeze tabi tutularak, CLP Jel Dékiimantasyon Sistemi
ve Gene Snap from Syngene analiz programi (UVP INC Uplant, CA ) ile gérintilenip

analiz edilmistir.

3.2.5. Ergin disi simuliid 6érneklerinin kan beslenmesinde konak spekturumunun

PCR ile belirlenmesi

Simuliidlerin beslenme egilimlerini belilenmesinde mitochondrial cytochrome b gen
bolgelerinden  dizayn edilen kanath  spesifik Avian-3  (5-GACTGTGAY
AAAATYCCMTTCCA-3’) ve Avian-8 (5-GYCTTCAITYTTTGGYTTACAAGAC-3’)
primerleri, memeli spesifik Mammalian-1 (5-TGAYATGAAAAAYCATCG TTG-3’) ve
Mammalian-2 (5-TGTAGTTRTCWGGGTCKCCTA-3’) primerleri kullaniimigtir (Kim vd.,
2009). Reaksiyon karigimi her iki primer seti i¢cin de 25ul final konsantrasyonda; 2,5 pl
10XPCR buffer, 1,5 mM MgCI2, 1ul 20 pmol her bir primer, 2 pl 200 mM her bir dNTP,
1.25U Tag DNA polymerase ve 50ng/ul template DNA olacak sekilde hazirlanmistir.
Daha sonra karsim thermalcyclera kanath ve memeli primerleri igin initial denaturation:
94°C’de 2 dk; 35 siklus, denaturation: 94°C’de 30s, annealing: 55°C’de 30s, extension:
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72°C’de 60s (kanatli), 90s (memeli); final extension: 72°C’de 4 dk olacak sekilde
programlanmigtir. PCR analizlerinin gecerliliginin ve herhangi bir kontaminasyonun
olup olmadiginin test edilmesi amaciyla her analizde pozitif kontrol olarak kanatl
(sahin, tavuk) ve memeli (sidir, koyun, at, kdpek) kanlarindan izole edilmis genomik
DNA’lar, negatif kontrol olarak ise sterilize edilmis deiyonize su kullaniimistir.
Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR uUrdnleri (10 pl) % 1,5 ’luk agaroz jelde
elektoforeze tabi tutularak, CLP Jel Ddkimantasyon Sistemi ve Gene Snap from

Syngene analiz programi (UVP INC Uplant, CA ) ile géruntilenip analiz edilmistir.

3.2.6. Ergin disi simuliid érneklerinde patojenlerin Real Time Polymerase Chain

Reaction (QPCR) ile belirlenmesi

Bireysel ve gruplandirilarak havuz olusturulmus ergin disi simuliid érneklerinden elde
edilen genomik DNA ekstraktlarinda Leucocytozoon, Onchocerca ve Mansonella
patojenlerinin arastirlmasinda syber green tabanli Real Time PCR teknigi
kullaniimistir. Her g patojen icin de GenBank’'ta mevcut izolatlarin cesitli gen bélgeleri
analiz edilmis ve sirasiyla mitokondriyal cytochrome b (cytb), ITS-2 ve major sperm
protein (MSP) gen boélgesini hedef alan Real Time PCR spesifik orijinal primer dizayni

yapiimigtir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Leucocytozoon, Onchocerca ve Mansonella turleri icin Real Time PCR'da
kullanilan primer ve TagMan problar

Primer Adi Primer Dizilimi (5'---3") TM* (°C)

Leucocytozoon sp.

Lcytbf ATGACGGGTAACGGGGAAT 57,3

Lcytbr CCAATTACAAAACCAAAAAGTCC 55,9

Onchocerca sp.

OnITS2f TTGTGCAAATAATACATCTTTCATACA 55,9

OnITS2r AATGTGGTAGTTGCGGTTGAA 57,3

Mansonella sp.

mansf GGTTGGGCAATTAAAACGAC 49,7

mansr TCTTTTGGATCCAGGACACC 51,8

*TM: Melting Temperature
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Real Time PCR testinin gecerliliginin ve herhangi bir kontaminasyonun olup
olmadiginin  kontrolU amaciyla her gPCR analizinde pozitif kontrol olarak
Leucocytozoon igin isveg'te Lund Universitesi, Animal Ecology Departmanindan Dr.
Staffan Bensch’ten, Mansonella ve Onchocerca i¢in de Arjantin'de "Dr. Carlos G.
Malbran" Arastirma Merkezi Parazitoloji Departmanindan Dr. Maria Fernanda
Degese’den temin edilen referans izolatlar, negatif kontrol olarak ise sterilize edilmis
deiyonize su kullaniimigtir. Real Time PCR analizleri Stratagene Mx 3005P
(Stratagene, Agilent Technologies, USA) cihazinda gerceklestiriimistir. PCR, master
mix her Gg¢ etken icin de Ureticinin aciklamalarina gore toplam 20 ul hacimde asagidaki

konsantrasyonlarda hazirlanmistir.
Brilliant 11l Ultra-Fast SYBR®Green QPCR Master Mix 10,0 ul

(Agilent Technologies)

Forward primer (10 pmol) 1,0 ul
Reverse primer (10 pmol) 1,0 ul
Genomik DNA (50 ngr) 1,0 ul
PCR Grade Deiyonize su 7,0 ul

Real Time PCR amplifikasyonu igin termal profil her G¢ etken icin de 95 °C 10dk 1
siklus ve 40 siklus, 95 °C 30sn, 60 °C 1dk, ve melting curve analizi igin 95 °C 1dk 1
siklus, 55 °C 30sn 1 siklus, 95 °C 30sn 1 siklus olarak ayarlanmistir. Real Time PCR
analizi sonunda 6rneklerdeki pozitiflikler ve kantitatif degerler, amplifikasyon ve melting
egrileri ile Ct (dR) (Esik deger siklusu) verilerine gére hesaplanmis ve

degerlendirilmistir.
3.2.7. Sekans ve Filogenetik Analizler

3.2.7.1. Simuliid larvalarinin ITS-2 ve mt-COI gen bdlgelerinin sekansi, klonlama

ve filogenetik analizleri

Morfolojik ve kromozomal tur teshisleri yapilmis larva 6rneklerinin PCR analizleri
sonucu uygun bant profilleri gésterenlerden secilen izolatlar High Pure PCR Product
Purification Kit (Roche) kullanilarak jel purifiye edilmistir. PUrifikasyon sonrasi érnekler
ITS-2 ve mt-COI gen bdlgeleri sirasiyla ITS2F/ITS2R ve LCO1490/HCO2198 primerleri
ile ABI 3700 Capillary Sequence System (Applied Biosystems) de sekanslatiimigtir.
Cift yonli DNA dizisi belirlenen izolatlara ait kromotogramlar dikkatlice analiz edildikten
sonra BioEdit Sequence Alignment (Hall, 1999) ve Geneious 5.5.5 (Drummond vd.,

2011) yazilimlari ile forward ve revers dizilimlerin pairwise alignmentlari yapilmis final
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dizilimler elde edilmistir. Elde edilen sekanslarin blastn (http://blast.ncbi.nim.
nih.gov/Blast.cgi) analizleri yapildiktan sonra Dunyada GenBank’a kayith diger benzer
izolatlar ile Mega 5.0 (Tamura vd., 2011) ve Geneious 5.5.5 (Drummond vd., 2011)
yazilimlarinda multiple alignmentlari yapilarak filogenileri arastirimig ve molekuiler
karakterizasyonlari ortaya konmustur. Arastirmada ayrica bazi larva érneklerine ait
ITS-2 ve mt-COI amplikonlari jel purifikasyon sonrasinda full dizilimlerin elde edilmesi
amaciyla klonlanmis ve sekanslanmiglardir. Klonlamanin ligasyon basamaginda
purifiye DNA’lar pJET1.2/blunt cloning vector'e (Thermo Scientific) insert edilmis ve
ilgili proseduirleri takiben vektorler One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli
(Invitrogen) hicrelerine transforme edilerek klonlama amaciyla ampicylinli LB agar
pleytlerine ekilmistir. inkiibasyon periyodu sonunda pleyt (izerinde Ureyen koloniler
PCR screening yontemiyle insertlerin varligi yoninden kontrol edilmis ve inert bulunan
koloniler LB mediuma gecilerek hiicrelerin Gremesi amaciyla inkiibasyona birakilmistir.
inkubasyon sonrasi sivi besi yerinde ireyen klon hiicrelerden GeneJET Plasmid
Miniprep Kit (Thermo Scientific) ile plasmid purifikasyonu yapilmistir. Plasmidler Xbal
ve Aval (Thermo Scientific) restriksiyon enzimleri ile prosedirine uygun olarak analize
tabi tutulmus ve insertlerin varligi yéninden konfirmasyonlari saglanmistir. Plasmidler
vektore 6zgl pJET1.2F ve pJET1.2R primerleri ile sekanslanmis ve gift yonli DNA
dizisi belirlenen plasmidlere ait kromotogramlar dikkatlice analiz edildikten sonra insert
DNA dizilimi full olarak elde edilmistir. Elde edilen dizilimlerin GenBank kayitlari

yapilmigtir.

3.2.7.2. Ergin disi simuliid 6rneklerinin kan beslenmesinde konak tiiriiniin sekans
analizleri ile belirlenmesi

Mitochondrial cytochrome b gen bdélgelerinden dizayn edilen kanatl spesifik Avian-
3/Avian-8, memeli spesifik Mammalian-1/Mammalian-2 primerleri ile pozitif belirlenen
orneklerde konak turlnu belirleme amaciyla konsantrasyonu uygun belirlenen izolatlar
High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) ile jel purufiye edilmistir. Purifiye edilen
amplikonlar yukarida (3.2.7.1) anlatildigi gibi klonlanarak plasmid purifikasyonu
yapilmistir. Elde edilen plasmidler vektor spesifik primerler ile ABI 3700 Capillary
Sequence System (Applied Biosystems) de sekanslatiimistir. Cift yonli DNA dizisi
belirlenen plasmidlere ait kromotogramlar dikkatlice analiz edildikten sonra Geneious
5.5.5 (Drummond vd., 2011) yaziimi ile forward ve revers dizilimlerin pairwise
alignmentlari yapilmis, insert noktalari belirlenmis ve hedef gen bdlgeleri icin final
dizilimler elde edilmistir. Elde edilen sekanslarin blastn (http://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi) analizleri yapildiktan sonra GenBank’a kayitli kanathh ve memeli

turlerine ait mitochondrial cytochrome b gen boélgesi sekanslari ile Geneious 5.5.5
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(Drummond vd., 2011) yazihminda multiple alignmentlari yapilarak konak turleri

belirlenmisgtir.

3.2.7.3. Ergin disi simuliid o6rneklerinde belirlenen patojenlerin sekansi ve

filogenetik analizi

Real Time PCR analizleri sonucu Leucocytozoon ve Onchocerca pozitif belirlenen
izolatlarin sirasiyla partial mt-cytb ve cytochrome oxidase subunit | (coxl) gen bolgeleri
Nested PCR ve PCR ile amplifiye edilmistir. Leucocytozoon icin Nested PCR
analizlerinin birinci basamaginda HaemNFI| (5-CATATATTAAGAGAAITATGGAG-3')
ve HaemNR3 (5-ATAGAAAGATAAGA  AATACCATTC-3) [Haemoproteus,
Plasmodium ve Leucocytozoon spesifik]; ikinci basamaginda ise HaemFL (5'-
ATGGTGTTTTAGATACTTACATT-3) ve HaemR2L (5-
CATTATCTGGATGAGATAATGGIGC-3') [Leucocytozoon spp. spesifik] primerleri
kullaniimig, amplifikasyon prosedurleri ilgili literatire gére dizayn edilmistir (Hellgren ve
ark, 2004). Onchocerca icin PCR  analizlerinde COlintF (5-
TGATTGGTGGTTTTGGTAA-3’) ve COIlintR (5-ATAAGTACGAGTATCAATATC-3’)
primerleri ile mt- coxl gen bolgesi ilgili protokole (Eisenbarth vd., 2013) gére amplifiye
edilmistir. Elde edilen amplikonlar jel purifiye edilmis (High Pure PCR Product
Purification Kit (Roche)) ve sonrasinda her patojen etken i¢in amplifikasyon primerleri
ile ABI 3700 Capillary Sequence System (Applied Biosystems) de sekanslatiimistir.
Cift yonlu DNA dizisi belirlenen izolatlara ait kromotogramlar dikkatlice analiz edildikten
sonra BioEdit Sequence Alignment (Hall, 1999) ve Geneious 5.5.5 (Drummond vd.,
2011) yazihmlari ile forward ve revers dizilimlerin pairwise alignmentlari yapiimis final
dizilimler elde edilmistir. Elde edilen mt-cytb ve mt-coxI gen bdlgelerine ait sekanslarin
blastn (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) analizleri yapildiktan sonra Dunyada
GenBank’a kayith Leucocytozoon ve Onchocerca izolatlari ile Mega 5.0 (Tamura vd.,
2011) ve Geneious 5.5.5 (Drummond vd., 2011) yazilimlarinda multiple alignmentlar

yapilarak filogenileri arastiriimis ve molekiler karakterizasyonlari belirlenmigtir.

3.3. istatistiksel Analiz
Ergin sineklerde patojenler igin gdézlenen minimum enfeksiyon oraninin (MIRs)
hesaplanmasinda asagidaki standart formal kullaniimistir (Santa-Ana vd., 2006):

Pozitif sinek havuzu sayisi X 100.

Toplam incelenen sinek sayisi
Patojenlerin  binominal dagilimina gére, beklenen enfeksiyon oranlari ayrica

degerlendirilmis (Cinco vd., 1998), ve asagidaki formile gore hesaplanmigtir.

P=1-%¥n/N
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n: Negatif havuz sayisi

N: incelenen toplam havuz sayisi

k: Her bir havuzdaki ortalama sinek sayisi

istatistik agidan arastirma odaklarinda aylara gére toplanan larva sayilari ile suyun pH,
sicaklik ve ortalama nisbi nem dederleri arasindaki iliski One-Way Anova testiyle

arastiriimigtir.
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4. BULGULAR

4.1. Simuliid larvalarinin dagihimi ve ekolojik faktorlerle iligkisi

Arastirma sahasinda Aralik 2011-Aralik 2013 tarihleri arasinda 20 &rnekleme
istasyonundan toplam 979 adet simuliid larva 6rnegdi toplanmistir. Toplanan 6rneklerin
ornekleme noktasi ve bagl oldugu merkez ile aylara gére dagilimlari, pH, su sicakhgi
ve nem degerleriyle (ortalama, standart hata, minimum ve maksimum degerler) birlikte
2012 yili icin Tablo 4.1, 2013 yih igin de Tablo 4.2'de verilmigtir. 2012 ve 2013
yillarinda toplanan larva sayilarinin aylara gére dagilimlari ayrica sirasiyla Sekil 4.1 ve
Sekil 4.2’de gdsterilmistir. Sekil 4.1 ve Sekil 4.2’de gorilecegi Uzere her iki yil icin de
en yuksek larva sayisi Nisan-AJustos, en dislk larva sayisi ise Ekim-Mart aylari
arasinda belirlenmigtir. 2012 ve 2013 yillari i¢in aylik olarak dlgulen pH, su sicakligi ve
nisbi nem degerleri ile larva sayilari arasindaki istatistiksel iligki sirasiyla Tablo 4.3 ve
Tablo 4.4'de verilmistir. ilgili tablolarda gériilecegi tizere her iki yil igin de larva sayilari
ile su sicakhgi arasinda istatistiksel agidan 6nemli (p<0,05) pozitif yonli bir iligki
belirlenmigtir. Larva sayilari ile suyun pH’si ve ortalama nisbi nem degerleri arasinda

ise istatistiksel olarak énemli bir iliski saptanmamistir.

25



Tablo 4.1. 2012 yilinda toplanan simuliid larvalarinin drnekleme istasyonu, koordinat verileri, bagh oldugu merkez ve aylara gére dagilimlari
ile birlikte dl¢ulen pH, su sicakligi ve nem degerleri

anekleme Koordinat Bagli Oldugu Ay Toplanan pH Su Sicakhg Nem
Istasyonu Merkez larva sayisi Ort Std. Hata Min Max Ort Std. Hata Min Max Ort Std. Hata Min Max
Aralik o 7.9 0,06 7.7 8,0 6,3 0,14 6,0 6,6 73,5 2,40 68,5 80,0
Ocak [¢] 7.8 0,08 7,6 8,0 6,7 0,11 6,5 7,0 72,2 2,89 63,8 77,0
Subat [e] 7,9 0,06 7,7 8,0 6,7 0,10 6,5 7,0 72,5 3,57 65,0 80,0
Mart 2 7.9 0,07 7.7 8,0 7,1 0,08 7,0 7.3 80,3 3,18 74,3 88,0
Nisan 2 7.9 0,05 7.8 8,0 8,3 0,15 8,0 8,7 58,2 2,53 52,0 63,3
A 38°43'58.78"K Orgap Mayis 3 7.9 0,07 7,7 8,0 12,1 0,09 11,9 12,3 49,1 1,84 44,0 52,3
34°55'45.91”D Haziran 2 7.7 0,05 7.6 7.8 12,4 0,21 12,0 12,8 69,1 3,21 60,3 75,1
Temmuz 2 7.5 0,07 7.4 7.7 12,5 0,18 12,0 12,9 66,1 1,83 62,3 70,1
Agustos 4 7.8 0,09 7,6 8,0 12,9 0,04 12,8 13,0 55,7 1,29 52,3 58,3
Eylal 1 7.9 0,11 7.7 8,2 12,0 0,36 11,0 12,6 71,0 1,47 67,5 74,3
Ekim 1 7.7 0,12 7.4 8,0 11,4 0,18 11,0 11,8 78,9 1,37 75,1 81,4
Kasim [¢] 8,1 0,09 7,9 8,3 10,5 0,23 10,0 10,9 82,8 1,46 79,3 86,4
Aralik o 7,9 0,06 7,7 8,0 6,3 0,13 6,0 6,6 79,0 2,33 72,3 82,3
Ocak [e] 7.9 0,09 7.7 8,1 6,6 0,07 6,5 6,8 79,8 1,88 76,3 85,0
Subat 1 7,9 0,05 7,8 8,0 6,8 0,12 6,5 7,0 68,7 1,44 65,0 72,0
Mart 3 7.9 0,09 7.6 8,0 7.2 0,22 6,8 7.8 55,6 1,17 52,3 57.8
Nisan 5 7.9 0,05 7,8 8,0 8,3 0,16 8,0 8,6 39,2 1,40 35,2 41,8
B 38°45’25.17"K Gilsehir Mayis 9 7.9 0,04 7.8 8,0 12,0 0,17 11,5 12,3 71,6 2,79 65,2 78,8
34°36'55.32"D Haziran 3 8,0 0,12 7.8 8,3 12,2 0,19 11,8 12,6 63,2 4,70 51,3 72,3
Temmuz 2 7,7 0,09 7.5 7,9 12,3 0,15 12,0 12,7 59,5 3,66 48,5 63,8
Agustos 4 7,8 0,12 7.6 8,1 12,8 0,06 12,6 12,9 52,6 5,02 38,6 61,2
Eylal 3 8,0 0,13 7.8 8,4 11,8 0,34 10,8 12,4 66,4 3,66 55,8 72,3
Ekim 2 7.8 0,17 7.5 8,2 11,3 0,20 10,9 11,7 68,0 5,99 53,6 80,2
Kasim 1 7,9 0,10 7.7 8,1 10,5 0,25 10,0 11,0 75,9 3,23 69,7 83,2
Aralik [¢] 7.8 0,04 7.7 7.9 6,4 0,13 6,1 6,7 71,1 4,06 61,1 81,0
Ocak [e] 7,9 0,08 7,7 8,0 6,5 0,06 6,3 6,6 60,0 1,65 55,3 62,3
Subat o 7.8 0,06 7.7 8,0 6,6 0,13 6,4 7.0 55,7 0,20 55,1 56,0
Mart 4 7.9 0,09 7,6 8,0 7,1 0,10 7,0 7,4 63,9 3,65 53,0 68,0
Nisan 6 7,9 0,05 7,8 8,0 8,3 0,15 8,0 8,7 70,9 0,15 70,5 71,2
c 38°46'33.74"K Gilsehir Mayis 6 7.8 0,09 7.6 8,0 12,2 0,15 11,8 12,5 78,1 0,66 77,0 80,0
34°34’12.75"D Haziran 3 7.7 0,11 7.4 7.9 12,3 0,15 12,0 12,6 64,9 4,42 55,3 75,1
Temmuz 3 8,1 0,16 7,7 8,4 12,4 0,13 12,0 12,6 62,1 4,04 51,0 70,1
Agustos 5 7.8 0,17 7.4 8,2 12,9 0,06 12,8 13,1 52,2 3,29 43,0 58,3
Eylal 4 7.9 0,13 7.6 8,2 12,1 0,29 11,3 12,6 69,4 1,09 67.5 72,3
Ekim 2 7.8 0,11 7,6 8,1 11,5 0,11 11,3 11,8 76,7 2,14 71,3 80,2
Kasim 2 8,0 0,09 7.8 8,2 10,7 0,23 10,0 11,0 75,7 2,85 69,0 81,4
Aralik (] 7,8 0,10 7.6 8,0 6,3 0,11 6,0 6.5 80,3 0,87 78,0 82,0
Ocak o 7.9 0,08 7.7 8,0 6,7 0,12 6,5 7.0 76,4 0,77 74,5 78,2
Subat o 7.8 0,10 7.6 8,1 6.8 0,12 6,5 7.0 75,0 0,82 73,0 77,0
Mart 2 7.9 0,08 7,7 8,0 7,3 0,11 7,0 7,5 87,9 0,82 86,1 90,0
Nisan 3 7.9 0,10 7.6 8,0 8,2 0,12 7.9 8,4 38,1 1,52 34,0 41,3
D 38°45'15.54"K Giilsehir Mayis 3 7.8 0,10 7.6 8,0 12,0 0,12 11,7 12,3 245,8 170,39 73,2 757.,0
34°37'24.33”D Haziran 4 7.7 0,16 7.4 8,1 12,1 0,19 11,8 12,6 60,9 3,21 52,3 67,5
Temmuz 4 7.7 0,07 7.6 7.9 12,3 0,21 12,0 12,9 61,0 5,52 45,8 72,2
Agustos 6 7.9 0,20 7.4 8,2 12,8 0,12 12,4 12,9 57,6 2,20 52,3 63,0
Eylul 3 7.8 0,15 7,4 8,1 11,9 0,38 11,0 12,6 68,8 2,81 62,0 74,3
Ekim 2 7.8 0,17 7.4 8,2 11,3 0,26 10,7 11,8 76,2 1,97 71,2 80,2
Kasim o 8,0 0,06 7.8 8.1 10,6 0,19 10,2 10,9 80,3 1,31 77,2 83,2
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Tablo 4.1. 2012 yihinda toplanan simuliid larvalarinin 6érnekleme istasyonu, koordinat verileri, bagli oldugu merkez ve aylara gére dagilhimilari
ile birlikte dlg¢ulen pH, su sicakligi ve nem degerleri (Devami)

anekleme Koordinat Bagli Oldugu Ay Toplanan pH Su Sicakhigi Nem
Istasyonu Merkez larva sayisi ort Std. Hata Min Max Ort Std. Hata Min Max ort Std. Hata Min Max
Aralik o 8,0 0,05 7.8 8,0 6,3 0,11 6,0 6,5 75,6 1,60 72,3 80,0
Ocak [¢] 7,9 0,09 7.7 8,1 6,5 0,07 6,3 6,6 90,4 1,03 88,0 93,0
Subat 1 7.8 0,03 7.7 7.8 6,7 0,10 6.5 7.0 85,3 1,62 81,3 89,2
Mart 2 7.9 0,07 7.7 8,0 7.1 0,08 7.0 7.3 58,4 1,58 54,6 62,3
Nisan 2 7,9 0,13 7.5 8,1 8,4 0,13 8,0 8,6 40,6 0,55 39,5 42,1
£ 38°45’11.00"K Giilsehir Mayis 5 8,0 0,13 7.7 8,3 11,7 0,29 11,0 12,3 53,3 0,31 52,6 54,0
34°39'23.21”"D Haziran 5 7.8 0,17 7.4 8,2 12,4 0,23 11,9 12,8 69,1 3,21 60,3 75,1
Temmuz 4 7,5 0,07 7.4 7.7 12,4 0,23 11,8 12,9 64,2 2,78 57,8 69,5
Agustos 5 7.8 0,06 7.6 7.9 12,8 0,07 12,6 12,9 58,6 3,10 52,3 67,1
Eylal 4 7.8 0,09 7.6 8,0 11,9 0,35 10,9 12,4 71,9 2,20 67.5 77.8
Ekim 3 7,7 0,07 7.6 7.9 11,3 0,24 10,7 11,8 74,0 4,16 61,9 80,0
Kasim 3 8,1 0,09 7.9 8,3 10,6 0,17 10,2 10,9 77,1 3,51 67,0 83,2
Aralik [¢] 8,0 0,06 7.9 8,2 6,3 0,11 6,0 6,5 78,8 2,10 76,0 85,0
Ocak [¢] 7.9 0,15 7.6 8,3 6.6 0,15 6,3 7.0 88,5 0,86 87.0 91,0
Subat [¢] 7.9 0,11 7.7 8,2 6.9 0,12 6,6 7,1 81,4 0,23 81,0 82,0
Mart 1 7,9 0,13 7.5 8,1 7,3 0,12 7,0 7,5 51,6 0,63 50,0 53,0
Nisan 3 7.9 0,11 7.7 8,2 8,4 0,23 8,0 9,0 31,4 1,43 28,0 35,0
E 38°45'26.66"K Giilsehir Mayis 4 7.9 0,09 7.7 8,1 12,0 0,17 11,5 12,3 55,2 0,63 54,0 57,0
34°41'06.88"D Haziran 3 7,8 0,04 7,7 7,9 12,1 0,40 11,0 12,8 68,7 4,00 57,7 76,3
Temmuz 3 7.8 0,14 7.5 8,1 12,1 0,40 11,0 12,9 63,3 3,67 54,0 70,1
Agustos 5 7,8 0,11 7.5 8,0 12,7 0,22 12,0 12,9 53,4 4,53 42,0 64,0
Eylil 2 8,0 0,09 7.8 8,2 11,8 0,43 11,0 12,6 68,8 0,65 67,5 70,0
Ekim 3 7.8 0,11 7.5 8,0 11,2 0,14 11,0 11,6 78.6 1,85 75,1 83,0
Kasim 1 8,1 0,12 7.8 8,3 10,0 0,39 9,0 10,9 78,8 4,17 67,0 86,4
Aralik o 7,9 0,13 7.6 8,2 6,4 0,10 6,2 6,7 78,6 1,68 75,5 82,0
Ocak o 7,9 0,10 7,7 8,1 6,8 0,13 6,5 7,0 80,1 0,34 79,4 81,0
Subat [¢] 7.9 0,10 7.6 8,0 6,9 0,08 6,7 7.0 61,7 0,47 61,0 63,0
Mart 2 8,0 0,17 7.5 8,2 7.1 0,13 6,8 7.4 28,8 1,25 26,0 32,0
Nisan 2 7,9 0,05 7.8 8,0 8,4 0,17 8,0 8,8 30,4 0,22 30,0 31,0
G 38°45’17.99”K Giilsehir Mayis 2 7.9 0,10 7.7 8,1 12,0 0,03 11,9 12,0 43,8 0,84 42,0 46,0
34°41°'43.86"D Haziran 4 7.8 0,09 7.6 8,0 12,2 0,09 12,0 12,3 69,4 4,30 60,3 77.9
Temmuz 5 7,8 0,11 7.5 8,0 12,4 0,13 12,0 12,6 66,4 3,02 62,3 75,4
Agustos 5 7.8 0,09 7.6 8,0 12,8 0,06 12,6 12,9 53,2 1,81 49,8 58,3
Eylul 4 7.7 0,13 7.4 8,0 12,2 0,34 11,3 12,8 72,7 2,94 67.5 81,0
Ekim 2 7,8 0,14 7,4 8,0 11,5 0,13 11,2 11,8 79,6 2,43 75,1 86,2
Kasim 1 7.9 0,13 7.6 8,2 10,6 0,19 10,2 10,9 80,3 3,55 71,2 88,3
Aralik o 7,9 0,09 7.7 8,1 6,2 0,07 6,0 6,3 74,9 1,85 72,0 80,0
Ocak [¢] 7.9 0,08 7.7 8,0 6.6 0,11 6,3 6,8 63,2 0,84 61,0 65,0
Subat [¢] 7,9 0,06 7.8 8,0 6,7 0,09 6,5 6,9 75,7 0,85 74,0 78,0
Mart [¢] 7.9 0,06 7.7 8,0 7.3 0,10 7.0 7.5 49,3 0,68 48,0 51,2
Nisan 4 7.9 0,05 7.8 8,0 8,3 0,11 8,0 8,5 24,3 0,82 22,3 26,3
" 38°50'18.40”K Galsehir Mayis 6 7,8 0,09 7.6 8,0 12,2 0,11 12,0 12,5 66,0 1,63 62,0 70,0
34°24’16.04”"D Haziran 4 8,0 0,17 7.6 8,4 12,3 0,21 11,9 12,8 67.4 4,01 57.2 75,1
Temmuz 4 7.7 0,10 7.4 7.9 12,4 0,19 12,0 12,9 67.3 2,20 63,8 73,2
Agustos 5 7,8 0,09 7.6 8,0 12,8 0,06 12,6 12,9 53,9 4,28 41,7 61,7
Eylal 3 7.9 0,19 7.4 8,2 11,8 0,36 10,9 12,4 71,0 2,06 66,0 75.8
Ekim 2 7.7 0,12 7.4 8,0 11,3 0,19 11,0 11,8 78.6 2,36 72,1 83,3
Kasim 1 8,1 0,09 7.9 8,3 10,4 0,21 10,0 10,8 81,3 2,34 74,5 85,2
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Tablo 4.1. 2012 yilinda toplanan simuliid larvalarinin érnekleme istasyonu, koordinat verileri, bagh oldugu merkez ve aylara gére dagilhimlari
ile birlikte dlg¢ulen pH, su sicakligi ve nem degerleri (Devami)

('j_rnekleme Koordinat Bagh Oldugu Ay Toplanan pH Su Sicakhigi Nem
Istasyonu Merkez larva sayisi Ort Std. Hata Min Max Ort Std. Hata Min Max Ort Std. Hata Min Max
Aralik [¢] 7,8 0,03 7.7 7.8 6,3 0,11 6,0 6,5 73,1 1,67 70,0 77.8
Ocak [¢] 7,7 0,11 7,5 8,0 6,5 0,07 6,3 6,6 71,9 0,65 70,0 73,0
Subat [¢] 7,9 0,05 7,8 8,0 6,6 0,05 6,5 6,7 85,2 1,24 82,0 88,0
Mart 1 7.9 0,07 7.7 8,0 7,1 0,11 6,8 7.3 74,1 1,57 70,0 77,0
Nisan 4 7,8 0,07 7,7 8,0 8,3 0,13 8,0 8,6 38,7 0,85 37,0 41,0
| 38°48'42.70"K Gilsehir Mayis 7 7,9 0,06 7,7 8,0 12,1 0,09 11,9 12,3 60,3 1,65 58,0 65,0
34°25’37.77”D Haziran 4 7,7 0,17 7,4 8,2 12,0 0,27 11,4 12,7 67,6 5,65 51,6 77,8
Temmuz 5 7,7 0,10 7,4 7,9 12,3 0,24 11,8 12,9 61,7 5,14 47,1 71,3
Agustos 6 7.8 0,09 7,6 8,0 12,8 0,06 12,6 12,9 57,1 3,76 49,1 67,2
Eylal 2 7.8 0,07 7,7 8,0 11,8 0,35 11,0 12,4 72,5 2,34 67,5 78,1
Ekim 2 7.7 0,06 7,5 7,8 11,3 0,23 10,7 11,8 78,5 1,23 75,1 81,0
Kasim 1 7,9 0,13 7.6 8,2 10,3 0,27 9,6 10,9 82,6 2,34 76,8 88,2
Aralik o 7.8 0,04 7,7 7.9 6,3 0,11 6,0 6.5 74,9 1,20 73,0 78,0
Ocak [¢] 7,7 0,11 7,5 8,0 6,6 0,06 6,5 6,8 86,9 1,12 84,1 89,2
Subat [s] 7,8 0,06 7,7 8,0 6,8 0,12 6,5 7,0 77,1 0,83 75,0 79,0
Mart 1 7,8 0,07 7,7 8,0 7.3 0,13 7,0 7,6 88,7 0,21 88,1 89,0
Nisan 1 7.9 0,05 7,8 8,0 8,3 0,16 8,0 8,6 50,7 0,24 50,0 51,0
3 38°45'04.96"”K Avanos Mayis 4 7.9 0,06 7,7 8,0 12,0 0,19 11,5 12,3 49,9 0,72 49,0 52,0
34°44'28.43"D Haziran 3 7.8 0,09 7,6 8,0 12,2 0,29 11,6 12,8 68,7 3,76 60,3 77,2
Temmuz 3 7.6 0,09 7,4 7.8 12,4 0,22 12,0 12,9 67,6 3,54 61,0 77,2
Agustos 4 7,7 0,11 7,5 8,0 13,0 0,11 12,8 13,3 56,3 4,36 47,8 68,1
Eylal 2 7,9 0,10 7.6 8,0 12,1 0,31 11,2 12,6 73,3 2,25 69,8 79,3
Ekim 1 7.8 0,15 7.4 8,1 11,4 0,21 11,0 11,8 74,9 5,43 59,6 84,5
Kasim 1 8,0 0,11 7.8 8,3 10,4 0,18 10,0 10,8 81,9 2,51 75,0 87,0
Aralik (o) 7.8 0,04 7,7 7.9 6,3 0,08 6,2 6,5 73,2 1,21 70,1 76,0
Ocak [¢] 7.9 0,06 7,7 8,0 6,7 0,08 6,5 6,8 55,4 0,15 55,1 55,8
Subat 2 7.9 0,07 7,8 8,1 6,8 0,17 6,3 7,0 50,3 0,47 49,0 51,0
Mart 3 7,9 0,07 7,7 8,0 7,4 0,08 7,2 7,5 87,5 0,34 86,6 88,1
Nisan 3 7.8 0,06 7,7 8,0 8,3 0,10 8,1 8,6 70,8 0,08 70,6 71,0
K 38°43'58.15"K Avanos Mayis 5 7.9 0,07 7.7 8,0 12,2 0,13 11,9 12,5 75,7 1,84 71,0 80,0
34°46'56.48"D Haziran 2 7.8 0,09 7.6 8,0 12,2 0,22 11,8 12,8 70,4 2,75 64,0 76,9
Temmuz 2 7.8 0,19 7.4 8,3 12,3 0,24 11,8 12,9 67,2 3,79 62,3 78,5
Agustos 3 7,9 0,09 7,7 8,0 12,7 0,09 12,5 12,9 53,9 2,67 47,2 59,3
Eylal 2 7,9 0,06 7,7 8,0 11,8 0,47 10,4 12,6 63,4 4,03 51,8 69,9
Ekim 1 7,7 0,00 7.7 7.7 11,2 0,25 10,6 11,8 75,5 1,83 71,3 80,2
Kasim e] 8,0 0,20 7.4 8,3 10,3 0,28 9,6 10,9 81,2 3,49 71,0 86,4
Aralik o 7,9 0,05 7,8 8,0 6,3 0,11 6,0 6,5 76,3 1,47 72,0 78,8
Ocak [¢] 7,7 0,05 7.6 7.8 6,6 0,05 6,5 6,7 80,9 0,24 80,3 81,5
Subat 1 7,9 0,08 7.7 8,0 6,8 0,03 6,7 6,8 63,7 0,13 63,3 63,9
Mart 2 7,9 0,09 7.7 8,0 7,2 0,16 6,8 7.5 35,0 0,82 33,0 37,0
Nisan 2 7,9 0,10 7.6 8,0 8,4 0,14 8,0 8,6 60,5 7,75 42,3 80,0
L 38°42'59.37"K Avanos Mayis 3 7.8 0,09 7,6 8,0 12,1 0,18 11,7 12,5 53,4 0,45 52,1 54,0
34°50'11.57”D Haziran 3 7,9 0,06 7,7 8,0 12,3 0,15 12,0 12,6 68,8 3,43 60,3 75,1
Temmuz 3 7,8 0,09 7.6 8,0 12,3 0,15 12,0 12,7 65,9 2,45 62,3 73,1
Agustos 3 7.6 0,09 7.4 7.8 12,8 0,09 12,5 12,9 53,6 4,31 42,3 62,7
Eylil 2 7.8 0,04 7,7 7.9 11,9 0,38 11,0 12,6 71,4 1,03 69,9 74,3
Ekim 1 7,8 0,09 7,6 8,0 11,2 0,30 10,5 11,8 77,6 1,89 72,0 80,2
Kasim 1 8,0 0,16 7,6 8,3 10,4 0,34 9,5 10,9 79,2 2,48 72,2 83,2
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Tablo 4.1. 2012 yilinda toplanan simuliid larvalarinin drnekleme istasyonu, koordinat verileri, bagh oldugu merkez ve aylara gére dagilimlari
ile birlikte dlgulen pH, su sicakligi ve nem degerleri (Devami)

anekleme Koordinat Bagli Oldugu Ay Toplanan pH Su Sicakhg Nem
Istasyonu Merkez larva sayisi Ort Std. Hata Min Max Oort Std. Hata Min Max Ort Std. Hata Min Max
Aralik (0] 7,9 0,05 7,8 8,0 6,2 0,14 5,9 6.5 76,6 0,83 75,0 78,0
Ocak o] 7,7 0,04 7,6 7.8 6,4 0,10 6,2 6,6 83,2 0,22 82,8 83,8
Subat 2 7,9 0,06 7,7 8,0 6,7 0,06 6,5 6,8 75,2 0,80 73,0 76,8
Mart 4 7.9 0,07 7,7 8,0 7,2 0,13 7,0 7.6 56,0 1,47 53,0 60,0
Nisan 4 7.9 0,06 7.8 8,0 8,2 0,16 7.9 8,6 41,5 0,48 40,1 42,2
M 38°43'55.67"K Avanos Mayis 5 7.8 0,08 7,7 8,0 12,1 0,23 11,8 12,8 58,5 1,64 55,1 63,0
34°53’48.96"”D Haziran 5 7,9 0,08 7,7 8,0 12,2 0,30 11,5 12,8 66,0 3,42 60,3 75,1
Temmuz 5 7,7 0,13 7.4 8,0 12,3 0,23 11,9 12,9 63,2 3,53 54,8 72,0
Agustos 5 7.8 0,10 7,6 8,0 13,0 0,05 12,9 13,1 52,7 3,77 42,3 59,4
Eylal 3 7.9 0,17 7.4 8,2 12,1 0,39 11,0 12,8 69,1 1,69 65,1 72,3
Ekim 2 7,7 0,13 7,4 8,0 11,5 0,17 11,0 11,8 77,3 1,07 75,1 80,2
Kasim 1 7,9 0,19 7,4 8,3 10,5 0,25 10,0 11,0 78,0 3,39 68,1 82,5
Aralik ) 7,9 0,05 7.8 8,0 6,3 0,09 6,1 6,5 76,8 1,89 72,3 80,0
Ocak o 7,8 0,08 7,6 8,0 6,5 0,09 6,3 6,7 59,8 17,63 7,0 79,6
Subat 1 7,9 0,06 7,8 8,0 6,8 0,09 6,6 7,0 56,2 1,50 52,3 59,6
Mart 3 7.9 0,07 7,7 8,0 7,3 0,06 7.2 7.5 48,1 2,27 42,5 53,6
Nisan 4 7.9 0,06 7.8 8,0 8,4 0,15 8,0 8,7 50,7 0,56 49,9 52,3
N 38°45’10.83"K Avanos Mayis 4 7.8 0,09 7,6 8,0 12,1 0,06 12,0 12,3 41,3 1,34 38,8 45,0
34°42'56.72"D Haziran 4 7,9 0,10 7,6 8,0 12,5 0,17 12,0 12,8 68,9 2,89 60,3 72,3
Temmuz 4 7.7 0,14 7.4 8,0 12,6 0,20 12,0 12,9 62,3 5,54 46,2 70,1
Agustos 4 7.9 0,07 7.7 8,0 13,1 0,17 12,9 13,6 47,5 4,68 35,4 56,9
Eylal 2 7,8 0,08 7,6 8,0 12,2 0,22 11,6 12,6 67,7 2,34 61,4 72,3
Ekim 2 7.8 0,14 7.6 8,2 11,5 0,26 11,0 12,2 76,6 2,74 68,8 81,4
Kasim o 8,0 0,12 7,7 8,3 10,6 0,18 10,2 10,9 76,3 4,64 62,5 82,2
Aralik o] 7.9 0,05 7.8 8,0 6,4 0,15 6,0 6,7 78,9 2,05 76,3 85,0
Ocak o] 7.7 0,05 7,6 7,8 6,6 0,06 6,5 6,8 78,2 1,35 75,8 82,0
Subat 1 7.9 0,08 7,7 8,0 6,8 0,14 6,5 7.0 72,5 1,55 68,0 75,0
Mart 1 7,9 0,07 7,7 8,0 6,9 0,09 6,8 7,2 47,4 0,88 45,6 49,8
Nisan 2 7,9 0,06 7,8 8,0 8,3 0,13 8,0 8,6 33,3 0,42 32,1 34,1
o 38°43'55.79”K Avanos Mayis 4 7,9 0,09 7,7 8,1 12,2 0,13 11,9 12,5 42,0 1,48 38,0 45,1
34°54’39.01”D Haziran 3 7.9 0,18 7.6 8,4 12,4 0,25 12,0 12,9 67,2 3,50 57,0 72,3
Temmuz 3 7,7 0,09 7,4 7.8 12,5 0,13 12,3 12,9 65,0 2,54 59,2 70,1
Agustos 4 7,7 0,13 7,4 8,0 13,0 0,09 12,8 13,2 49,4 3,38 41,2 56,9
Eylul 2 7,9 0,11 7,7 8,2 12,1 0,36 11,0 12,6 69,7 1,00 67,5 72,3
Ekim 1 7.8 0,09 7.6 8,0 11,4 0,19 11,0 11,8 76,3 2,52 69,8 81,4
Kasim [¢] 8,0 0,04 7,9 8,1 10,6 0,21 10,0 10,9 79,7 3,06 71,3 85,1
Aralik (0] 8,0 0,06 7.9 8,2 6,2 0,13 6,0 6,5 77,1 1,74 74,0 82,0
Ocak [¢] 7.7 0,05 7.6 7.8 6,4 0,11 6,1 6.6 83,1 0,82 81,0 85,0
Subat 1 7,8 0,06 7,7 8,0 6,9 0,08 6,7 7,0 84,4 1,43 81,0 88,0
Mart 2 7.9 0,09 7.7 8,0 7.4 0,10 7.2 7.6 43,1 1,78 40,0 48,0
Nisan 2 7,9 0,06 7,8 8,0 8,3 0,18 8,0 8,8 38,3 0,29 37,8 39,1
p 38°43'58.52"K Orgiip Mayis 5 7.9 0,07 7.7 8,0 12,0 0,11 11,8 12,3 52,3 1,25 49,0 55,0
34°55’10.66"”D Haziran 2 7.7 0,09 7.4 7.8 12,2 0,19 12,0 12,8 67,5 3,42 60,3 75,1
Temmuz 2 7.7 0,16 7.4 8,0 12,4 0,20 12,0 12,9 59,7 7,02 39,1 69,1
Agustos 3 7.7 0,05 7,6 7,8 12,8 0,11 12,5 13,0 48,5 4,04 36,8 55,1
Eylul 1 7.7 0,06 7.5 7,8 12,1 0,36 11,0 12,6 70,8 0,58 69,8 72,3
Ekim [¢] 7.8 0,14 7.4 8,0 11,5 0,21 11,0 11,8 76,6 1,54 73,0 79.4
Kasim [e] 7,8 0,13 7,4 8,0 10,6 0,19 10,2 10,9 82,6 1,90 79,3 87,7
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Tablo 4.1. 2012 yilinda toplanan simuliid larvalarinin drnekleme istasyonu, koordinat verileri, bagh oldugu merkez ve aylara gére dagilimlari

ile birlikte dlg¢ulen pH, su sicakligi ve nem degerleri (Devami)

anekleme Koordinat Bagli Oldugu Ay Toplanan pH Su Sicakhg Nem
Istasyonu Merkez larva sayisi Ort Std. Hata Min Max Ort Std. Hata Min Max Ort Std. Hata Min Max
Aralik o) 7,9 0,05 7,8 8,0 6,1 0,13 5,8 6,4 67,7 0,70 66,0 69,0
Ocak ] 7.9 0,06 7.8 8,0 6,5 0,11 6,3 6,8 83,4 1,70 80,1 88,1
Subat ] 7,9 0,05 7,8 8,0 6,7 0,13 6,4 7,0 58,1 1,09 55,1 60,3
Mart 2 7.8 0,08 7.7 8,0 7.3 0,10 7.0 7.5 42,3 1,08 40,0 45,2
Nisan 2 7,9 0,06 7.8 8,0 8,4 0,14 8,0 8,6 38,2 0,30 37,6 39,0
R 38°44'15.02"K Orgup Mayis 3 7,9 0,07 7,7 8,0 12,2 0,18 11,8 12,6 41,2 0,47 40,0 42,3
34°55'59.84"D Haziran 2 7.8 0,12 7.4 7,9 12,2 0,18 11,8 12,6 66,5 2,87 60,3 73,0
Temmuz 3 7.7 0,16 7.4 8,0 12,4 0,27 11,6 12,9 63,8 2,25 57,6 68,2
Agustos 5 7,7 0,05 7.6 7.8 12,8 0,18 12,2 13,0 53,7 2,00 48,9 58,3
Eylal 2 7,7 0,09 7,5 7.9 11,9 0,38 11,0 12,6 69,5 1,79 64,3 72,3
Ekim 1 7.7 0,11 7.4 7.9 11,3 0,28 10,6 11,8 77,5 1,63 74,5 81,4
Kasim [¢] 7.8 0,09 7.6 8,0 10,4 0,34 9,5 10,9 80,1 1,82 75,3 83,2
Aralik 0] 7.9 0,05 7.8 8,0 6,4 0,13 6,0 6,6 70,0 1,02 68,0 72,3
Ocak o 7.7 0,05 7.6 7.8 6,6 0,12 6,3 6,8 78,6 0,92 76,3 80,1
Subat 1 7,8 0,06 7,7 8,0 6,8 0,14 6,5 7,1 74,0 0,83 72,5 76,3
Mart 3 7,8 0,11 7,5 8,0 6,9 0,15 6,5 7.2 47,8 1,55 43,8 51,0
Nisan 3 7.9 0,05 7.8 8,0 8,1 0,17 7.9 8,6 31,4 0,64 29,9 33,0
s 38°44'39.24"K Orgiip Mayis 4 7.8 0,06 7.6 7.9 12,6 0,16 12,1 12,8 52,4 0,21 52,0 52,9
34°56’23.15”D Haziran 2 7,9 0,10 7.6 8,0 12,3 0,26 11,7 12,8 69,5 4,26 60,3 77,8
Temmuz 2 7,8 0,14 7,4 8,0 12,4 0,21 12,0 12,9 65,0 1,64 62,3 69,8
Agustos 2 7.6 0,09 7.4 7.8 12,8 0,09 12,6 13,0 55,5 2,34 51,2 61,4
Eylal 1 7.7 0,05 7.6 7.8 11,9 0,32 11,0 12,4 71,3 2,28 66,1 77,0
Ekim [e] 7,8 0,07 7,7 8,0 11,3 0,22 10,9 11,8 77,1 1,79 73,1 80,2
Kasim [¢] 7.9 0,09 7.6 8,0 10,5 0,27 9.8 10,9 79,1 3,48 69,7 86,4
Aralik ] 7,9 0,12 7.5 8,0 6,4 0,13 6,0 6,6 76,2 1,34 72,3 78,1
Ocak o 7,8 0,08 7,6 8,0 6,6 0,06 6,5 6,8 83,0 1,63 79,0 87,0
Subat o 7.8 0,09 7.6 8,0 6,8 0,12 6.5 7,0 79,3 0,18 79,0 79,8
Mart 1 7.8 0,08 7,7 8,0 7.3 0,26 6,8 8,0 46,4 2,01 43,0 52,0
Nisan 3 7,9 0,06 7,8 8,0 8,4 0,13 8,0 8,6 37,2 0,69 36,2 39,1
T 38°44'15.74”K Orgiip Mayis 4 7,9 0,09 7,7 8,1 12,5 0,33 11,5 13,0 49,6 1,65 46,0 53,9
34°56'22.41"D Haziran 3 7.8 0,05 7.7 7.9 12,2 0,12 12,0 12,5 66,4 3,14 60,3 75,1
Temmuz 3 7.8 0,10 7.5 7.9 12,4 0,20 12,0 12,9 59,7 5,99 42,4 70,1
Agustos 3 7,8 0,09 7,6 8,0 12,8 0,11 12,5 13,0 50,1 5,25 34,8 58,3
Eylul 1 7.8 0,07 7.7 8,0 11,9 0,37 11,0 12,6 69,5 1,08 67,5 72,3
Ekim 1 7,9 0,09 7,7 8,0 11,3 0,18 11,0 11,8 74,1 2,32 69,7 80,2
Kasim [e] 7,9 0,09 7,6 8,0 10,4 0,28 9,9 10,9 80,1 2,09 74,0 83,2
Aralik o 7.9 0,05 7.8 8,0 6,3 0,08 6,2 6,5 80,7 0,55 79,6 82,0
Ocak [e] 7.9 0,08 7.7 8,0 6,6 0,09 6,3 6,7 77,9 0,59 76,3 79,1
Subat [e] 7,8 0,08 7,6 8,0 6,7 0,03 6,6 6,7 76,5 0,57 75,1 77,8
Mart 2 8,0 0,13 7,7 8,3 7.2 0,14 6.8 7.4 32,5 0,50 31,2 33,5
Nisan 2 7,9 0,06 7,7 8,0 8,4 0,07 8,3 8,6 32,2 0,35 31,4 33,1
U 38°44'32.87"K Orgap Mayis 3 7,9 0,06 7,7 8,0 12,9 0,12 12,5 13,0 41,1 1,80 37,8 46,0
34°56'57.48"D Haziran 2 7.8 0,10 7.6 8,0 12,2 0,20 12,0 12,8 69,0 4,31 57,4 77,8
Temmuz 2 7.7 0,13 7.4 8,0 12,4 0,27 11,6 12,9 67,5 3,86 62,3 79,0
Agustos 4 7.7 0,09 7.6 8,0 12,9 0,05 12,8 13,0 54,1 1,75 50,0 57.1
Eylal 1 7,8 0,13 7,6 8,2 12,1 0,36 11,0 12,6 69,6 1,28 66,1 72,3
Ekim 1 7.8 0,13 7.4 8,0 11,5 0,22 11,0 12,0 77,3 2,22 71,0 81,4
Kasim [¢] 7.8 0,10 7.5 7.9 10,6 0,21 10,0 10,9 78,9 2,62 71,3 83,2
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Tablo 4.2. 2013 yilhinda toplanan simuliid larvalarinin drnekleme istasyonu, koordinat verileri, bagh oldugu merkez ve aylara gére dagilimlari
ile birlikte dl¢ulen pH, su sicakligi ve nem degerleri

anekleme Koordinat Bagli Oldugu Ay Toplanan pH Su Sicakhg Nem
Istasyonu Merkez larva sayisi Ort Std. Hata Min Max Ort Std. Hata Min Max Ort Std. Hata Min Max
Aralik o 7,9 0,05 7,8 8,0 6,3 0,11 6,0 6,5 71,0 3,51 63,3 80,0
Ocak o 7,7 0,05 7,6 7,8 6,5 0,07 6,3 6,6 68,1 2,26 63,8 74,3
Subat 1 7,8 0,06 7,7 8,0 6,6 0,05 6,5 6,7 58,9 3,07 55,1 68,0
Mart 2 7,8 0,08 7,7 8,0 7,1 0,11 6,8 7,3 68,8 1,87 66,0 74,3
Nisan 3 7,9 0,06 7,8 8,0 8,3 0,13 83,0 83,6 58,2 2,53 52,0 63,3
A 38°43'58.78"K Urgtip Mayis 3 7,9 0,09 7,7 8,1 11,7 0,28 11,0 12,3 82,8 1,46 79,3 86,4
34°55'45.91”D Haziran 3 7.6 0,08 7.5 7.8 12,0 0,07 11,8 12,1 67,3 1,99 63,3 72,3
Temmuz 5 7.6 0,06 7.4 7.7 12,0 0,02 12,0 12,1 69,1 2,17 63,8 74,3
Agustos 5 7,7 0,06 7,5 7.8 12,3 0,10 12,0 12,5 62,3 3,51 55,5 68,6
Eylal 2 7,9 0,08 7.7 8,0 11,3 0,10 11,0 11,5 68,1 0,88 66,0 70,0
Ekim 1 7.8 0,11 7.5 8,0 10,9 0,05 10,8 11,0 62,5 2,63 56,3 69,0
Kasim o 7,9 0,06 7,7 8,0 10,5 0,08 10,3 10,7 76,9 3,01 69,0 83,2
Aralik 1 7,9 0,09 7,7 8,1 6,3 0,11 6,1 6,6 64,4 4,62 51,3 72,3
Ocak 1 7,9 0,08 7,7 8,0 6,5 0,06 6,3 6,6 56,4 3,89 48,5 63,8
Subat o 8,0 0,06 7,8 8,1 6,7 0,11 6,5 7,0 62,2 4,32 52,3 72,0
Mart 2 7,9 0,06 7,7 8,0 7,3 0,26 6,8 8,0 62,1 2,39 55,9 67,5
Nisan 2 8,0 0,06 7,8 8,1 8,4 0,13 8,0 8,6 43,1 3,21 38,0 52,4
B 38°45’25.17"K Giilsehir Mayis 3 7,9 0,06 7,7 8,0 11,8 0,24 11,3 12,3 51,8 3,12 45,0 60,0
34°36'55.32"D Haziran 4 7,9 0,06 7,7 8,0 12,1 0,04 12,0 12,2 65,7 2,30 62,0 72,3
Temmuz 4 7,7 0,13 7.4 8,0 12,1 0,06 12,0 12,3 68,3 1,59 63,8 71,0
Agustos 3 8,0 0,06 7.8 8,1 12,4 0,10 12,1 12,5 59,3 5,64 45,0 68,6
Eylul 3 7.9 0,06 7,7 8,0 11,2 0,04 11,1 11,3 64,6 4,24 52,0 70,0
Ekim 1 7,8 0,12 7.5 8,0 10,9 0,03 10,8 10,9 70,1 5,11 56,3 80,0
Kasim 1 7.7 0,06 7.6 7.9 10,6 0,05 10,5 10,7 77,9 2,19 73,0 83,2
Aralik o 7,9 0,06 7,7 8,0 6,3 0,17 5,9 6,7 67,6 2,46 60,3 71,0
Ocak o 7,8 0,07 7,7 8,0 6,4 0,07 6,3 6,6 63,9 4,77 51,0 72,0
Subat 1 7,9 0,06 7,8 8,0 6,7 0,09 6,5 6,9 57,7 2,73 52,3 65,0
Mart 2 7,8 0,08 7,6 7,9 7,2 0,15 6,8 7,4 57,6 6,26 42,0 68,0
Nisan 3 7,8 0,02 7,7 7,8 8,3 0,15 8,0 8,7 67,3 5,27 56,0 80,0
c 38°46'33.74”"K Gilsehir Mayis 2 7,8 0,09 7,6 8,0 11,8 0,24 11,3 12,3 61,1 7,22 49,0 79,3
34°34'12.75”D Haziran a4 7.7 0,03 7.6 7.7 12,2 0,09 12,0 12,4 64,7 2,95 58,0 72,3
Temmuz 2 7,7 0,06 7.6 7.9 12,2 0,14 12,0 12,6 69,6 1,76 66,0 74,3
Agustos a4 7,9 0,08 7.7 8,0 12,4 0,17 12,0 12,8 62,6 3,28 56,9 68,6
Eylul 1 7.8 0,11 7,5 8,0 11,2 0,12 11,0 11,5 68,7 1,30 66,0 72,1
Ekim 1 7.8 0,13 7.4 8,0 10,9 0,03 10,8 10,9 62,2 2,83 55,3 69,0
Kasim 1 7,9 0,10 7.6 8,1 10,5 0,05 10,3 10,5 76,8 3,02 69,0 83,2
Aralik o 7,8 0,10 7,6 8,0 6,3 0,11 6,0 6,5 66,0 4,78 55,0 78,0
Ocak 1 7,9 0,09 7,7 8,0 6,5 0,04 6,4 6,6 62,6 5,98 45,8 72,2
Subat o 7,8 0,10 7,6 8,1 6,6 0,08 6,4 6,7 53,1 3,00 45,0 58,3
Mart 2 7,9 0,08 7,7 8,0 7,2 0,16 6,8 7,5 66,9 2,60 60,0 72,3
Nisan 4 7,9 0,10 7,6 8,0 8,3 0,13 8,0 8,6 64,6 5,58 50,0 75,1
D 38°45’15.54"K Gulsehir Mayis 3 7,8 0,10 7,6 8,0 11,8 0,17 11,5 12,3 70,4 3,92 63,0 77,2
34°37'24.33”"D Haziran 4 7,9 0,06 7.7 8,0 12,2 0,05 12,1 12,3 67,5 1,85 64,2 72,3
Temmuz 5 7.7 0,05 7.5 7.7 12,2 0,12 12,0 12,5 69,4 1,94 65,0 74,3
Agustos 5 7.8 0,10 7.6 8,1 12,5 0,18 12,2 13,0 62,9 3,14 56,9 68,6
Eylul 2 7,8 0,14 7.4 8,1 11,3 0,11 11,0 11,5 68,6 1,28 66,0 72,0
Ekim 2 7.7 0,11 7.5 8,0 10,9 0,05 10,8 11,0 63,0 3,06 56,3 71,0
Kasim 1 7.9 0,12 7.6 8,1 10,6 0,08 10,5 10,8 76,4 2,67 69,0 81,1
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Tablo 4.2. 2013 yilhinda toplanan simuliid larvalarinin drnekleme istasyonu, koordinat verileri, bagh oldugu merkez ve aylara gére dagilimlari
ile birlikte délgtlen pH, su sicakli§i ve nem degerleri (Devami)

Ornekleme i Bagli Oldugu Toplanan pH Su Sicakhg Nem
. Koordinat Ay K R .
Istasyonu Merkez larva sayisi Ort Std. Hata Min Max Ort Std. Hata Min Max Ort Std. Hata Min Max
Aralik 0 7,9 0,15 7,5 8,2 6,3 0,11 6,0 6,5 71,9 4,19 60,3 80,0
Ocak 1 7,9 0,09 7,7 8,1 6,5 0,07 6,3 6,6 67,7 5,37 57,8 82,0
Subat 1 7,8 0,03 7,7 7,8 6,6 0,05 6,5 6,7 63,6 5,42 52,3 77,0
Mart 3 7,8 0,11 7,5 8,0 7,1 0,11 6,8 7,3 71,2 1,61 67,5 75,0
Nisan 3 7,9 0,13 7,5 8,1 8,3 0,13 8,0 8,6 72,7 4,22 62,0 80,0
. 38°45'11.00"K Galsehir Mayis 4 8,0 0,13 7,7 8,3 11,7 0,28 11,0 12,3 59,9 12,65 32,0 83,2
34°3923.21"D Haziran 3 7,7 0,12 7,5 8,0 12,0 0,07 11,8 12,1 68,2 2,34 63,3 72,3
Temmuz 5 7.6 0,13 7.4 8,0 12,0 0,02 12,0 12,1 69,9 2,43 63,8 74,3
Aéustos 3 7.7 0,07 75 7.8 12,4 0,19 12,0 12,9 62,9 3,14 56,9 68,6
Eylul 1 7.8 0,09 7,6 8,0 11,4 0,22 11,0 12,0 68,5 1,13 66,0 71,3
Ekim 1 7,7 0,11 75 8,0 10,8 0,08 10,6 11,0 63,1 2,15 59,0 69,0
Kasim 1 7.9 0,04 7.8 8,0 10,6 0,11 10,3 10,8 76,0 2,46 69,0 79,6
Aralik 0 8,0 0,06 7,9 8,2 6,2 0,13 6,0 6,5 74,3 5,83 57,7 85,0
Ocak 0 7,9 0,15 7,6 8,3 6,5 0,09 6,3 6,7 70,3 4,36 61,0 82,0
Subat 0 7,9 0,11 7,7 8,2 6,6 0,07 6,4 6,7 67,1 5,69 52,3 77,0
Mart 3 7,9 0,09 7,7 8,1 7,0 0,09 6,8 7,2 64,2 2,93 57,0 69,9
Nisan 3 8,0 0,10 7,7 8,2 8,4 0,23 8,0 9,0 62,0 7,94 45,0 76,0
F 38°45'26.66"K Gills ehir Mayis 3 8,0 0,13 7,7 8,3 11,7 0,30 11,0 12,3 57,4 11,85 38,0 86,4
34°41'06.88"D Haziran 4 7,8 0,05 7,7 7,9 12,1 0,06 12,0 12,3 66,5 1,98 63,3 72,3
Temmuz 2 7,7 0,09 7,4 7,8 12,2 0,12 12,0 12,5 69,0 2,17 63,8 74,3
Agustos 3 8,0 0,06 7.8 8,1 12,4 017 12,0 12,8 62,3 3,51 55,5 68,6
Eylul 1 7.7 0,12 7.4 7.9 11,3 0,12 11,0 11,5 68,1 0,88 66,0 70,0
Ekim 1 7.8 0,12 75 8,0 10,8 0,06 10,6 10,9 62,5 2,63 56,3 69,0
Kasim 1 7.7 0,06 7,6 79 10,5 0,13 10,1 10,7 76,9 3,01 69,0 83,2
Aralik 0 7,9 0,13 7,6 8,2 6,3 0,19 5,8 6,7 69,9 5,43 58,0 82,0
Ocak 1 7,9 0,13 7,7 8,2 6,5 0,04 6,4 6,6 71,4 3,17 62,3 76,0
Subat 1 7,9 0,10 7,6 8,0 6,6 0,09 6,3 6,7 59,7 5,62 52,2 76,0
Mart 2 8,0 0,17 7,5 8,2 7,1 0,13 6,8 7,4 67,7 6,53 50,0 81,0
Nisan 2 8,0 0,09 7,8 8,2 8,3 0,18 8,0 8,8 72,8 7,04 53,0 86,2
G 38°45'17.99"K Giilsehir Mayis 2 8,0 0,09 7,7 8,1 11,6 0,21 11,0 11,9 66,1 6,42 49,0 79,3
34°41'43.86"D Haziran 3 7.9 0,15 7,6 8,2 12,0 0,07 11,8 12,1 67,3 1,99 63,3 72,3
Temmuz 5 7.8 0,09 7,6 8,0 12,1 0,05 12,0 12,2 69,1 2,17 63,8 74,3
Agustos 2 7.9 0,08 7.7 8,0 12,2 0,11 12,0 12,5 62,3 3,51 55,5 68,6
Eylal 1 7.9 0,09 7,7 8,1 11,3 0,13 10,9 11,5 68,1 0,88 66,0 70,0
Ekim 1 7.7 0,13 7.4 8,0 10,9 0,06 10,7 11,0 62,5 2,63 56,3 69,0
Kasim 1 7.9 0,03 7.8 79 10,5 0,06 10,4 10,7 76,9 3,01 69,0 83,2
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Tablo 4.2. 2013 yilinda toplanan simuliid larvalarinin érnekleme istasyonu, koordinat verileri, bagl oldugu merkez ve aylara gére dagilhimiari
ile birlikte dlgulen pH, su sicakligi ve nem degerleri (Devami)

anekleme Koordinat Baglh Oldugu Ay Toplanan pH Su Sicakhig Nem
Istasyonu Merkez larva sayisi Ort Std. Hata Min Max Ort Std. Hata Min Max ort Std. Hata Min Max
Aralik 1 7,8 0,07 7,7 3,0 6,3 0,11 6,0 6,5 69,2 5,96 51,6 77,8
Ocak o 7,7 0,08 7,5 7,8 6,5 0,07 6,3 6,6 73,2 3,42 64,5 80,0
Subat o 7,8 0,06 7,6 7,9 6,6 0,05 6,5 6,7 67,3 4,78 56,9 80,0
Mart 3 7,9 0,07 7,7 8,0 7,1 0,11 6,8 7,3 57,1 5,54 44,0 67,5
Nisan 4 7,8 0,07 7,7 8,0 8,3 0,13 8,0 8,6 66,6 7,62 44,9 79,0
| 38°48'42.70”K Giilsehir Mayis 5 7,9 0,05 7,7 7,9 11,7 0,28 11,0 12,3 57,3 4,96 46,0 66,0
34°25'37.77"D Haziran 4 7.8 0,14 7.4 8,0 12,0 0,07 11,8 12,1 67,3 1,99 63,3 72,3
Temmuz 4 7.8 0,06 7.7 8,0 12,0 0,02 12,0 12,1 69,1 2,17 63,8 74,3
Agustos 2 7,8 0,09 7.5 7.9 12,3 0,10 12,0 12,5 63,0 3,10 56,9 68,6
Eylul 2 7.8 0,08 7.7 8,0 11,3 0,10 11,0 11,5 69,1 0,59 67,5 70,0
Ekim 2 7.8 0,14 7.4 8,0 10,9 0,05 10,8 11,0 62,5 2,63 56,3 69,0
Kasim [¢] 7.9 0,02 7.9 8,0 10,5 0,08 10,3 10,7 76,9 3,01 69,0 83,2
Aralik o 7,8 0,04 7,7 7,9 6,3 0,11 6,0 6,5 73,6 4,10 63,3 83,1
Ocak [} 7,7 0,08 7,5 7,8 6,5 0,07 6,3 6,6 69,8 2,88 63,8 75,2
Subat 1 7,8 0,03 7,7 7,8 6,6 0,05 6,5 6,7 60,8 2,88 55,5 68,0
Mart 2 7,8 0,07 7.7 8,0 7,1 0,11 6,8 7.3 65,7 3,95 55,2 74,3
Nisan 2 7,9 0,05 7,8 8,0 8,3 0,13 8,0 8,6 55,1 3,77 45,8 61,2
J 38°45'04.96"”K Avanos Mayis 4 7,8 0,05 7,7 7,9 11,7 0,28 11,0 12,3 57,1 4,46 45,0 65,4
34°44'28.43"D Haziran 5 7.7 0,06 7.5 7,8 12,0 0,07 11,8 12,1 68,2 2,35 63,3 72,3
Temmuz 3 7,7 0,11 7.5 8,0 12,0 0,02 12,0 12,1 69,1 2,17 63,8 74,3
Agustos 3 7.8 0,06 7.7 8,0 12,3 0,06 12,2 12,5 62,3 3,51 55,5 68,6
Eylil 3 7.7 0,06 7.5 7.8 11,3 0,12 11,0 11,5 67,9 1,11 64,9 70,0
Ekim 1 7,8 0,06 7,6 7.9 10,9 0,05 10,8 11,0 62,5 2,63 56,3 69,0
Kasim 1 7.8 0,05 7.7 7.9 10,6 0,05 10,5 10,7 76,2 2,55 69,0 80,3
Aralik 1 7,8 0,04 7,7 7,9 6,3 0,11 6,0 6,5 72,6 3,05 65,0 79,9
Ocak 1 7,8 0,04 7,7 7,9 6,5 0,07 6,3 6,6 72,6 5,68 62,3 85,5
Subat [e] 7,9 0,07 7,8 8,1 6,5 0,12 6,3 6,7 68,9 1,24 66,0 72,0
Mart 3 7,9 0,07 7.7 8,0 7,2 0,15 6,8 7,5 58,4 5,89 41,1 67,5
Nisan 3 7,8 0,06 7,7 8,0 8,3 0,13 8,0 8,6 48,5 4,59 39,9 59,6
K 38°43'58.15”K Avanos Mayis 3 7,8 0,08 7,7 8,0 11,7 0,24 11,2 12,3 45,7 3,66 35,6 52,1
34°46'56.48"D Haziran 4 7.8 0,11 7.5 8,0 12,0 0,07 11,8 12,1 67,3 1,99 63,3 72,3
Temmuz 5 7,8 0,09 7,6 8,0 12,0 0,02 12,0 12,1 69,1 2,17 63,8 74,3
Agustos 2 8,0 0,06 7.8 8,1 12,3 0,10 12,0 12,5 61,1 2,95 55,5 68,0
Eylal 2 8,0 0,03 7,9 8,0 11,3 0,10 11,0 11,5 68,8 1,41 66,0 72,6
Ekim 1 7,9 0,05 7.8 8,0 10,9 0,05 10,8 11,0 62,5 2,63 56,3 69,0
Kasim 2 7.8 0,12 7.5 8,0 10,5 0,08 10,3 10,7 76,9 3,01 69,0 83,2
Aralik o 7,9 0,06 7.7 8,0 6,3 0,11 6,0 6,5 71,3 4,26 60,3 78,8
Ocak 1 7,7 0,05 7,6 7,8 6,6 0,05 6,5 6,7 68,6 6,34 51,0 81,2
Subat 1 7,8 0,06 7,7 8,0 6,8 0,03 6,7 6,8 60,8 3,46 52,3 67,7
Mart 2 7,9 0,09 7,7 8,0 7,2 0,16 6,8 7,5 56,2 5,59 42,0 67,5
Nisan 2 7,8 0,08 7,6 8,0 8,4 0,13 8,0 8,6 63,9 5,51 56,0 80,0
L 38°42'59.37"K Avanos Mayis 4 7,8 0,09 7,6 8,0 11,7 0,25 11,0 12,2 54,0 4,01 49,0 66,0
34°50'11.57”D Haziran 3 7,9 0,06 7.7 8,0 12,0 0,07 11,8 12,1 67,3 1,99 63,3 72,3
Temmuz 2 7,7 0,05 7.6 7,8 12,0 0,02 12,0 12,1 69,1 2,17 63,8 74,3
Agustos 2 7.8 0,06 7.7 8,0 12,3 0,10 12,0 12,5 62,3 3,51 55,5 68,6
Eylal 1 7,8 0,12 7,5 8,0 11,3 0,10 11,0 11,5 68,1 0,88 66,0 70,0
Ekim 1 7.9 0,06 7.8 8,0 10,9 0,05 10,8 11,0 62,5 2,63 56,3 69,0
Kasim 1 7.8 0,09 7.6 8,0 10,5 0,08 10,3 10,7 76,9 3,01 69,0 83,2
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Tablo 4.2. 2013 yilinda toplanan simuliid larvalarinin drnekleme istasyonu, koordinat verileri, bagh oldugu merkez ve aylara gére dagilimlari
ile birlikte dl¢ulen pH, su sicakligi ve nem degerleri (Devami)

anekleme Koordinat Bagli Oldugu Ay Toplanan pH Su Sicakhig Nem
Istasyonu Merkez larva sayisi Ort Std. Hata Min Max Oort Std. Hata Min Max Oort Std. Hata Min Max
Aralik o 7,8 0,09 7,6 8,0 6,2 0,14 5,9 6,5 74,0 3,08 65,0 78,0
Ocak o 7,7 0,04 7,6 7,8 6,4 0,10 6,2 6,6 69,9 2,72 62,3 75,0
Subat o 7,8 0,04 7,7 7,9 6,7 0,06 6,5 6,8 55,2 4,26 45,0 65,0
Mart 2 7,9 0,07 7,7 8,0 7,0 0,09 6,8 7,2 63,4 3,77 55,0 72,3
Nisan 3 7,9 0,05 7,8 8,0 8,2 0,18 7,8 8,6 58,6 5,38 50,0 72,3
M 38°43'55.67"K Avanos Mayis 5 7,8 0,08 7,7 8,0 11,6 0,20 11,0 11,9 60,8 6,58 45,3 77,1
34°53’48.96"D Haziran 3 8,0 0,05 7.8 8,0 12,0 0,07 11,8 12,1 67,3 1,99 63,3 72,3
Temmuz 4 7.8 0,09 7.6 8,0 12,0 0,02 12,0 12,1 69,1 2,17 63,8 74,3
Agustos 2 7.7 0,07 7.5 7.8 12,3 0,10 12,0 12,5 62,3 3,51 55,5 68,6
Eylul 2 7,8 0,09 7.6 8,0 11,3 0,10 11,0 11,5 68,1 0,88 66,0 70,0
Ekim 1 7.9 0,05 7.8 8,0 10,9 0,05 10,8 11,0 62,5 2,63 56,3 69,0
Kasim [¢] 7.7 0,10 7.4 7.9 10,5 0,08 10,3 10,7 76,7 3,21 68,1 83,2
Aralik o 7,9 0,05 7,8 8,0 6,3 0,09 6,1 6,5 76,8 1,89 72,3 80,0
Ocak 1 7,8 0,08 7,6 8,0 6,5 0,09 6,3 6,7 71,2 5,15 57,8 82,0
Subat 1 7,8 0,06 7,7 8,0 6,7 0,04 6,6 6,8 68,4 5,86 52,3 77,2
Mart 1 7,9 0,07 7,7 8,0 7,2 0,07 7,0 7,3 66,2 3,80 55,2 72,3
Nisan 3 7,8 0,08 7,6 8,0 8,4 0,15 8,0 8,7 66,1 5,89 52,3 80,0
N 38°45’10.83"”K Avanos Mayis 5 7,8 0,09 7,6 8,0 12,0 0,17 11,5 12,3 48,8 10,52 32,0 79,3
34°42'56.72"D Haziran 4 8,0 0,05 7.8 8,0 12,0 0,07 11,8 12,1 67,3 1,99 63,3 72,3
Temmuz 2 7,7 0,11 7.5 8,0 12,2 0,12 12,0 12,5 69,1 2,17 63,8 74,3
Agustos 3 7.8 0,10 7.5 8,0 12,3 0,10 12,0 12,5 62,3 3,51 55,5 68,6
Eylul 3 7.8 0,09 7.6 8,0 11,3 0,12 11,0 11,5 68,0 0,79 66,0 69,5
Ekim 1 7,8 0,13 7.4 8,0 10,9 0,06 10,8 11,0 62,5 2,63 56,3 69,0
Kasim 1 7.9 0,09 7.6 8,0 10,5 0,08 10,3 10,7 76,2 3,61 66,3 83,2
Aralik 1 7,9 0,05 7,8 8,0 6,4 0,15 6,0 6,7 79,0 2,04 76,3 85,0
Ocak o 7,7 0,05 7,6 7,8 6,6 0,06 6,5 6,8 72,2 4,46 61,0 82,0
Subat o 7,8 0,06 7,7 8,0 6,6 0,09 6,5 6,9 63,4 4,65 52,3 75,0
Mart [¢] 7,8 0,08 7,7 8,0 6,9 0,09 6,8 7,2 62,1 2,24 57,0 67,9
Nisan 3 7,9 0,06 7,8 8,0 8,1 0,17 7,9 8,6 58,3 6,66 45,0 76,0
o 38°43'55.79”K Avanos Mayis 6 7,9 0,09 7,7 8,1 11,7 0,25 11,2 12,3 47,7 6,84 38,0 67,0
34°54’39.01”D Haziran 4 7.9 0,06 7.7 8,0 12,2 0,09 12,0 12,4 67,3 1,99 63,3 72,3
Temmuz 5 7.8 0,09 7.6 8,0 12,2 0,14 12,0 12,6 69,8 2,19 63,8 74,3
Agustos 3 7,7 0,13 7.4 8,0 12,4 0,17 12,0 12,8 62,3 3,51 55,5 68,6
Eylul 2 7,9 0,09 7.7 8,0 11,3 0,10 11,0 11,5 68,1 0,88 66,0 70,0
Ekim 2 7.8 0,06 7.7 8,0 10,9 0,05 10,8 11,0 62,5 2,63 56,3 69,0
Kasim 1 7.9 0,06 7.7 8,0 10,4 0,08 10,2 10,5 76,9 3,01 69,0 83,2
Aralik o 8,0 0,06 7,9 8,2 6,1 0,22 57 6,5 73,1 5,23 58,0 82,0
Ocak 1 7,7 0,05 7,6 7,8 6,4 0,11 6,1 6,6 74,4 0,89 72,0 76,0
Subat 1 7,8 0,06 7,7 8,0 6,7 0,02 6,7 6,8 62,9 5,10 52,2 76,0
Mart 2 7,9 0,12 7,7 8,2 7,2 0,13 6,8 7,4 63,0 4,80 50,0 72,3
Nisan 2 7,9 0,06 7,8 8,0 8,3 0,18 8,0 8,8 64,0 5,34 53,0 77,0
P 38°43'58.52"K Orgiip Mayis a 7,9 0,09 7,7 8,1 12,0 0,11 11,8 12,3 62,1 4,69 49,0 71,2
34°55’10.66"”D Haziran 3 8,0 0,03 7.9 8,0 12,2 0,05 12,1 12,3 67,3 1,99 63,3 72,3
Temmuz 4 7,8 0,08 7.6 8,0 12,2 0,12 12,0 12,5 69,1 2,17 63,8 74,3
Agustos 6 7.9 0,08 7.7 8,0 12,5 0,18 12,2 13,0 61,4 4,10 52,1 68,6
Eylal 1 7.9 0,12 7.7 8,2 11,3 0,11 11,0 11,5 67,7 0,84 66,0 70,0
Ekim 1 7,8 0,06 7,7 8,0 10,9 0,05 10,8 11,0 62,5 2,63 56,3 69,0
Kasim o 7.8 0,08 7.7 8,0 10,6 0,08 10,5 10,8 76,9 3,01 69,0 83,2
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Tablo 4.2. 2013 yilhinda toplanan simuliid larvalarinin drnekleme istasyonu, koordinat verileri, bagh oldugu merkez ve aylara gére dagilimlari
ile birlikte dl¢ulen pH, su sicakligi ve nem degerleri (Devami)

anekleme Koordinat Bagh Oldugu Ay Toplanan pH Su Sicakhigi Nem
Istasyonu Merkez larva sayisi Oort Std. Hata Min Max Oort Std. Hata Min Max Oort Std. Hata Min Max
Aralik [¢) 7,9 0,05 7,8 8,0 6,1 0,13 5,8 6,4 73,6 2,72 67,0 80,0
Ocak o 7,8 0,08 7,6 8,0 6,5 0,11 6,3 6,8 70,6 1,04 68,2 73,2
Subat 1 7,9 0,05 7,8 8,0 6,7 0,13 6,4 7,0 60,5 3,51 54,0 68,0
Mart 2 7,8 0,08 7,7 8,0 7,1 0,11 6,8 7,3 69,2 1,33 66,0 72,3
Nisan 3 7,9 0,06 7,8 8,0 8,3 0,13 8,0 8,6 65,7 7,32 52,0 83,3
R 38°44'15.02”K Orgiip Mayis 5 7,9 0,09 7,7 8,1 11,7 0,28 11,0 12,3 55,2 6,25 37,7 66,0
34°55’59.84”"D Haziran 4 7,8 0,13 7.4 8,0 12,2 0,09 12,0 12,4 67,3 1,99 63,3 72,3
Temmuz 3 7,8 0,10 7.6 8,0 12,2 0,14 12,0 12,6 69,1 2,17 63,8 74,3
Agustos 2 7.9 0,06 7.8 8,0 12,4 0,17 12,0 12,8 62,9 3,23 55,5 68,6
Eylul 2 7.9 0,07 7.7 8,0 11,3 0,10 11,0 11,5 68,1 0,88 66,0 70,0
Ekim 1 7,8 0,13 7.4 8,0 10,8 0,06 10,6 10,9 62,9 2,72 56,3 69,0
Kasim 1 7,8 0,11 7.5 8,0 10,5 0,05 10,3 10,5 76,9 3,01 69,0 83,2
Aralik o 7,9 0,05 7,8 8,0 6,4 0,13 6,0 6,6 76,1 3,71 68,5 85,6
Ocak 1 7,7 0,05 7,6 7,8 6,6 0,12 6,3 6,8 72,7 3,35 63,8 78,6
Subat 1 7,8 0,06 7,7 8,0 6,8 0,14 6,5 7,1 64,8 6,37 49,1 80,0
Mart 2 7,8 0,11 7,5 8,0 6,9 0,15 6,5 7,2 63,7 5,78 52,0 78,1
Nisan 3 7,9 0,06 7,8 8,0 8,1 0,17 7,9 8,6 62,2 7,42 45,0 79,0
s 38°44'39.24"K Urgiip Mayis 4 7,8 0,09 7,6 8,0 11,7 0,25 11,0 12,1 50,3 6,07 37,1 66,0
34°56'23.15"D Haziran 4 7.9 0,12 7.5 8,0 12,2 0,05 12,1 12,3 67,3 1,99 63,3 72,3
Temmuz 2 7.8 0,09 7.6 8,0 12,2 0,12 12,0 12,5 69,8 2,20 63,8 74,3
Agustos 2 7.9 0,06 7.7 8,0 12,4 0,11 12,2 12,7 62,3 3,51 55,5 68,6
Eylul 2 7,8 0,15 7.5 8,2 11,3 0,11 11,0 11,5 68,1 0,88 66,0 70,0
Ekim 1 7.9 0,06 7.8 8,0 11,0 0,11 10,8 11,3 62,5 2,63 56,3 69,0
Kasim 1 7.9 0,07 7.7 8,0 10,7 0,12 10,5 11,0 76,9 3,01 69,0 83,2
Aralik o 7,9 0,12 7,5 8,0 6,4 0,13 6,0 6,6 76,2 1,34 72,3 78,1
Ocak o 7,9 0,13 7,6 8,2 6,6 0,06 6,5 6,8 72,0 2,98 63,8 77,0
Subat ¢} 7,8 0,09 7,6 8,0 6,8 0,12 6,5 7,0 61,3 5,16 49,1 72,1
Mart 1 7,8 0,08 7,7 8,0 7,2 0,16 6,8 7,5 56,3 5,21 44,0 67,5
Nisan 2 7,9 0,06 7,8 8,0 8,4 0,13 8,0 8,6 60,1 7,37 45,0 79,0
T 38°44'15.74”K Orgap Mayis 5 7,9 0,09 7,7 8,1 11,8 0,18 11,5 12,3 54,6 4,57 46,0 66,0
34°56'22.41”"D Haziran 4 8,0 0,02 7.9 8,0 12,0 0,07 11,8 12,1 67,9 2,21 63,3 72,3
Temmuz 2 8,0 0,10 7.8 8,2 12,0 0,02 12,0 12,1 68,6 2,29 63,8 74,3
Agustos 4 7,7 0,15 7.3 8,0 12,3 0,17 12,0 12,8 63,2 2,99 56,9 68,6
Eylul 2 7.7 0,13 7.3 7.9 11,3 0,10 11,0 11,5 68,1 0,88 66,0 70,0
Ekim 2 7.9 0,06 7.8 8,0 10,9 0,05 10,8 11,0 62,5 2,63 56,3 69,0
Kasim o 7,8 0,11 7.6 8,1 10,5 0,08 10,3 10,7 76,9 3,01 69,0 83,2
Aralik o 7,9 0,05 7,8 8,0 6,3 0,08 6,2 6,5 71,9 6,83 51,6 81,1
Ocak [} 7,9 0,08 7,7 8,0 6,6 0,09 6,3 6,7 72,4 2,76 64,5 77,0
Subat 1 7,8 0,06 7,7 8,0 6,7 0,03 6,6 6,7 62,3 5,90 49,1 76,1
Mart 2 8,0 0,13 7,7 8,3 7,2 0,14 6,8 7,4 64,9 5,45 52,0 78,1
Nisan 3 7,8 0,04 7,7 7,9 8,4 0,07 8,3 8,6 65,7 7,62 45,0 79,0
U 38°44'32.87"K Urgiip Mayis 4 7,9 0,06 7,7 8,0 11,8 0,19 11,5 12,3 57,9 5,31 46,0 67,7
34°56'57.48"D Haziran 3 7.8 0,13 7.4 8,0 12,1 0,04 12,0 12,2 67,3 1,99 63,3 72,3
Temmuz 2 7.8 0,10 7.5 8,0 12,1 0,06 12,0 12,3 69,1 2,17 63,8 74,3
Agustos 3 7.8 0,02 7.7 7.8 12,4 0,10 12,1 12,5 62,3 3,51 55,5 68,6
Eylul 2 7,9 0,07 7.7 8,0 11,3 0,09 11,2 11,6 68,1 0,88 66,0 70,0
Ekim 1 7,9 0,05 7.8 8,0 10,9 0,04 10,8 11,0 62,5 2,63 56,3 69,0
Kasim 1 8,0 0,03 7.9 8,0 10,6 0,08 10,5 10,8 76,9 3,01 69,0 83,2
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Sekil 4.2. 2013 yilinda toplanan larva sayilarinin aylara gére dagilimi
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Tablo 4.3. 2012 yili i¢in aylik olarak él¢llen pH, su sicakligl ve nisbi nem degerleri ile
larva sayilari arasindaki istatistiksel iliski (Independent-Samples T Test)

Independent Samples Test

Levene's Test for
Equality of Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Mean Std. Error Difference
F Sig. t df Sig. (2-tailed) | Difference | Difference | Lower Upper

pH Equal variances

assumed -,405 63 687 -,03594 08864 | -21306 | 14119

Equal variances

not assumed -,03594
susicakligi  Equal variances

assumed -2,833 63 ,006 -4,70312 1,66013 | -8,02064 | -1,38561

Equal variances

not assumed -4,70312
nem Equal variances

assumed 511 63 ,611 4,15781 8,14363 | -12,11592 | 20,43155

Equal variances

not assumed 4,15781

Tablo 4.4. 2013 yili icin aylik olarak élglilen pH, su sicakligl ve nisbi nem degerleri ile
larva sayilari arasindaki istatistiksel iligki (Independent-Samples T Test)

Independent Samples Test

Levene's Test for
Equality of Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Mean Std. Error Difference
F Sig. t df Sig. (2-tailed) | Difference | Difference Lower Upper
pH Equal variances
assumed 5,859 ,020 -799 42 429 -,05238 ,06557 -,18471 ,07995
Equal variances
not assumed -3,702 41,000 ,001 -,05238 ,01415 -,08096 -,02381
susicakligl - Equal variances 637 420 | 4874 ) 000 | 507143 | 104061 | -7,17146 | -2,97140
assumed
Equal variances
not assumed -11,061 1,722 ,013 -5,07143 45851 | -7,38262 | -2,76023
nem Equal variances
assumed 179 ,382 3,610 42 ,001 | 15,66190 4,33813 | 6,90721 | 24,41660
Equal variances
not assumed 2,267 1,035 258 | 15,66190 6,90972 | -65,36227 | 96,68608

4.2. Morfolojik ve Kromozomal identifikasyon Sonuglari

4.2.1. Morfolojik analiz

Arastirma odaklarinda toplanan larva &rneklerinin  morfolojik ve kromozomal
identifikasyon sonuglari Tablo 4.5’de verilmistir. Larvalarin morfolojik incelemesinde;
labral fanlarin varhgi (Sekil 4.3), vicutta tuberkallerin bulunmamasi (Sekil 4.3), cephalic
apotome’nin posterior béliminde genislemesi ve ecdysial ¢izginin belirgin ¢ikinti
gbstermemesi (Sekil 4.4), ventral papilin yoklugu (Sekil 4.5), hypostoma’da santral ve
lateral dislerin iyi gelismis olmasi (Sekil 4.6), posterior ¢gengel halkasinin ventralde

dorsaldeki bolimine oranla daha genis olmasi ve bir sirada 25’ten fazla g¢engelin
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bulunmasi (Sekil 4.7) gibi morfolojik kriterlerle incelenen larvalarin S. Wilhelmia alt
soyunda olduklari belirlenmigtir. S. Wilhelmia alt soyundaki turlerin ayriminda diger
birgok Simulium tirinde oldugu gibi solungag histoblastinin morfolojik 6zellikleri en
dnemli kriterdir. incelenen larvalarda solungag histoblastinin median filamentlerinin
lateraldekilere oranla daha dar olmasi ile (Sekil 4.8) 6rneklerin tur teshisi S. Wilhelmia
lineatum veya S. Wilhelmia balcanicum’a indirgenmigtir. Bu iki tarin ayriminda ise
solungag histoblastinin mediandaki iki flamentinin tabanda birlesip ¢atallanmasi ile S.
Wilhelmia balcanicum (Sekil 4.9), solungag histoblastinin tim filamentlerinin birbirinden

ayri olmasi ile de S. Wilhelmia lineatum (Sekil 4.10) teshisleri konulmustur.

Tablo 4.5. Arastirma odaklarinda toplanan larva érneklerinin morfolojik ve kromozomal
identifikasyon sonuglari

Giilsehir Avanos Urgiip Toplam

Tir

MA KA MA KA MA KA MA KA
S. Wilhelmia spp.* 208 - 151 - 101 - 460 -
S. Wilhelmia
lineatum 150 178 94 130 85 111 329 419
S. Wilhelmia
balcanicum 64 91 57 83 69 79 190 253
Toplam 422 256 302 206 255 184 979 672

MA: Morfolojik analiz; KA Kromozomal analiz

* Erken doénem larvalar. Gill hystoblast gelisimi tamamlanmamis. Teghis soy alti
duzeyinde yapilmistir. Bu gruptan 212 adet larva kromozomal analizlerle tur teshisi
yapilmistir.
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Sekil 4.3. Simulium larvasi (Orijinal)

1900 am

Sekil 4.4. Cephalic apotome’nin posterior boliminde genisleme ve ecdysial ¢izgi
(Orijinal)
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Sekil 4.5. Ventral papil yoklugu (Orijinal)

Sekil 4.6. Hypostomdaki digler (Orijinal)
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Sekil 4.7. Posterior gengel halkasi (Orijinal)

Sekil 4.8. Solungac histoblasti (Orijinal)
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Sekil 4.9. Solungag histoblasti filamentleri (S. Wilhelmia balcanicum) (Orijinal)

Sekil 4.10. Solungag histoblasti filamentleri (S. Wilhelmia lineatum) (Orijinal)
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4.2.2. Kromozom analizi

Prof. Dr. Peter Adler tarafindan yapilan kromozomal analizlerde S. lineatum’un larva
basina heterozigot inversion ve polimorfizm oranin %0.25’den daha az oldudu ve
incelenen larva érneklerinin 13 inversion goésterdigi saptanmistir. Ayrica 1 disi ve 2
erkek S. lineatum larvasinda c¢ekirdegin yaklasik %40’inda chromocenterda B
kromozomlari bulunmustur.

Simulium balcanicum larva 6rneklerinde ise polimorfizm ve heterozigot inversionlarin
daha duslk oldugu ve sadece iki inversionun géruldiga belirlenmistir. S. balcanicum
ve S. lineatum’da butin nukleuslarda chromocenterin var olmasi bu iki tiriin ayni soy
altindaki S. equinum ve S. pseudequinum’dan ayriminda belirgin bir marker oldugu
saptanmistir.

S. balcanicum’un S. lineatum’dan kromozomal olarak iki sabit (1S-4 ve IL-11), iki sabite
yakin (sikhik > 0.92) inversionlar(lllL-9 and 1lIL-10) ve yaklasik 100 unique
polymorphismle ayirt edilebildigi ortaya konmustur.

S. balcanicum’da polimorfizm disik belirlenmis ve farkh  cytoformlarina
rastlaniimamistir. S. lineatum’da kromozomal polimorfizm yiksek saptanmis ve iki ayri
cytoformunun (A ve B) oldugu belirlenmistir. Cytoform A’ya daha cok ingiltere ve
Almanya izolatlarinda rastlanirken, Cytoform B ise daha ¢ok Turkiye izolatlarinda
bulunmustur. Cytoform A’nin cytoform B’den daha yliksek polimorfizm géstermesi ve
Ozelliklede kromozomlarin yarisindan fazlasinda 1S-4, IL-10, IL-11, 1IL-9, ve IIIL-5

inverziyonlarin gorilmesiyel ayrildigi belirlenmigtir.

4.3. Simuliid larvalarinin mitokondrial cytochrome oxidase | (mt-COI) ve niikleer
internal transcript spacer 2 (ITS-2/28S) gen boélgelerinin sekans analizi ve
molekiiler Karakterizasyonu

4.3.1. Mt-COI gen bodlgesi sekanslari ve filogenetik analizi

Molekuler analizlere tabii tutulan larva oOrneklerinden elde edilen genomik DNA
ekstraktlarinin spesifik primerler ile parsiyel amplifikasyonlari sonucu agaroz jel
uzerinde mt-COlI gen boélgesi icin yaklagik 658 bp (Sekil 4.11), blyuklikte DNA bantlari
olustugu belirlenmigtir. Uygun konsantrasyondaki larva orneklerine ait amplikonlar jel
purifiye edilmis ve sekanslanmistir. Ayrica bazi larva ornekleri full dizilimlerin elde
edilmesi amaciyla klonlanmig ve plasmid eldesinden sonra sekanslanmislardir. Bazi
klonlanmig larva Orneklerine ait plasmidlerin restriksiyon enzimleri ile muamelesi

sonrasi insert hedef DNA bdlgesinin jel Gzerinde gorunimleri Sekil 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.11. Simuliid larvalarinin parsiyel mt-COI gen boélgesinin amplifikasyonu sonucu
elde edilen amplikonlarin jel elektroforezde goérinumua. M: Marker; 1: No DNA; 2,3: S.
Wilhelmia lineatum; 4,5: S. Wilhelmia balcanicum

Sekil 4.12. Simuliid larvalarinin klonlanan ITS2/ 28S ve mt-COl gen bdlgeleri
plasmidlerinin restriksiyon enzimleri ile kesimi sonrasi insertlerin jel elektroforezde
gorunimd. M: Marker; 1-2: S. Wilhelmia lineatum (mt-COl); 3,4: S. Wilhelmia lineatum
(ITS-2/28S); 5,6: S. Wilhelmia balcanicum(ITS-2/28S)

Arastirma yoresinde morfolojik ve kromozomal analizlerle tur teshisleri belirlenen mt-
COl gen boélgesi icin toplam 31 (NKS 1-31) izolatin ilgili gen bdélgeleri yoninden sekans
analizleri yapilmis ve GenBank kayitlari gergeklestiriimistir. Filogenetik analizlere
ayrica Almanya orijinli Clemson Universitesinden génderilen ve kromozom analizleri ile

tur teshisleri yapilmis bazi larva 6rnekleri de sekanslanarak dahil edilmistir (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6. Arastirma yéresinde Mt-COIl gen bolgesine gore filogenetik analizi yapilan
izolatlarin dahil oldugu tir, izolasyon yeri, DNA izolasyon kaynaklari ve GenBank
aksesyon numaralari

: izolasyon _ DNA .
Izolat Yeri |zola_1_s_,y9n Tur Aksesyon No
orijini

NKS 1 Urgiip Larva S. Wilhelmia balcanicum JX441376
NKS 2 Urglip Larva S. Wilhelmia balcanicum JX441377
NKS 3 Gllsehir Larva S. Wilhelmia balcanicum JX441378
NKS 4 Gulsehir Larva SO Wilhelmia lineatum JX441379
NKS 5 Avanos Larva S. Wilhelmia lineatum JX441380
NKS 6 Gllsehir Larva S. Wilhelmia lineatum JX441381
NKS 7 Gllsehir Larva S. Wilhelmia lineatum JX441382
NKS 8 Gllsehir Pupa S. Wilhelmia balcanicum JX441383
NKS 9 Gllsehir Larva S. Wilhelmia lineatum KF155168
NKS 10 Avanos Larva S. Wilhelmia lineatum KF155168
NKS 11 Gllsehir Larva S. Wilhelmia balcanicum KF155168
NKS 12 Gllsehir Larva S. Wilhelmia balcanicum KF155168
NKS 13 Avanos Larva S. Wilhelmia lineatum KF155168
NKS 14 Urgiip Larva S. Wilhelmia lineatum KF155168
NKS 15 Gllsehir Larva S. Wilhelmia lineatum KF155168
NKS 16 Gllsehir Larva S. Wilhelmia balcanicum KF155168
NKS 17 Avanos Larva S. Wilhelmia lineatum KF155168
NKS 18 Urgiip Larva S. Wilhelmia balcanicum KF155168
NKS 19 Urgiip Larva S. Wilhelmia balcanicum KF990249
NKS 20 Gllsehir Larva S. Wilhelmia lineatum KF990250
NKS 21 Avanos Larva S. Wilhelmia balcanium KF990251
NKS 22 Gulsehir Larva S. Wilhelmia Olineatum KF990252
NKS 23 Urgiip Larva S. Wilhelmia balcanicum KF990253
NKS 24 Avanos Larva S. Wilhelmiallineatum KF990254
NKS 25 Gulsehir Larva S. Wilhelmia lineatum KF990255
NKS 26 Urgiip Larva S. Wilhelmia balcanicum KF990256
NKS 27 Avanos Larva S. Wilhelmia lineatum KF990257
NKS 28 Gllsehir Larva S. Wilhelmia balcanicum KF990258
NKS 29 Gllsehir Larva S. Wilhelmia lineatum KF990259
NKS 30 Gulsehir Larva S. Wilhelmia lineatum KF990260
NKS 31 Gulsehir Larva S. Wilhelmia balcanicum KF990261
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Germanyl Almanya Larva S. Wilhelmia lineatum JX444909
Germany?2 Almanya Larva S. Wilhelmia balcanicum JX444910
Germany3 Almanya Larva S. Wilhelmia equinum JX444911
Germany4 Almanya Larva S. Wilhelmia lineatum KF990262
Germany5 Almanya Larva S. Wilhelmia balcanicum KF990263
Germany6* Almanya Larva S. Wilhelmia equinum KF990264
Germany7 Almanya Larva S. Wilhelmia equinum KF990265

* Klonlanmis izolatlar

Arastirma yoéresinde mt-COl gen bdlgesi yoninden nukleotid dizileri ortaya konan

Simulium izolatlar! ile Almanya’'dan temin edilen izolatlarin niikleotid kompozisyonlari

Tablo 4.7'de, pairwise alignmentlari sonucu identiklik oranlari ise Tablo 4.8'de

verilmigtir.

Tablo 4.7. Multiple alignmentlari yapilan izolatlarin parsiyel mt-COI gen bdlgesine goére
nakleotid kompozisyonlari

Toplam
izolat T (%) | C (%) | A (%) | G (%) | G+C (%) | A+T (%) | niikleoti

d sayisi
NKS31 36,9 | 16,3 | 29,9 | 16,9 33,2 66,8 662,0
NKS30 38,4 | 158 | 29,2 | 16,7 32,4 67,6 558,0
NKS29 37,4 | 16,8 | 29,5 | 16,3 33,1 66,9 631,0
NKS28 36,8 | 16,6 | 29,3 | 17,3 33,9 66,1 655,0
NKS27 36,9 | 1655 | 295 | 17,1 33,6 66,4 654,0
NKS26 37,7 | 16,3 | 29,0 | 17,0 33,3 66,7 682,0
NKS25 37,4 | 16,0 | 29,7 | 16,8 32,9 67,1 636,0
NKS24 375 | 16,3 | 28,8 | 17,4 33,7 66,3 674,0
NKS23 374 | 16,2 | 289 | 175 33,7 66,3 679,0
NKS22 37,9 | 16,1 | 29,0 | 17,0 33,1 66,9 665,0
NKS21 37,4 | 16,7 | 29,1 | 16,8 33,5 66,5 666,0
NKS20 37,0 | 169 | 289 | 17,2 34,1 65,9 662,0
NKS19 37,8 | 16,3 | 29,1 | 16,9 33,1 66,9 670,0
NKS18 376 | 16,2 | 29,3 | 16,9 33,1 66,9 692,0
NKS17 37,2 | 166 | 29,4 | 16,8 33,4 66,6 643,0
NKS16 37,1 | 16,1 | 29,4 | 17,4 33,5 66,5 690,0
NKS15 37,0 | 16,3 | 29,9 | 16,8 33,2 66,8 606,0
NKS14 376 | 16,2 | 29,6 | 16,6 32,8 67,2 631,0
NKS13 37,2 | 16,2 | 295 | 17,1 33,3 66,7 691,0
NKS12 36,7 | 17,0 | 295 | 16,8 33,8 66,2 654,0
NKS11 372 | 1655 | 29,1 | 17,1 33,7 66,3 659,0
NKS10 37,8 | 159 | 29,1 | 17,2 33,1 66,9 674,0
NKS9 36,5 | 17,1 | 29,1 | 17,3 34,4 65,6 654,0
NKS8 357 | 17,0 | 29,3 | 18,0 35,0 65,0 294,0
NKS7 353 | 16,3 | 30,8 | 17,6 33,9 66,1 221,0
NKS6 37,6 | 16,2 | 29,2 | 17,0 33,2 66,8 672,0
NKS5 376 | 16,2 | 29,6 | 16,6 32,8 67,2 631,0
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NKS4 37,2 | 16,6 | 29,4 | 16,8 33,4 66,6 643,0
NKS3 36,4 | 15,8 | 30,7 | 17,1 32,9 67,1 538,0
NKS2 37,5 | 16,2 | 29,5 | 16,8 32,9 67,1 674,0
NKS1 37,5 | 16,8 | 29,4 | 16,3 33,2 66,8 630,0
Germany7 348 | 20,0 | 27,7 | 17,5 37,5 62,5 520,0
Germany6 343 | 19,6 | 28,1 | 18,1 37,7 62,3 709,0
Germany5 36,9 | 16,9 | 29,5 | 16,6 33,5 66,5 650,0
Germany4 35,9 17,8 29,7 16,6 34,4 65,6 471,0
Germany3 35,7 | 19,2 | 27,3 | 17,9 37,0 63,0 532,0
Germany?2 38,0 | 15,8 | 30,2 | 16,0 31,8 68,2 600,0
Germanyl 38,4 | 159 | 29,6 | 16,1 31,9 68,1 554,0
Ortalama 37,1 | 16,6 | 29,3 | 17,0 33,6 66,4 616,5
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Tablo 4.8. mt-COl gen bdlgesine gore incelenen izolatlarin pairwise alignmentlari sonucu identiklik oranlari
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Arastirma yoresinde sekans analizi yapilan izolatlar ile Almanya Simulium izolatlarinin,

parsiyel mt-COI gen bdlgelerinin multiple alingmentlari ve nukleotid kiyaslamalari Sekil

4.13'de gosterilmigtir.
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ACTATACTTAT IOGACC OGAA T TACGACACCCAGGC T CICTAAT TGEAGACCACCAAATT TATAA TG TAATIGTTAC
TTATAATGTAATTGTTAC

AT AT AT TAT T A G CGR A T T A G A C AR T LT CTA AT TR ARG AT AR AT T TAT AR TRTAATTETTAL

AGTATACTTAT IR OGAR T TAGEACACCCAGGC TCICTAAT TRERGAOGR
A AR ACTTA T MO AGCIGAA T TACGACAIC CAGGC TCTCTAAT TCCAGANGA
AGTATACTTATTOGAGC CGAAT T ASGACACCCAGGC T CRCTAAT TGEAGADGA
AT AT ACTTAT IO AGCCGAAT TACGACAICCAGGC TCTCTAAT TEGAGACGA

RATTTATAATGTARTRGTTIAC
AATTTATAATGTARTIGTTAC
AATTTATAATGTAATRGTTAC
AATTTATAATGTAATTCTTIAC

AT AT TAT T A G AR T T A CA T OO AT O CT A AT TLEACA DGR AR AT T TATAATGT AR TTETTAD
AGTATACTTATTOAGCOGAAT TAGGACACCCAGGC T CECTAAT TGEAGACGACCARAT TTAT AR TETART TGTTAC

RATTTATAATGTARTRGTTIAC
AAATTTATAATGTARTRGTTAC

AT TTAT TR A G AR T TS A CACCC AT CTC TR AT T GEACAC G
AGTATACTTATTOGAGC OGAAT T AGGACACCCAGGC T CRCTAAT TGEAGACGACT]

AT ATACTTAT T CGAGC CGAATTASGACACCCAGGET CTCTAAT T CEACACGACCAR ATTTATAATCTAATRETTAC
AGTATACTTATTOGAGCOGAAT TAGGACACCCAGGC T CTCTAAT TGEAGACGACCARAT TTATAATGTART IGTTAC

AGTATACTTATTOGAGC CGAAT T ASGACACCC AGGCTCTCTAAT TGEAGADGA
AT TTAT T RAG (AT TAC A A C A TCTCTA AT TG ARG
AGTAPACT AT ICOGRGCOGAR T TAG A CACCCAGGC TCTCTANT TEGRGA OGR!
AT ATACTTAT MO AGCCGAA T TASCACAICCAGGC TCTCTAAT TECAGACGA
BETATACTTATTOGAGCIGAATTAGGACAICCAGGCT CTCTAATTGEACACER

AATTTATAATGTAATTGTTAC
RATTTATAATGTARTRGTTIAC
AATTTATAATGTARTIGTTAC
AATTTATAATGTAATRGTTAC
AATTTATAATGTAATRGTTAC

AT AT TAT T AG AR T T A CA T OO A G T O CT A AT TLEACA DGR AR AT T TATAATGT AR TTETTAD
AT AT AT AT IOGAGC AR T TAGEACACCCAGGC T CTCTAAT T GEAGACGACCARATT TATAA TCTARTPGTTAC

RSP AT AT T AT TG AGC CG AL TG EACACC L AR GO TP CTA AT TG GAGACGACC AR AT TATAR TG T AR PTGTTAC

AATTTATAATGTAATRGTTAC

RETATACTTATTGAGCCEAATTASGACACCC AGGETCTCTAATTGGACACCACCARATT TAT AR TCT AR TIE T TAC
AT T AT A AR T T A A TR O C AT T LT AT TR E A AT GAC AR AT T TATAATGTARTTETTAC

A AT A MO AGC AR T TAC A CACCAGG P C I CTAAT T GEAGACGACCAR AT TATAATGTAAT RETTAC

AT ATACTTAT T CGAGC CGAA T TASCACACCAGGC T CT CTA AT T CEACARGACCAR ATT TAT A TCTAATRETTAC
AT AT TAT TR AG AR T TACCA T O CREG T O CT AT TREACA DGR AR AT T TATAATGT AR TTETTAD
AGTATACTTATTOGAGCOGAAT TASGACACCCAGGCTCTCTAAT T GEAGACGACCARAT TTATAATETART TGTTAC
AT A AT AT TG AGC AR T TG EA CACCCAGEC T C I CTAAT T GEAGACGACCARATT TATAA TCTARTPGTTAC
ACPATACTTAT T CACCHG A AT A CACCORGEE T CTT A AT T EEACACGACCAR ATT TR A TCTAATRETTAT
AT ATACTTAT T OGAGC OGAAT TAGGACACCCAGGC T CTCTAAT TGEAGACGACCARAT T TATAA TG TART IGTTAC
AT TTAT T A - AT A T A OO Gl T C T T A AT T e A AT CAC AR AT T TAA A TGT AR TTETTAC
AT CTAATTREA A GRO AR AT T TATAATGTARTICTTAC

-
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T A G T G T A A T A T T T T T T A AT TA TGO C AN T TAT AA T ToCACCATT TG AR ATTGATTAGTACCTT
A G T G T A A T A T T T T T T AT AT TA TGO AN T T AT AA T ToCACCATT TG AR ATTGAT TAGTACCTT
A G T T T AR T A T T T T T T T AT AT TA TGO A T TAT AR T PECACEATT TG ARATTGAT TAGTACCTT
T AT I e AR T A T T T T T T A AT TA TGO CAA T TAT AR T P CACEATT TG ARATTGAT TAGTACCTT
TR AT I DG BAT A T T T T T T AT AT TAT DT AR T T AT A A T TG ATT TR AR ATTCATTAGTACCTT
T CA TGO I T G AATAA T TTTT T T FATACGT TATGCCAA TTAT AR T PG GACGCATT TG ARATTGAT TAGTACCTT
T A LT I T A T A T T T T T T T AT AT TA T AR T T AT AR T TSR CC AT TTCE AR ATTCATTACTACCTT
T AT T T AR T A T T T T T T T AT AT TA TGO A T TAT AR T TECACCATT TG ARATTGAT TAGTACCTT
T A BT T e T A T A T TT T T T T AT BT TAT R A T T AT AR T T oA EAT T TR AR ATTCATTACTIBCCTT
T A GO I AR T A T T T T T T A AT TA TGO CAA T TAT AR T PoCACCATT TG ARATTGAT TAGTACCTT
TR AT G T I DG A T AR T TTT T T AT AT TAT DT AR T T AT A A T TG ATT TR AR AT TCAT TACTRCCTT
T CA TGO I T G AATAA T TTTT T T FATACGT TATGCCAA TTAT AT PG GAGCATT TG ARATTGAT TAGTACCTT
T A G T G T A A T A T T T T T T A AT TA TGO C AN T TAT AA T ToCACCATT TG AR ATTGATTAGTACCTT
T AT I T AR T A T T T T T T T AT AT TA TGO A T TAT AR T ToCACEATT TG ARATTGAT TAGTACCTT
T A G I T RA T AR T T T T T T T AT AT TAT AR T TAT AR T PO ERCEAT T TR AR ATTCATTARTACCTT
T AT I DG AR T AR TTTT T T AT BT TAT D T AR T T AT AR T TG A AT T TR A ATT AT TACTRCCTT
T A TGO T e AR T AA T T T T T T T R AT AT TATGCCAA T TAT AR T TEGACCATT TG ARATTGAT TAGTACCTT
TECT AT I I DG AR T AR TTTT T T AT AT TATI T AR T T AT A T TC AT T TR AR AT TCATTAGTACCTT
A G T I G T A A T A T T T T T T AT AT TA TGO AN T T AT AA T ToCACCATT TG AR ATTGAT TAGTACCTT
T A G T e T A T A T T T T T T T AT AT TA T A T T AT AR T T oA CEAT T TR AR ATTCATTACTIBCCTT
T AT I T AR T AA T T T T T T A AT TA TGO CAA T TAT AR T P CACEATT TG ARATTGAT TAGTACCTT
T A TGO T G AATAA T T T T T T R AT AT TATGCCAA T TAT AR T PoGACCATT TG ARATTGAT TAGTACCTT
T A TGO T e AATAA T TTTT T T FATAGT TATGCCAA T TAT AR T TG GAGCATT TG ARATTGAT TAGTACCTT
TG T T AR T AR T T T T T T AT AT TAT G O A T T AT A A T o B AT T T AR ATTCATTACTALCTT
GG I e AR T AN T T T T T T T AT AT TA TGO T AN T TAT AR T PG CACCATTIGCARATTGAT TAGTACCTT
A G T T T AR T A T T T T T T T AT AT TA TGO A T TAT AR T PECACEATT TG ARATTGAT TAGTACCTT
TECT AT T I TG AR T AR TTTT T T AT AT TA T T AR T T AT AR T TG AT T TR AR ATT AT TAGTACCTT
TR AT I DG BAT A T T T T T T AT AT TAT DT AR T T AT A A T TG ATT TR AR ATTCATTAGTACCTT
T CA TGO T NG AATAA T TTTT T T FATACGT TATGCCAA TTAT AR T PGGACCATT TG ARATTGAT TAGTACCTT
T A G T T A T A T T T T T T T AT AT TA T A T T AT AR T TSR CCATTTCE AR ATTCATTACTIBCCTT
M AT I T AR T A T T T T T T AT AT TA TGO A T TAT AR T ToCACCATT TG ARATTGAT TAGTACCTT
TRCCARTTRT AR T Tl CE AT TICE A A AW CATTACTACCET

BB ATl T T AR AR T TT T T T T AT A T T CAA T TAT AR T Tl CAT T T AR AT CAT T AT ACCET
A GO T e AR T A T T T T T P A AT TA TGO CAA T TAT AR T PoGACCAT T TG ARATTGAT TAGTACCTT

B A TGOl T G T A A T AR T T T T T T T AT AC T T CAA T TAT AR T TG CCCATTTCE AL AT CAT T ACT ACCHT
T AT O T T T AR T AR T T T T T T PATAGT TATGOCAA T TAT AR T PEGAGCA T TTGEARATTCAT T AGTACC T
T T AT T e A AR T T T T P AT AT TA T T A T T AT A P T E A TT TR AR AT TCATTACTACCTT
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AT AT TACCAR O AR AT C AT TCCCA AR TR R A TR AT A TR AC P TTTICACTTT TACCACCTTCATTAACS
A AT TR DL CA AT AT R AT T O LR AR TR A TR AT A TR RS T TTTICACTTT TACCRCCTTCATTAACK
TR AT A T TACCAR O CARAT ATGEC AT TCCCA AR TR A TR AT A TR AC TP TTTICACTTT TACCRCCTTCATTAACK
TR TT AR CCCARRT AT AT TCCCA A TR R TR AP TR RS TTTICACTTT TACCACCTTCATTRACK
TR AT A T TACCAR O CARAT ATGEC AT TCCCA AR TR A TR AT A TR AC TP TTTICACTTT TACCRCCTTCATTAACK
AT T AR O AR AT AT TCCC A A TR R TR AP A TR RS TTTICACTTT TACCACCTTCATTRACK
TR AT TACCAR O AR AT C AT T OB AR TR A TR AT A TR AC P TTTICACTTT TACCACCTTCATTAACK
T AT TN A OO CAR AT AT GE AT TC ORI AA TR R A TR AP A TR RS TTTICACTTT TACCRCCTTCATTAACK
TAATATTACCARCCCCAGAT ATGECATTCCCACCAN TARATAATATAACT TTTTCACTTT TACCACCTTCATTAACA
T AT T AR OO AR AT GE AT TCCCR A TR A TR AP A TR RS TTTICACTTT TACCRCCTTCATTAACK
TR AT TACCAC Tl CARAT AT C AT TCCCA DA TR A TR AP A TR AC P TTTICACTTT TACCACCTTCATTAACK
T AT T AR OO AR AT GE AT TC R AR TR A TR AP A TR A TTTICACTTT TACCRCCTTCATTRAACK
TR AT TACCAR O AR AT C AT TCCCA DA TR R A TR AP A TR AC P TTTICACTTT TACCACCTTCATTAACK
TR TT AR CCCARRT AT AT TCCCA A TR R TR AP TR RS TTTICACTTT TACCACCTTCATTRACK
TR T A T TACCAR DO CARAT ATGEC AT T CCA AR TR A TR AT A TR AC P TTTICACTTT TACCRCCTTCATTAACS
TAATATTAGGAROCCCAGRT APGGCATTCCCACCAA TARR T AATATAAGT TTTTCACTTT TACCACCTTCATTAACA
TR AT A T TACCAR O CARRT ATGEC AT T OB AR TR A TR AT A TR AS T TTTICACTTT TACCRCCTTCATTAACS
AT T AR O AR AT AT TC OB A TR R TR AP A TR RS TTTICACTTT TACCACCTTCATTAACK
TR AT A T TACCAR O CARAT ATGEC AT T OB AR TR A TR AT A TR AC T TTTICACTTT TACCRCCTTCATTAACA
TR TTACCA I CARRT AT AT TCCCA A TR R TR AP TR RS TTTICACTTT TACCACCTTCATTRACK
TR AT TACCAR O AR AT CATTCCCA CEAA TR AT AT A TR AC T TTTICACTTT TACCACCTTCATTAACS
T AT T AR OO AR AT e AT TC R AR TR A TR AP A TR RS TTTICACTTT TACCRCCTTCATTAACK
TR AT A T TACCAR O CARRT ATGEC AT T OB AR TR A TR AT A TR AS T TTTICACTTT TACCRCCTTCATTAACA
TR T T AR O AR AT AT TCCC A A TR R A TR AP TR RSP TTTICACTTT TACCACCTTCATTRACK
TR AT A T TACCAR O CARRT ATGE AT T OB AR TR A TR AT A TR AS T TTTICACTTT TACCRCCTTCATTAACS
T AT TN A OO CARRT AT GE AT TC OB A TR R A TR AP A TR RS TTTICACTTT TACCRCCTTCATTAACK
TR AT TACCAR AR AT C AT T OB AR TR LA TR AT A TR AC T TTTICACTTT TACCACCTTCATTAACS
TR AT T AR OO AR AT GG AT TCCCA AR TR R TR AP A TR RS TTTICACTTT TACCRCCTTCATTRACK
TAATATTACCAGCCCCANAT AT CA T TCCCADCANTARATAATATAACT TTTTCACTTT TACCACCTTCATTANCA
AT T AR CCCARRT AT AT TCCCA A TR R TR AP TR RS TTTICACTTT TACCACCTTCATTRACK
TAATATTAGCAGCCCCAGAT AT CAT TCCCADCANTARATAATATAACT TTTTCACTTT TACCACC TTCATTANCA
TR WA OO CA A A TSI TCCC A A TR R TR AP A TR AT TTTICACTTT TACCICCTTClT TAACA
AT ANTECCACCCCCACANA ToC Tl TCCCA AN T AR A TAATATAACT TTTTCACTTT TACCHCCTTCRT TANCA
AR TT AR CCARRT AT AT TCCCA A TR R TR AP A TR RS TTTICACTTT TACCACCTTCATTRACK

GAGCCCCAGRT ATGGCATTCCCACGAN T AR TAATATANGT TITTGACTTT TACCACCTTCATTAACA
TR EET AR A Al TSI TCCC A A TR R A TR AP A TR RSP TTTICACTTT TACCICCTTClTTAACA
TAATATTAGGAGCCCCAGAT AT CAT TCCCADCANTARATAATATAACT TTTTCACTTT TACCACCTTCATTANCA
TR AT AT TAGEAROCCCAGRT APGE AT TCCCACCAA TARR TR AT ATAACT TTTTCACTT T TACCACCTTCATTARCA
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AT T AT AG T AR LA T AT AC A GGG T NEEE AT GG ATEAAC TG T T T AC COOCCAPTATCC T CRGEAAT
AT AT AG TG C AN AT A AN G A GG T I oG AT S AT CAAC TG T T T AC OO AT TATCCTCAGEAAT
AT A T AG G AL P T A AN T GG AT IEeE ACAC SR T GAACTE T T T AL OO AT TATCC T CAGEAAT
AT T AT AG T AR LA T AT AC A G A GE G T NEEE ARG A TEAAC TG T T T AC CODCAPTATCC T CBGEAAT
AT T AT A T A A AR T T A AN G T GG A G o s AT AR T AN TE T T T AL OO AT TATCC T CAGEAAT
AT T AT AG T AR LA T AT AC A GGG T NEEE ARG A TEAAC T T T T AC COOCCAPTATCC T CRGEAAT
AT T AT A T A A AR T T A AN G A GG A TG s AT AR T AN TC T T T A OO C AT TATCC T CAGEAAT
AT T AT AL T AR AR T AT AR A G T ARG AL TG lAC A A TR A D TR T T TAC OO AT TAT OO TCAEAAT
AT AT ARG LA T AT A A S A GG OGS ARG A TE A TG T T T AC OO A PR A TCO POBGEANT
AT AT AG TG C AN AT A AN G A GG T N oG A S A TCAAC TG T T T AC CORCC AT TATCCTCAGEAAT
AT T AT AG T AR LA T AT AC A GGG T NEEE ARG ATEAA T T T ACCOOCAPTATCC T CBGEAAT
AT T AT A G TG LA AT AT AC AN G A GGG C TG CAC G C AT E AR TG T T T AC CODCC AT TATCC T CAGEANT
AT AT AG T AR LA T AT AC A GGG T NEEE ARG ATEAAC TG T T T ACCOOCCAPTATCC T CRGEAAT
AT AT A TG LA T AT A AN G A GG T N oG A S A TCAAC TG T TTAC OO AT TATCCTCRGEANT
AT T AT T A A A AR T T A AN G A GG A TG o s AT AR T AN TE T T T A OO T AT TATCC T CAGEAAT
TP AT T AT AG AR C AT AT AC A G A GE MG NEEE ARG ATEAAC TG T T T ACCODCCAPTATCC T CBGEAAT
AT T AT A G TG LA T A T AC AN G T GGG C TG CAC G A T E AR T T T T AC COOCC AT TATCC T CAGEANT
AT A T AG G A AS P ST A AN T GG AT IEeE ACAC SR T CAACTC T T TAC OO C AT TATCC T CAGEAAT
AT T AT A TG LA T A T AC AN G A GGG C TG CAC G C A TE AR TG T T T AC COOCC AT TATCC T CAGEANT
AT AT A TG LA T AT AC AN GGG AG T NEEE ARG EATEAAC TG T T T AC COOCC AP TATCC T CRGEAAT
AT T AT AG T AR LA T AT AC A GGG T NEEE ARG A TEAAC TG T T ACCOOCCAPTATCC T CBGEAAT
AT AT A TG C AN AT A AN G A GG T N oG A S CATCAAC TG T T T AC CORCC AT TATCCTCAGEAAT
AT AT AL T AR AR T AT AR A G T GG AL TG lAC A A TR A TR T T TAC OO AT TAT L TCAEAAT
AT AT AG TG C AT AT A AN G A GG T N C G A GG AT CAAC TG T T T AC OO AT TATCCTCBGEAAT
T AT T AT AGC T A C A AAT AT ACAAGCAGGAGC TEE A ASEATEAAC TG T T TACCOOCCATTATE

AT AT A T AR AR T AT AR A G A e A oA A A TR A D TR T T TAC OO AT TATOC T CAREAAT
AT T AT A A A AR T T A AN G A GG A Go s AT AR T A AL TC T T T A OO C AT TATCC T CAGEAAT
AT T A T AG A AL P ST A AN T GG AT IEeE ACAC SR T GAACTE T T T AL OO AT TATCC T CAGEAAT
AT AT AG TG C AN T AT A AN G A GG T N C G AT G A TEAAC TG T T T AC OO AT TATCCTCBGEAAT
AT T AT AG T AR LA T AT AC A GGG T NEEE ARG A TEAAC TG T T ACCODCCAPTATCC T CBGEAAT
AT AT A TG LA T AT A A SO E A E O NG ARG GA TR AR TG T T T AC OO A PR A TCO POBGEANT
TTATTATTAG T Al A T TG T C oA oA Bl T R TG TR T A Co T TA T O AT
TTATTATTAGC T AR AR T AT AA G CAGE A R BN TR (G TRT A C OO T lT T AT CHT CEEAAT
AT AT AG TG LA AT A AN G A GG T I oG AT S C A TCAAC TG T T T AC OO AT TATCCTCBGEANT
AT A T AG G A CAS P T A AN T GG AT IEeE ACAC SR T GAACTE T T T AC OO AT TATCC T CAGEAAT
TTATTATT AT Al T T A T G oA Bl T R TG TR T A CO T TA T O AT
AT T AT AG T G L AT AT AC A G A GGG IEC G ARG CATCAR TG T T T AC COOCCATTATCC T CAGEAAT
AT A T A G A AS T ST A ARG T GG AL e E AT G AT GAACTC T T TAC OO C AT TATCIIT CAGEAAT
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Tl A TG E A AT CAS TTGAT TTAGCAATT T T T T OO TS CATTT AR COEGRATTT CAT RATT TTACEACCTE
IO LA TR R AR s TTGAT TTAR AR TTT T T IO T TG CATTT AR DGR AR T TTCAT CARTTTTACEAELT
TeCCCAT G GG AGCA T A T GAT T T AG AR T TT T IO T A T T T ACC GG AA T T T CATCAA T TRAGEACC T
To A TG A GG AT CAS TG AT T A AR TT T T T I U TS CATTTACCCEGRATTT CATCAA TP TACCACC TG
TGO CCAT RS C AT AL T AT TTAC AR TTT T T T C T T A TTT AR O GRARTTTCAT CARTTTTACEACCTE
Tl AT G e AT s TG T T TG AR TT T T T IO TG CAT T T AR DGR AR T TTCAT CARTTTTACEAE T
DSCCCATGCAGEAGCAT CAS TIGAT TTACCAATTT 1T 1T MG CAT T TAZCCGGAATTT CATCAA T T T TAGCAGC TG
TSCCCATCORGGAGCAT CAS T TIGAT TTACCARTTT 1T IO T PG CATTTARCCGLAATTT CATCAAT T T TACCACC TG
T AT G e AT s T AT TG AR TT T T T IO T TG CAT TT AR DGR AR TTTCAT CAR TTTTACEAC LT
DSCCCATEORGEAGCAT CAS TIGAT TTAGCARTTT 1T T PG CAT T TACCCGGRATTT CATCAA T T T TAGCAGC TG
Nl AT GGG CA T A TG AT T T AC CAA T TT T P CH T T A T T T ACC R AR T T T CATCAR TP TRACGCACC T
ToC CCA TG GG A AT CAS TG AT T T ASCAA TT T T T T OO TS CATTTACCCGERAT TT CATCAA TP T TACCAGC TG
Tl AT G e AT s TG T TG AR TTT T T IO TG CATTT AR D GRAR T TTCAT CARTTTTACEAE LT
TG A TG GG AT CAs TG AT T A LA A TT T T T O T G CAT T T AR CCGGRAT T CATCAA TP TAGEAGC TG
NoCCCAT G ARG AGCA T A TG AT T T AC LA TTT T T P T T A TT T ACCCGRAR T T T CATCAR TP TRACGEACC T
Tl A TG e A AT CAS TTGAT TTAGCAATT T TT T OO TS CATTT AR CCEGRATTT CAT RATT TTACEACCTE
TSCCCATGCRGGAGCAT CAS TTGAT TTACCARTTT 1T 1T MG CAT T TACCCGGRATTT CATCAA T T T TACCACC TG
DSCCCATGCAGEAGCAT CAS TIGAT TTACCAATTT 1T 1T MG CAT T TAZCCGGAATTT CATCAA T T T TAGCAGC TG
TSCCCATCORGGAGCAT CAS T TIGAT TTACCARTTT T IO T PG CATTTARCCGLAATTT CATCAAT T T TACCACC TG
T AT G e AT A T AT TG AR TTT T T TCRT T A TTT AR O GR AR TTTCAT CARTTTTACEAC LT
Tl AT G A AT LA TG T TG AR TT T T T IO TG CA T T T AR DGR AR T TTCAT CRATTTTACEAE T
ToC A TG GGG AT CAS TG AT T A LA TT T T T I O TG CATTTACCCECAAT T CATCAA TP T TACCACC TG
ToC CCA TG GG A AT CAS TG AT T T ASCAA TT T T T T OO TS CATTTACCCGERAT TT CATCAA TP T TACCAGC TG
T A TG RE AT S TG T TG AR TTT T T IO T TG CATTT AR OO GRARTTTCAT CART

oL CCATCORGCAGCAT CAC TIGAT TTACCARTTT 1T 1T A CAT T TARCCGCAATTT CATCAAT T T TACCACC TG
TSCCCATGCAGCAGCAT CAS TTIGAT TTACCAATTT T 1T PG CATTTARCCGLAATTT CATCAAT T T TACCACC TG
IO LA TR A e AT s TTGAT TR AR TTT T T IO T A TTT AR D GRAR T TTCAT CARTTTTACEAC LT
T AT G GG AG O T A T GAT T T AG AR T TT T IO T A T T T ACCCGRAR T T T CATCAR T T RAGEASC T
T A TG A GGG AT CAS TG AT T A A A TT T T T I U TS CATTTACCCEGRAT T CATCAATPTTACCACC TG
Tl TG E A AT LA TTGAT TTASCAATT T TT T OO T TS CATTT AR COEGRATTT CAT RATT TTACEACCTE
BCCCCARG RGN AT O TT A T A O T T T T T T O T AT TTAZCCGGRATTT CATCAR T TR ACREC TR
BCCCCARG A GG T O TT A T A O T T T T T T O T T A T T T A CCGGAAT TP CATCAR TP ACCRECTG
ToOCA TG GG A AT CAS TG AT T A CAA TT T T T T OO TS CATTTACCCGERA T TT CATCAA TP T TACCAGC TG
NeCCCA TG GG AT ORE TG TP A CARTT T T P T T AT T T ACCCGGBAT TT CATCAA T TR RAGEACCT
DG CCARE G- T O TT A T A O T T T T T T O T AT TTAZCCGGRATTT CATCAR T TR ACREC T
T A TG A G AT CAS TG AT T A AR TT T T T O TG CATTTACCCEGAAT T CATCAA TP TTACCARC TG
ToCCCA TG GG AT CAS TG AT T TASCAA TT T T T T O TTICATTTACCCGERATTT CATCAA TP T TACCAITE
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CrAC AR T T ACAGCTATT I TATTAT TATTATCOCTAC CIG T T T TAGC TG GG CTAT TACRA TG T TAT TRACAGATCS
EIAET AT TACAG TATITTATTAT AT TATC OO TAC CTE T TTTAGC TEGEECTATTACRA T TBI TARCACATCS
T ACAECTATTITATTATTATIRTC CCTACCTE T TT TAGCTGA G CTATTACRA TCWT AT TARCAGATOS
AT TACACCTATTI TATTAT TATTATCCCTACCIG T T T TAGC GGG CTATTACAA TG T TAT TRACAGATCS
AT TACAECTATTITATTATTATIRTC O TBC CTE T T T TAC TG CTATTACEA TEWT AT TARCACATO
AT ARG CTATTTTATTAT TATTATCCCTAC CTC T T T TAGC GG GG CT AT TACAR PCTTAT TAACRCATOC
AR CCTATTITATTATTATTATC O TACCTC T T T TAC TG CTAT TACRA TET TR TARCACATOS
AT AT T T T AT TAT AT T AT e T AL CTC T T T TG TREGECTATTACR A THT TR TRACACATCS
A T T AT AT T T AT TAT AT TATC O TAC CTE T T T TAGC T GGG CTATTACRA TG T TAT TRACAGATCG
AT AT T T TATTAT AT T AT ST AL CTC T T T T A TREGECTATTACR A TP TR TARCACATOS
AT AR T A T AT T AT T AT TATTATCCCTAC CIG T T T TAGC TG GG CTATTACRA TG T TAT TRACAGATCE
LA A T T AT AT T T T AT AT TAT T AT CT AL LT T T T T A TREGE CTAT TACR A TP TR TARCAGATOR
G AT AT T ACAGCTAT T I AT TAT TATTATCOCTAC CIG T T T TAGC TR GG CTA T TACRA TG T TAT TRACRGATCE
AT AR CTAT T TATTAT TATTATCCCTAC CTE T T T TAGC TGGEGCTATTACRA TG T TAT TRACAGATCG
AR ECTATITTATTAT AT IR C O CIRC CIG T T T TAGC TGS CTATTACR A ToRT AT TARCAGATCR
AT T AR CTATT I TATTAT TATTATCCCTACCTE T T T TAGC TGGEGCTATTACRA TGT TAT TRACAGATCS
AR TTACAECTATTITATTATTATTATCCCTACCTETTT TAGCTGAlGCTATTACRA TETTRT TARCAGATS
AR TTACAECTATTITATTATTATTATCCCTACCTETTTTAGCTGA G CTATTACRA TETTRT TARCAGATS
AT AR TATTITAT T AT TATTATC CCTACCIE T T T TAGCTEGECTATTACE A TP TR TARCAGATOS
AT AT AT T TATTAT TATTATC O TAC CTE T T T TAGC TGGEGCTATTACRA TCT TAT TRACAGATCS
AT TACACCTATTI TATTAT TATTATCCCTACCIG T T T TAGC GGG CTA T TACAA TG TAT TRACAGATCS
EIAE TR T TA R G TATT T TAT AT TAT TATC OO TAC CTE T TTTAGC TEGEECTATTACRA T TBI TARCACATCS
EIAET A T TACAG TATITTATTAT AT TATC OO TAC CTE T TTTAGC TEGEECTAT TACAA TIT TBI TARCACATCS

GO AT AT ATTT AT TAT AT TATCOCTAC CIC T T T TAGCTGECECTATTACAA TIT TRT TAACACATCS
A AT AT T AT TAT AT TATCOCTAC CIC T T TTAGC TG CTA T TACAA TCT TR TAACACATCS
A AT AT T AT TAT AT TR COCTRC CIC T T T TAGC TG CTATTACAA TG AT TAACACATCS
AATTACE

AT T ACACCTATTTTATTAT TATTATCCCTAC CTC T T T TAGC TGGGE CT AT TACAA PCTTAT TAACRCATOS
AT AL ACCTATTTTATTAT TATTATCOCTAC CTC T T T TAGCTGGGE CT AT TACAR PCTTAT TAACACATOS
LTl CEITITAT T AT TANT T T O T T T TACCTCaGE CTATHACE A TIT AT TARCACATOS
EIAGT AT TACRECEETTTTATTAT TAMT T O A0 (=TT T TAGC TR EECTATACA L TIT AT TR CACATIE
GIAGTAATTACAGCTATTTTATTAT TATTATCCCTAC CTE T T T TAGC TGG5 CT AT TACAA PETTAT TAACRGATOS
EIAE TR T ARG TATITTATTAT TAT IR TC O CTAC CTE T T T TAGC TR CTAT TACAR DT TAT TARCACATIE
AATTACHGCERTTTTATTAT TARTINT CITAC CRGTTTTAGCTGGES

AT RCCTATTITATIBT TATTATCCCTACCIC T T T TAGCTEGECTATTACRATETTAT TARCAGATOS
ET AT AT TACRECTATT T TATTAT TAT IR T CCTAC CTE T T T TAGC TRl CTATTACAR TETTATTAACAGATCR
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Sekil 4.13. Sekans analizi yapilan Simulium izolatlarinin parsiyel mt-COI gen bdlgesine
gére nukleotid dizilimlerinin multiple alignmentlar
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Sekil 4.13'de gorllecegi Uzere mt-COl gen bdlgesine gore Simulium Wilhelmia
altsoyundaki turlere ait izolatlar arasinda korunmus bdlgelelerle birlikte (Bkz. 66-94;
141-169; 264-295; 461-490; 534-568 nikleotidler) tlrler arasinda ve tir iginde cesitli
nukleotid varyasyonlari belirlenmigtir. Mt-COl gen bolgesi filogenetik analiz
sonuglariyla, morfolojik ve kromozom analizi ile tir tayini yapilan larvalar
degerlendirilerek konfirmasyonlari yapiimistir. izolatlarin mt-COIl gen bdlgesine gore
Neighbor joining metodu (Kimura Two Parameter modeli) ile olusturulan filogenetik
agaci Sekil 4.14°de verilmistir. Filogenetik agacta gosterildigi gibi S. balcanicum ve S.
equinum izolatlari tek bir clusterda, S. lineatum izolatlari ise biri S. balcanicum
izolatlarina yakin olmak Uzere iki clusterda yer almiglardir. Bu sonuglara gére Simulium
Wilhelmia alt soyundaki tirlere ait izolatlarin mt-COIl gen bdlgesine gore grup ici ve
gruplar arasi farkliliklarinda; S. Wilhelmia balcanicum izolatlari arasinda %1,1+0,2, S.
Wilhelmia lineatum izolatlari arasinda %2,1+0,4; S. Wilhelmia equinum izolatlari
arasinda ise %0,9+0,3, farklik bulundugu tespit edilmistir. Bunun yaninda grup
farkhliklari incelendiginde S. Wilhelmia balcanicum ve S. Wilhelmia lineatum izolatlari
arasinda %2,61£0,5, S. Wilhelmia balcanicum ve S. Wilhelmia equinum izolatlari
arasinda %13,0£1,5, S. Wilhelmia lineatum ve S. Wilhelmia equinum izolatlari arasinda

ise %12,8+1,5 genetik farkhlik belirlenmigtir.
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Sekil 4.14. Simulium Wilhelmia altsoyundaki izolatlarinin parsiyel mt-COIl gen
bolgesine gore filogenetik iligkileri (Neighbour Joining-Kimura Two Parameter modeli).
Olgek gizgisi yerlesim yeri basina nikleotid degisimini gdstermektedir.
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4.3.2. ITS-2/28S gen bolgesi sekanslari ve filogenetik analizi

Simuliid larvalarindan izole edilen genomik DNA’larin ribozomal ITS2/28S gen bdlgesi
icin spesifik primerler ile parsiyel amplifikasyonlari sonucu agaroz jel Gzerinde de
yaklasik 430 bp (Sekil 4.15) blyuklikte DNA bantlari olustugu belirlenmistir. Uygun
konsantrasyondaki larva oOrneklerine ait amplikonlar jel pdarifiye edilmis ve
sekanslanmistir. Ayrica bazi larva ornekleri full dizilimlerin elde edilmesi amaciyla
klonlanmig ve plasmid eldesinden sonra sekanslanmiglardir. Bazi klonlanmis larva

orneklerine ait plasmidlerin restriksiyon enzimleri ile muamelesi sonrasi insert hedef

DNA boélgesinin jel Gzerinde gorinimleri Sekil 4.12°de verilmigtir.

Sekil 4.15. Simuliid larvalarinin complete ITS2 ve parsiyel 28S ribozomal gen
bolgesinin amplifikasyonu sonrasi bazi érneklerin jel elektroforezde gorunima. M:
Marker; 1: No DNA; 2,3: S. Wilhelmia lineatum; 4,5: S. Wilhelmia balcanicum

Complete ITS2/parsiyel 28S gen bdlgesi igin toplam 32 izolatin (NKS 1-32) ilgili sekans
analizleri yapilmis ve GenBank kayitlari gergeklestiriimistir. Filogenetik analizlere
ayrica Almanya, ingiltere ve iran orijinli Clemson Universitesinden gdnderilen ve
kromozom analizleri ile tur teshisleri yapilmis bazi larva ornekleri de sekanslanarak
dahil edilmigtir (Tablo 4.9).
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Tablo 4.9. Arastirma yoresinde ITS2-28S gen bdlgesine gore filogenetik analizi yapilan
izolatlarin dahil oldugu tir, izolasyon yeri, DNA izolasyon kaynaklari ile GenBank
aksesyon numaralari

. izolasyon DNA
Izolat Yer)i, izola_l_s_,ypn Tir Aksesyon No
orijini

NKS 1 Urgiip Larva S. Wilhelmia balcanicum KF163418
NKS 2 Urglip Larva S. Wilhelmia balcanicum KF163419
NKS 3 Glulsehir Larva S. Wilhelmia balcanicum KF163420
NKS 4 Gllsehir Larva SO Wilhelmia lineatum KF163421
NKS 5 Avanos Larva S. Wilhelmia lineatum KF163422
NKS 6 Glilsehir Larva S. Wilhelmia lineatum KF163423
NKS 7 Glilsehir Larva S. Wilhelmia lineatum KF163424
NKS 8 Glilsehir Pupa S. Wilhelmia balcanicum KF163425
NKS 9 Gllsehir Larva S. Wilhelmia lineatum KF163426
NKS 10 Avanos Larva S. Wilhelmia lineatum KF163427
NKS 11 Glilsehir Larva S. Wilhelmia balcanicum KF163428
NKS 12 Glilsehir Larva S. Wilhelmia balcanicum KF163429
NKS 13 Avanos Larva S. Wilhelmia lineatum KF163430
NKS 14 Urgiip Larva S. Wilhelmia lineatum KF163431
NKS 15 Gulsehir Larva S. Wilhelmia lineatum KF163432
NKS 16 Glilsehir Larva S. Wilhelmia balcanicum KF163433
NKS 17 Avanos Larva S. Wilhelmia lineatum KF163434
NKS 18 Urgiip Larva S. Wilhelmia balcanicum KF163435
NKS 19 Urgiip Larva S. Wilhelmia balcanicum KF990266
NKS 20 Glilsehir Larva S. Wilhelmia lineatum KF990267
NKS 21 Avanos Larva S. Wilhelmia balcanium KF990268
NKS 22 Gulsehir Larva S. Wilhelmia Olineatum KF990269
NKS 23 Urgiip Larva S. Wilhelmia balcanicum KF990270
NKS 24 Avanos Larva S. Wilhelmiallineatum KF990271
NKS 25 Gulsehir Larva S. Wilhelmia lineatum KF990272
NKS 26 Urgiip Larva S. Wilhelmia balcanicum KF990273
NKS 27 Avanos Larva S. Wilhelmia lineatum KF990274
NKS 28 Gulsehir Larva S. Wilhelmia balcanicum KF990275
NKS 29* Gulsehir Larva S. Wilhelmia lineatum KF990276
NKS 30* Gllsehir Larva S. Wilhelmia lineatum KF990277
NKS 31* Gllsehir Larva S. Wilhelmia balcanicum KF990278
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NKS 32* Glulsehir Larva S. Wilhelmia balcanicum KF990279
Germanyl Almanya Larva S. Wilhelmia lineatum KF163436
Germany?2 Almanya Larva S. Wilhelmia balcanicum KF163437
Germany4* Almanya Larva S. Wilhelmia lineatum KF990280
Germany5 Almanya Larva S. Wilhelmia balcanicum KF990281
Germany6* Almanya Larva S. Wilhelmia equinum KF990282
Germany7* Almanya Larva S. Wilhelmia equinum KF990283
Englandl ingiltere Larva S. Wilhelmia lineatum -

Iranianl* iran Larva S. Wilhelmia lineatum -

Iranian2* iran Larva S. Wilhelmia lineatum -

* Klonlanmis izolatlar

Complete ITS2/parsiyel 28S gen bodlgesi ydninden nikleotid dizileri belirlenen
Simulium izolatlar ile Almanya, Ingiltere ve iran’dan temin edilen izolatlarin niikleotid
kompozisyonlari Tablo 4.10'da, pairwise alignmentlari sonucu identiklik oranlari ise

Tablo 4.11’de verilmigtir.

Tablo 4.10. Multiple alignmentlari yapilan izolatlarin complete 1TS2/parsiyel 28S gen

bdlgesine gdre nikleotid kompozisyonlari

Toplam
izolat T (%) | C (%) | A (%) | G (%) | G+C (%) | A+T (%) | niikleoti

d sayisi
NKS32 36,4 | 15,0 | 33,2 | 155 30,5 69,5 407,0
NKS31 36,4 | 15,0 | 33,2 | 155 30,5 69,5 407,0
NKS30 36,1 | 14,7 | 334 | 157 30,5 69,5 407,0
NKS29 36,1 | 14,7 | 334 | 157 30,5 69,5 407,0
NKS28 36,1 | 14,1 | 343 | 154 29,6 70,4 382,0
NKS27 358 | 13,8 | 350 | 154 29,2 70,8 383,0
NKS26 359 | 14,1 | 346 | 154 29,4 70,6 384,0
NKS25 359 | 139 | 348 | 154 29,3 70,7 382,0
NKS24 359 | 139 | 348 | 154 29,3 70,7 382,0
NKS23 359 | 141 | 346 | 154 29,4 70,6 384,0
NKS22 358 | 13,8 | 350 | 154 29,2 70,8 383,0
NKS21 359 | 14,1 | 346 | 154 29,4 70,6 384,0
NKS20 36,4 | 13,6 | 345 | 155 29,1 70,9 354,0
NKS19 36,1 14,1 34,3 15,4 29,6 70,4 382,0
NKS18 36,1 14,1 34,3 15,4 29,6 70,4 382,0
NKS17 358 | 138 | 350 | 154 29,2 70,8 383,0
NKS16 359 | 14,1 | 346 | 154 29,4 70,6 384,0
NKS15 358 | 13,8 | 350 | 154 29,2 70,8 383,0
NKS14 36,0 | 139 | 346 | 155 29,4 70,6 381,0
NKS13 358 | 138 | 350 | 154 29,2 70,8 383,0
NKS12 36,1 | 14,1 | 343 | 154 29,6 70,4 382,0
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NKS11 359 | 141 | 346 | 154 29,4 70,6 384,0
NKS10 359 | 13,9 | 348 | 154 29,3 70,7 382,0
NKS9 358 | 13,8 | 350 | 154 29,2 70,8 383,0
NKS8 359 | 141 | 346 | 154 29,4 70,6 384,0
NKS7 358 | 13,8 | 35,0 | 154 29,2 70,8 383,0
NKS6 36,0 | 13,9 | 346 | 155 29,4 70,6 381,0
NKS5 357 | 138 | 352 | 154 29,2 70,8 384,0
NKS4 359 | 13,9 | 348 | 154 29,3 70,7 382,0
NKS3 36,0 | 141 | 345 | 154 29,5 70,5 383,0
NKS2 36,2 | 142 | 341 | 155 29,7 70,3 381,0
NKS1 359 | 141 | 346 | 154 29,4 70,6 384,0
Iranian2 36,1 | 14,7 | 33,7 | 155 30,2 69,8 407,0
[ranianl 36,1 | 14,7 | 339 | 152 30,0 70,0 407,0
Germany7 359 | 14,7 | 34,2 | 152 30,0 70,0 407,0
Germany6 36,1 | 145 | 34,2 | 152 29,7 70,3 407,0
Germany5 350 | 14,7 | 34,4 | 158 30,6 69,4 360,0
Germany4 36,5 | 14,8 | 333 | 155 30,3 69,7 406,0
Germany2 36,1 | 141 | 343 | 154 29,6 70,4 382,0
Germanyl 364 | 13,6 | 345 | 155 29,1 70,9 354,0
Englandl 36,2 | 13,7 | 34,3 | 159 29,5 70,5 315,0
Ortalama 36,4 | 15,0 | 33,2 | 155 29,6 70,4 384,4
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Tablo 4.11. Complete ITS2/parsiyel 28S gen bdlgesine gore incelenen izolatlarin pairwise alignmentlari sonucu identiklik oranlari
BEX FS ASD) SR NGB NS NEE O NSE O ONCM O NSE 3D RGO NGY NGE NGB NSO NSE WSS W34 NS O NGD MGH NS RS NS NS ONSE ONMSS O NSE O NSI W NEl Imel D! Gewany GewensS GowemS Gewanyd Gemen Gevayl Engamdl

L5 % | BO% | E0S I | B[ IES (A% W% 0% ) 0% | 0% | NN | 0% | 0 X% | IS | AN A% % 0% | W% | BO% | RIS I0R BN (3% (A% AR 0% 0% | 0% | BO% | RO | NEG | TN % A% M A% 895
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Sekans analizi yapilan izolatlar ile Aimanya, ingiltere ve iran Simulium izolatlarinin, complete

ITS2/parsiyel 28S gen bdlgelerinin multiple alingmentlari ve nikleotid kiyaslamalari Sekil

4.16’da gosterilmistir.
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i v ¥ % bl
Do 1, NKBXT '{TGMCGCATATC‘GCACTT TTTITATSCTATTTAGTSAGAATSGCT IGAGGTICATATGS
e 2 NE3) TYSAACGCATAYCGCACEY TTY AT CC TATTIAGTTAGAATGGCTEGAGGTTICATATGE
0% 3, N®S30 TVCAARCGCATATCGCACTT TTITATIC TATTTIAGT TAGAATGGCTYGAGGTTICATATGG
0v 4 N¥S29 TTGAACGCATATYOGCACTY TTIPAI S CTAT T TAGTTAGAATGGCTYGAGGTTCATATCG
O» 5 NeSH TITATTCTATTIAGTTAGAATGGCTYGAGGTTCATATGG
O 6 NCS27 TIrAT Y CTAT TIAGTRAGAATCGC I RGAGOTICATATEG
o 7, NKS28 TIYATTICTATTTIAGTTAGAATGGCTYIGAGGTICATATGSG
v 8 N¥S2S TI AT T AT T TAG TP AGAATGGOTIGAGGTTCATATGG
e 9 MM TITATYCTATTIAGT TAG TCGCTEGAGGTTICATATGS
0o 10 NS TYTATSCTAYTIAGTRALL GGEUTIGAGGTTICATATGSG
D 11, NKE22 TITATTICTATTTAGTTA SGCTYCAGGTICATATGG
O 12 NKEIT TTITATVTCTATTTAGTTA GEOTTGAGGTTICATATRG
v 1), M50 TITATYCTATTTAGTTA yACTIGAGGTTCATATGE
e 14 NrB1S TYTATYCTAYTTTIAGTRAG CTTGAGGTTICATATEE
Do 15 NKE1S TITATTCTATTTAGTTA CTTGAGGTTCATATGG
Do 16, MKENT TITATTCTATTTIAGCTTA CTTCAGGTTICATATCS
v 17 NKS16 TITATICTATTIAGTRAG CTTGAGGTTICATATEG
Oo 18, NSTS TICATYCTATTYIAGT A CTYGAGGTTICATATGE:G
e 19 NKETS TITATTCTATTTIAGTTA CTTGAGGTTCATATGG
Do 20 NMELI TITATTCTATTTAGTTA CTTGAGGTTCATATLG
D 1. N2 TITATTCTATTIAGTTAGAATGGCTIGAGGTTICATATGG
D 22 NS TIPATYCTATTTAGTRAGAATGSCT2GAGGTICATATES
% 23 NKSIC TIrAT S CTAT TTAGTTAGAATOGCTEGAGGTTICATATGG
D+ 24 NMES TIVATTOTATTIAGCGTTACAATGGCTIGAGGTTCATATGG
0w 25 NeSH TTTATTCTATTTAGTY TeRAGGTICATATEG
0w 28 NeS? TETATYCTAYTTAGTRA TCAGGTTCATAYGG
e 27 NS TTTATTICTATTTAGTSA TTGAGGTICATATGG
v 28, NKES TTYATTCTATTTACTTA TTGAGGTICATATLG
bg.w TITATYCTATTTAGTTA TYGAGSTTCATATEG
Oe 30, NMSY TITATYCTATTTIAGTRA TEGAGGTTCATATGG
O 31 NKE2 TITATTCTATTIAGTTAG TTGAGGTTCATATGG
e 32 NVEY TITATTCTATTTAGTYTA TYGAGGTTICATATEG
v 33 anian2 TYGAACGCA TTTITATYCTATTTAGTTA TIGAGGTTICATATGG
O» 34, (ranian? TYGAACGCA ETTYITATRCTATTTAGTRZA CTYGAGGTTICATATGEG
0% 34 Germany? TTGAACLCA TTYTZTAT TATTTAGTTA TYGAGGTTICATATGS
O+ 36, Cermany? TTGAACGCAT TTTTITAT TATTTIAGTTA TTGAGGTTCATATGG
0w 37 Carmans . TTGAGGTICATATLG
O» 39 Germanmd TYGAACGCATATLOGTAC ITTITAT TATTTAGTRAG DT T GAGGTTICATAT LG
% 39. Germany2 TTTAT TATT'IAGT?AGAATGGCT?GAGGT'!CATATGG
D» 40, Garmany! TITAT TATTTAGTTACAATCCCTITCAGGTTCATATCG
v 41 Englanat GHROTTGAGGTTCATATGS

W ] ? UL ™

Do | NGB TIGACTGC T ATAAT T TATCAATAGAACTGITC I T PCSCAAGAAAGACGTACGTERCAACTATGAG
v 2 NEB31 TEGAG TG IATAAT TIATCAATAGAACTEC I YU TR TCGCAAGAAAGACGTACGTS ICAACTAYGAG
v 3 NeS30 TTGASTGCTATAATTTATC ATAGAAL.YG'IT(.‘TTTC‘GL.kAGAAAGACGTACGTGT\;‘AAI‘TAT‘;AG
e 4 NS29 TTGAGIGCIATAATTTATCAATAGAACTCITU TP TCGLAAGAAAGACGTACGTLCICAACTARGAG
Do 5 NS28 TIGAGIGCIATAAT T IATCAATAGAACTGITCTIYTCGCAAGAAAGACGTACGTGYCAACTATGAG
e 6, NKE2T TIGAGT G T ATAAT TTATCAATAGAACTGITC TS TCGCAAGAAAGACGTACGTGTCAACTARGAG
0o 7 MMB26 TTIGAGTGCTATAATTIATE AT:\GAAL TEITC TP TCGCAAGAAAGACGTACGTGICAACTATGAG
Do § NwS23 T GAGEGU AT AAT T IATCAATAGAAC TG PCTYTCGLAAGAAAGACGTACGTGICAACTAYGAG
D 9. NKS24 TIGAGTGC TATAAT TTATCAATACAACTLEITC T TCGCAAGAAAGACGTACGTGTCAACTATGAG
Do 10 NK523 TIGAGYGCTATAATTIATCAATAGAACTGTITET T TCGCAAGARAAGACGTACGTGTCAACTATGAS
Do 11 S22 TrGAGTIGURATAATTIATCAATAGAACTETIPCTYTCGCAAGAAAGACGTACGTGYCAACTATGAG
e 12 NME TIGAGTIGEIATAAT TIATCAATAGCAACTGITCTI T TCGCAAGARAGACGTACGTSICAACTATGAG
¢ 13 NK520 Tl GAGT GC T ATAAT T T AT CAATAGAACTC I T T T TCCCAAGAAAGACGTACGTCYCAACTATGAG
De 14 ST TTGAGYGUTATAATTTATCAATAGAACTGITCT CAAGAAAGACGTACGTGICAACTATGAG
(e 15, NeS1E TIGAGEGLTATAAT TIATCAATAGAACTGITU TYICGUAAGARAAGACGTACSTGYCAACTARGASG
e 16 NKBIT Tl ARG IATAATTIATCAATAGAACTCTITC TP TCGCAAGAAACACGTACGTLERCAACTATGAG
e 17 NKE16 TIGAGTIGU T ATAAT T TATCAATAGAACTGITC TS TCGCAAGAARAGACGTACGTGTICAACTATGAG
0o 18 NKELS Tl GAGIGL AT AAT T I ATCAATAGAACYCR LT e YCGLAACGRAAGACGTACGTGCRCAACTAZGAG
D+ 19 NMS14 'I'!GAG?GC7ATAAI‘TTAT¢AATAC:\ACTG!T.'C’!'ITC-‘CAACAAAFACGTACGTG'.":‘AACTA?GAG
DH.W; TIGAGTIGC I ATAAT T IATCAATAGAACTCTITCTYTCGCAAGAAAGACGTACGTGETCAACTATGAG
Do 21, NKEY TEGAGEGOTATAATTIATCAATAGAACTGIPL PP TCGCAAGAAAGALCGTACGTIGYCAACTATGAG
e 22.NMS11 TIGAGTGCIATAATTZATCAATAGAACTGTITCTYTCGCAAGAAAGACGTACGTGECAACTATGAG
Dv 23, NKB10 T GACT G A TAAT T TAT CAATAGAACTEITUTYTCGLAAGAAAGACGTACGTCITAACTATGAG
Do 24 NS5 TIGAGEGC PATAAT T TATCAATAGAACTGITC T T TCGCAAGAAABACGTACGTCICAACTATGAG
0> 24 NMES TIGAGTIGE IATAAT TIATCAATAGAACTE I YU TR TCGCAAGAAAGACGTACGTS PCAACTAYGAG
v 26, NME? Tl GAG TGO TIATAAT T TATCAATAGAACTGTITOTTTCGOAAGAAAGACGTACGTGICAACTATGAG
bﬁ?,“ TIGAGTGCTATAATTTIATCAATAGAACTGTYS TCOGCAAGAAAGACGTACGTLCICAACTATGAG
o+ 28 TTIGAGIGCTATAATTTIATCAATAGAACTGTY TCOCAAGAAAGACGTACGTGYCAACTARGAG
e 29 hKE4 TIGAGTCCTATAATTTATCAATAGAACTGTT TCGCAAGAAAGACGTACGTGTCAACTATGCAG
Do 30 NKS3 TTIGAGTGCTATAATTIATE AT:\':AAC?G'!T TCGCAAGAAAGACGTACGTGICAACTATGAG
Do 31, NMS2 TYGAGRGCYATAATTIATLCAATAGAALTGTITC TCGCAAGAAAGACGTACGTGICAACTAYGAG
0 32 hxB TICAGTEGCTATAATTTIATCAATACAACTETY TCGTAAGAAAGACGTACGTGTYCAACTATGAG
e 30 iranian2 TIGAGRGCTATAATTIATCAATAGAACTGTY TCGCAAGARAAGACGTACGTGTICAACTATGAG
Ov 34 {ranian) TIGAG?GCRATAATTZATCAATAGAACTEEYD TCGCAAGAAAGACGTACGTGICAACTAY G
e 35 Germany? TICGAGTGCZATAATTIATC TA-;A.ACTL?!‘ TCGCAAGARAGACGTACGTGRZCAACTAY G
Do 38 Garmanye TIGAGTGCTATAATTTIATC TAGAACTECTY TCGCAAGAAAGACGTACGETCYCAACTAT (=
Do 37, Garmanms TTGAGYGCTATAATTIATC TAGAACTGITC TCGTAAGAAAGACGTACSTGICAACTATGAG
e 38. Germanyd TIGAGL2GCTATAATTIATCAATAGAACTGTY TCGUAAGAAAGALCGTACGTGYCAACTARGAG
D+ 3G, Garmany2 TTIGAGTGCTIATAATTIATCAATAGAACTCTT TCGCAAGAAAGACGTACGTGRCAACTATGAG
D+ 40, Garmany? TIGAGTGUTATAATTTATCAATAGAATTGTT TCGCAAGAAAGACGTACGTGTICAACTATGAG
= &1 Enpgland! T2GAGIGUTATAATTIATCAATAGAACTG2YC ICOLAAGAAAGATUGTACGTGRCAACTATGAG
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= 1_NK532 ACTTGETECAATCAACGECCAAGACTCATATTTGATIAAATCACGAGATATGACTC
I= 2 NESN ACTIGTGCRAATCAACGEC CAAGACTCATATTTGATTAAARCACGAGATATGACEC
I 3 NKS30 C % CGAGATATGACEC
= 4 NES29 GAGATATGACEC
I» 5 NKS28 GAGATATGACTC
o= b NKS2T ACTTIGTEC ITCACGAGATATGACIC
= 7_NKS26 ACTIGTGEC TCACGAGATATGACEC
I B NKS25 ACTTIGTGEC C Gﬁ_.,—hl‘..!-_'IGﬁ_CEC
I» 0 NES22 ACTTSTGEC P}-TCE '"GG CE..—--,:“C'ICE'IATT'IGET'I“JAEC GAGATATGACEC
I 10 NES23 CAATCAACGGCCAAGACTCATATTTGATTAAATCA GP FATATGACTC
= 11_NKS22 AARTCAACGECCAAGACTCATATTTIGATTIAAATCACGAGATATGACEC
= 12 NES21 AARTCAACGECCAAGACTCATATTIGATTIAAARCACGAGATATGACEC
= 13 NES2D ARTCAACGECCAAGACTCATATTIGATTAAARCACGAGATATGACEC
o= 14 NES19 AATCAACGECCAAGACTCATATTTGATTAAATC GAGATATGACEC
I 15 NES1B AARTCAACGGCCAAGACTCATATTIGATTAAATCACGAGATATGACTEC
D= 16 NKS1T CAATCAACGECCAAGACTCATATTTIGATTIAAATCACGAGATATGACTEC
D= 17_NKES16 ACTTGTCCAATCAA “GG CA JECTCA'I-’;I‘T'IGET'IE'JAEC GAGATATGACEC
= 18 NES15 ACTIGTGCAATCAACGECCAAGACTCATATTTGATTAAARCACGAGATATGACEC
= 10 NES14 ACTTGTGCAATCAAR "GG CAAGACTCATATTTGATTAAATC GAGATATGACEC
o= 20 NES13 ACTTIGTGCAATCAACGECCAAGACTCATATTTGATIAAATCACGAGATATGACEC
D= 1_NKS12 ACTTIGTGECRATCAACGECCAAGACTCATATTTGATTIAAATCACGAGATATGACTIC
D= 22 NES11 CAARTCAACGECCAAGACTCATATTTIGATTAAARCACGAGATATGACEC
= 23 NES1D AARTCAACGECCAAGAC TCATATTTGATTAAARCACGAGATATGACEC
= 24 NESO AATCAACGECCAAGACTCATATTTGATTAAARCACGAGATATGACEC
o= 25 NKSB ACTTIGTGCAATCAACGECCAAGACTCATATTTGATIAAATCACGAGATATGACEC
I» 26 NEST ACTTGTGCRAATCAACGGCCAAGACTCATATTTGATTIAAATCACGAGATATGACEC
D= 27_NKSG ACTIGTGCRAATCAACGECCAAGACTCATATTTGATTIAAATCACGAGATATGACTIC
= 2B NKS5 ACTIGTGCAATCAACGECCAAGACTCATATTTGATTAAARCACGAGATATGACEC
I» 20 NK52 ACTTGTGCAATCAACGGCCAAGACTCATATTTGATTAAARCACCAGATATGACEC
o= 30 NKES3 ACTTIGTGCAATCAACGECCAAGACTCATATTTGATIAAATCACGAGATATGACEC
I 31_NKS2 ACTTGTGC "}-TCE'“GG CAAGACTCATATTTGATTIAAATCACGAGATATGACTC
D= 32 NES1 ACTIGTGCRAATCAACGECCAAGACTCATATTTGATTIAAATCACGAGATATGACTIC
B+ 33 lraniznl CARTCAACGECCAAGACTCATATTTIGATTAAARCACGAGATATGACEC
&= 34 laniznd AATCAACGECCAAGACTCATATTTGATTAAARCACGAGATATGACEC
I 35 GemsanyT BATEAACGECCAAGACTIMATATTTGATTAAATCACGAGATATGACEC
I 36 Gemamyb BATEAACGECCAAGACTIATATTTGATTAAATCACGAGATATGACTEC
e 37 Gemanyh AATCAACGECCAAGACTCATATTTIGATTAAATCACGAGATATGACTEC
I+ 3B Gemanyd AARTCAACGECCAAGACTCATATTIGATTAAARCACGAGATATGACEC
I+ 30 Gemany? ACTIGTGCRAATCAACGECCAAGACTCATATTTGATTIAAARCACGAGATATGACEC
b 40 Gemanyl ACTTIGTGCAATCAACGECCAAGACTCATATTTGATIAAATCACGAGATATGACEC
I+ 41_Emglandi ACTTGTGCRAATCAACGGCCAAGACTCATATTTGATTIAAATCACGAGATATGACICA

ﬂ.ﬂ a7 ™ = = = ™
I 1_NESI2 AATTTATCATAA "I‘T S CTTATGCTAGCCTATPTEACATITTATATGATACTATCATITCTIAATY
D= 2 NESN AATTTATCARAACTTGC T TAT GG IAGCC TAT P TGACATITTATATGATACTATCATTITICTIAATY
I» 3 NESI0 ARTTTATCATEREE "I‘TCCI‘TAEL—-GT.GCCI‘F-_'IEI‘G.-‘-';CFL'IEI‘TAE,@TGP.TA:TFTC“TTTC'I'IPJI_'IE
I L NE529 AATTTATCATAA "I‘T e T TATGGTAGCC TAT P TGACATITTATATGATACTATCATTITCTTIAATY
= 5 NKS28 ARTTTATCATAACTTGCTTATGEIAGCCTAT I TCACATETTATATGATACTATCATTIICTIAATYE
= 6. NESIT }-AI‘T'IRI‘[.'AI‘EF-_CI‘TC—CI‘TAEGGT.".GCCI‘F-.'IEI‘G.&C&'IEI‘TAEJLTGPTASTFTC,‘LTTTCTTRF_'IE
D= 7_NES26 AATTTATCARAACTTGC T TATGGIAGCC TAT P TCGACATITTATATGATACTATCATTITICTIAATY
I» B_NES25 AR T TAT AT R AT T T TAT G TGO CTAT P TEACAT I TTATATGATACTATCATTITCTIRATTY
I 0 NK524 AATTTATCAPAACTTGC T TATGGTAGCC TAT P TGACATITTATATGATACTATCATTITCTTIAATY
D= 10 NKS23 ARTTTATCATAACTTGCTTATGEIAGCCTAT I TCACATETTATATGATACTATCATTIICTIAATYE
I+ 11_NK522 AATTTATCATAA "I‘T ST TATGGTAGCC TAT P TEGACATTTTATATGATACTATCATTITCTTIAATY
D 12 HKS21 AATTTATCARAACTTGC T TATGGIAGCC TAT P TCGACATITTATATGATACTATCATTITICTIAATY
I 13 NK520 }-AI‘T'Iﬁ.I‘CnI‘ﬁ.A"‘I‘T"'""I‘TAEL—-G'I?‘GCCI‘ATEI‘G&C,E'IETTAE,ETGPTA:TFTC“TTT"'I'IPJI_'IE
D= 14 NES19 AATTTATCAPAACTTGC T TATGGTAGCC TAT P TGACATITTATATGATACTATCATTITCTTIAATY
D= 15 NKS1R ARTTTATCATAACTTGCTTATGEIAGCCTAT I TCACATETTATATGATACTATCATTIICTIAATYE
O 16 NKS1T AATTTATCATAACTTGC T TAT GG TAGCC TAT P TCGACAT I TTATATGATACTATCATTITCTTIAATY
D= 17_NES16 AATTTATCARAACTTGC T TATGGIAGCC TAT P TCGACATITTATATGATACTATCATTITICTIAATY
I 1B NK515 AR T TAT AT R AT T T TAT G TGO CTAT P TEACAT I TTATATGATACTATCATTITCTIRATTY
D= 10 MES12 AATTTATCAPAACTTGC T TATGGTAGCC TAT P TGACATITTATATGATACTATCATTITCTTIAATY
D= 20 NKES13 ARTTTATCATAACTTGCTTATGEIAGCCTAT I TCACATETTATATGATACTATCATTIICTIAATYE
I M_NK512 AATTTATCATAACTTGC T TAT GG TAGCC TAT P TCGACAT I TTATATGATACTATCATTITCTTIAATY
D= 22 HEST1 AATTTATCARAACTTGC T TATGGIAGCC TAT P TCGACATITTATATGATACTATCATTITICTIAATY
I 23 NKS10 AR T TAT AT R AT T T TAT G TGO CTAT P TEACAT I TTATATGATACTATCATTITCTIRATTY
D= 24 NESS AATTTATCAPAACTTGC T TATGGTAGCC TAT P TGACATITTATATGATACTATCATTITCTTIAATY
= 25 NKSH ARTTTATCATAACTTGCTTATGEIAGCCTAT I TCACATETTATATGATACTATCATTIICTIAATYE
e 26 NKST AATTTATCATAACTTGC T TAT GG TAGCC TAT P TCGACAT I TTATATGATACTATCATTITCTTIAATY
I 27_NKSE AATTTATCARAACTTGC T TATGGIAGCC TAT P TCGACATITTATATGATACTATCATTITICTIAATY
I» 2B NK35 AR T TAT AT R AT T T TAT G TGO CTAT P TEACAT I TTATATGATACTATCATTITCTIRATTY
D= 20 NKS4 AATTTATCAPAACTTGC T TATGGTAGCC TAT P TGACATITTATATGATACTATCATTITCTTIAATY
D= 30 NKS3 ARTTTATCATAACTTGCTTATGEIAGCCTAT I TCACATETTATATGATACTATCATTIICTIAATYE
I 31_NK52 AATTTATCATAACTTGC T TAT GG TAGCC TAT P TCGACAT I TTATATGATACTATCATTITCTTIAATY
D= 32 NHES1 AATTTATCARAACTTGC T TATGGIAGCC TAT P TCGACATITTATATGATACTATCATTITICTIAATY
= 33 lraniznl AR T TAT AT R AT T T TAT G TGO CTAT P TEACAT I TTATATGATACTATCATTITCTIRATTY
I+ 34 Iraniznd AATTTATCAPAACTTGC T TATGGTAGCC TAT P TGACATITTATATGATACTATCATTITCTTIAATY
e 35 GemanyT ARTTTATCATAACTTGCTTATGEIAGCCTAT I TCACATETTATATGATACTATCATTIICTIAATYE
I+ 36 Gemmznyd AATTTATCATAACTTGC T TAT GG TAGCC TAT P TCGACAT I TTATATGATACTATCATTITCTTIAATY
e 37_Gemenys AATTTATCARAACTTGC T TATGGIAGCC TAT P TCGACATITTATATGATACTATCATTITICTIAATY
= 3B Gemmanyd AR T TAT AT R AT T T TAT G TGO CTAT P TEACAT I TTATATGATACTATCATTITCTIRATTY
I 30 Gemmamy? #%I‘T'I.KI‘[.‘AI‘EF-.CI‘TC—CI‘TATGGT.".GCCI‘FT TGACATTITTATATGATACTATCATTITCTTIAATT
e 40 Gemanyl ARTTTATCATAACTTGCTTATGEIAGCCTAT I TCACATETTATATGATACTATCATTIICTIAATYE
B+ 41 Englandi }-AI‘T'IhI‘[.'nI‘EF-"I‘T T TA TG TAGCC TAT P TEGACAT T TTATATGATACTATCATTITCTTIAATY
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!'l‘l'l HJ ﬂlb KQ
Dk 1 32 GTARATETCIATATCTGOAPTATAATACAATATG TAAGTCAATTIAAR
bk 7 NS GTARATETCIATATCTGGATTATAATACAATATG TCAATTTAAA
bk 3. NS0 GTABAT TCIATATGTGCATTATAAT TATG TCAATTTAAA
bk 4 NETS CTABAT-TCIATATGTGGATTATAATACAATATG TCAATTTAAA
Dk 5 NHS2E CTARATETCIATATCTGGATTATAATACAATATG TCAATTTAAA
B . MEIT CTABAT- TCIATATGTGGATTATAATACAATATG TCAATTTAAA
Dk 7. NHE2E CTARATETCIATATCTGGATTATAATACAATATG TCAATTTAAA
bk . NS5 CTABAT TGIATATGTGGATTATAATACAATATG TCAATTTAAA
T CTABAT-TCIATATGTGGATTATAATACAATATG TCAATTTAAA
Bk 111, K523 GTARATHTGIATATGIGCATTATAAT TATG TCAATTTAAA
bk 11 HMEDD GTABAT TCIATATGTGGA ATACAATATGTCAA TCAATTTAAA
Bk 12 NS GTAAATETGIATATCTGEATTA um TACAATATGTCAA T GGGTGM!MGECJ&ATT!&!LR
bk 13, K52 GTABRAT-TGIATATGTGCATTATAATACAATATGTCAA BAGTCAATTTAAA
Bk 14 NK514 CTARATETCIATATCTGCATTATAATACAATATGTC TCAATTTAAA
D 15 NKSHA GTARATHTGIATATCIGEAT TACAATATGTC TCAATTTAAA
B 16, W57 GTABAT TEIATATGTGGA TACAATATGTC TCAATTTAAA
Bk 17, NeSH6 GTAM'III‘E—TP:T:‘.I‘G'IGGnZ TACAATATGTC TCAATTTAAA
B+ 18, HK515 GTARAT- TGIATATGTGGAT TACAATATGTC TCAATTTAAA
b+ 19, K514 GTARAT TGIATATGTGGAT TACAATATGTC TCAATTTAAA
B+ 20, W51 GTARAT-TGIATATGTGGAT TACAATATGTC TCAATTTAAA
Bk . NKSH2 GTARATETCIATATGTGEAT TACAATATGTC TCAATTTAAA
Bk 22 NeSH GTARATETGIATATGTGEAT TACAATATGTC TCAATTTAAA
b+ 73, S0 GTARAT- TGIATATGTGGAT TACAATATGTC TCAATTTAAA
b+ 74, K53 GTARAT-TGIATATGTGGAT TACAATATGTC TCAATTTAAA
Dk 25 NG GTARATETCIATATGTGEAT TACAATATGTC TCAATTTAAA
b+ 6. WK5T GTARAT- TGIATATGTGGAT TACAATATGTC TCAATTTAAA
b+ 17, W55 GTARAT TGIATATGTGGAT TACAATATGTC TCAATTTAAA
b+ 74, W55 GTARAT TGIATATGTGGAT TACAATATGTC TCAATTTAAA
b+ 79, W54 GTARAT- TGIATATGTGGAT TACAATATGTC TCAATTTAAA
b+ 30 NEE3 GTARATETCIATATGTGEAT TACAATATGTC TCAATTTAAA
Bk 3. N2 GTARATETCIATATGTGEAT TACAATATGTC TCAATTTAAA
B+ 32 NS GTARATETCIATATGTGEAT TACAATATGTC TCAATTTAAA
B+ 33, Iranian2 GTARAT- TGIATATGTGGAT TACAATATGTC TCAATTTAAA
B+ 34.Iraniant GTARAT TCIATATGTGGAT TACAATATGTC TCAATTTAAA
B 35, GamanyT GTARAT TCEATATCIMCAT ATATGTC TCAATTTAAA
B+ 36, Gamanys GTARAT TCEATATCINCAT TECAATATGTC TCAATTTAAA
Bk 37, Gamanys GTARATETCTATATGTGEAT TACAATATGTC TCAATTTAAA
b+ 39, Gemanyd GTARAT-TGIATATGTGGAT TACAATATGTC TCAATTTAAA
B 39, Gamany? CTARATETCIATATGTGEAT TACAATATGTC TCAATTTAAA
B+ 41 Gmany] GTAAAT- TGIATATGTGGAT TACAATATGTC TCAATTZAAA
b+ 41 Engiand! GTAAAT- TGIATATGTGGAT TACAATATGTC
b+ 1 WKS32 "l"'i'iI‘G'IﬁT'ITGnP.I‘A"EE'IﬁTAU-_'II‘ﬁ'I_hU ; ACCCC AT
D+ T NKS3 PCAATGTATTTGAATATACTATARATTATAC ATGTGAGACTACCCCCTGAAT
O+ 3, MKS30 "-mnrs'zﬁT'Ianp.rA"ﬁ.c'ls-Ta...h.'Im'm" ATGTGAGACTACCCCCTGAAT
O 4, MKS2S PCAATGTATTTCAATATACTATARATIATAC ATCTGAGACTACCCCOTGAAT
[e 5 MKSTE FEAATGIATTTGAATATACTATARATTATA ATGTGAGACTACCCCCTGAAT
b+ 6 MKSTT PCAATCTATTTGAATATACTATARATEATAC FCATGTEAGACTACCCCCTGAAT
b+ 7. MKS26 PCAATGTATTTGAATATACTATARATFATAC BCAPCTGAGACTACCCCCTGAAT
D+ & MKS25 PCAATGIATTTGAATATACTATARATEATA ATGTGAGACTACCCCCTGAAT
b+ 3, MKS24 PCAATGIATTTCAATATACTATARATEATA ATGTGAGACTACCCCCTGAAT
O 11, MKEI3 PCAATGTIATTTCAATATACTATAAA ATGTGAGACTACCCCCTGAAT
D 11, MKET2 PCAATCTIATTTGAATATACTATARA TGTG GRAT
b 12 MBCEH PCAATCTIATTTGAATATACTATARA T
b+ 13, MKE20 PCAATGIATTTGAATATACTATAAA
D+ 14, MKE1S PCAATGIATTTGAATATACTATARA T
b 15, MKE13 PCAATGIATTTCAATATACTATARA T
O 15, MKE1T PCAATGTIATTTCAATATACTATAAA A T
D 17 ME16 PCAATCTIATTTGAATATACTATARA A ACF T
D+ 14, MKE1S PCAATCTIATTTGAATATACTATARA AGCCTCAACEC i C T
O 19, iS4 PCAATGIATTTGAATATACTATAAA AGCCTCAACTCATGTGAGACTACCCCCTGAAT
O+ 70 MiE13 PCAATGIATTTGAATATACTATARA AGCCTCAACTCATGTGAGACTACCCCCTGAAT
b+ T, MKE12 PCAATGIATTTCAATATACTATARA AGCCTCAACTCATGTGAGACTACCCCCTGAAT
b+ 77 WS T TCAATGTATTTGAATATACTATARA AGCCTCAACTCATGTG ccoc T
De 13, S0 PCAATCTIATTTGAATATACTATARA AGCCTCAACTCATGTGARG c T
O+ 74, HKSS PCAATGTIATTTGAATATACTATAAA AGCCTCAACTCATGTGAGACTACCCCCTGAAT
[+ 75 MKSS PCAATGIATTTGAATATACTATAAA AGCCTCAACTCATGTGAGACTACCCCCTGAAT
[+ 76, MKET PCAATGIATTTGAATATACTATARA AGCCTCAACTCATGTGAGACTACCCCCTGRAT
b 27, NKS5 PCAATGIATTTCAATATACTATARA AGCCTCAACTCATGTGAGACTACCCCCTGAAT
[+ 74, MKES TCAATGTATTTGAATATACTATARA AGCCTCAACTCATGTGAGACTACCCCCTGRAT
[ 74, MME4 PCAATCTIATTTGAATATACTATARA AGCCTCAACICATGTGACACTACCCCCTGRAT
O+ 30, HKE3 PCAATGTIATTTGAATATACTATAAA AGCCTCAACTCATGTGACGACTACCCCOTEAAT
o+ 31 MKE2 PCAATGIATTTGAATATACTATAAA AGCCTC MJLA"FT- AGACTACCCCCTGAAT
b+ 32 WS PCAATGIATTTGAATATACTATARA AGCCTCAACTCATGTGAGACTACCCCCTGAAT
b+ 33, Irznian2 PCAATGIATTTCAATATACTATARA AGCCTCAACTCATCTGACACTACCCCOTGAAT
[+ 34, Irzniant TCAATGTATTTGAATATACTATARA AGCCTCAACTCATGTGAGACTACCCCCTGRAT
[ 35 GermanyT PCAATCTIATTTGAATATACTATARA AGCCTCAACECA C T
O+ 36, Germanys PCAATGTIATTTGAATATACTATAAA AGCCTCAACT T
[+ 37 Gemanys PCAATGIATTTGAATATACTATAAA AGCCTCAACTCATGTG ﬁGnCTnCLE'"I.,'I- T
b+ 34, Germanyd PCAATGIATTTGAATATACTATARA AGCCTCAACTCATGTGAGACTACCCCCTGAAT
b+ 39, GemanyZ PCAATGIATTTCAATATACTATAAA AGCCTCAACTCATGTGAGACTACCCCCTGAAT
b 40 Germanyl PCAATCTIATTTGAATATACTATARA ACCCTCAACPCATGTGAGACTAC
[e 41 Englandi PCARTCTIATTTGAATATACTATARA AECCTC
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Sekil 4.16. Sekans analizi yapilan Simulium izolatlarinin complete ITS2/parsiyel 28S gen
bolgesine gore nukleotid dizilimlerinin multiple alignmentlari

Sekil 4.16’da goérilecegi Uzere complete ITS-2 gen bdlgesine gére Simulium Wilhelmia
altsoyundaki turlere ait izolatlarin 6zellikle tir icinde olma Uzere homolojilerinin mt-COI gen
bdlgesine gore daha ylksek oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda tirler arasinda nukleotid
varyasyonlarinin en yuksek 267-311. bazlar arasinda goruldugu saptanmistir. S. balcanicum
izolatlarinda 267. nikleotidde thymine insertli, 300. bazda adenine delesyonu ve 311.
nukleotidde cytosine degisimi; S. lineatum NKS30 izolatinda 230. bazda guanine, Iranian1
izolatinda 128. bazda adenine degdisimi, Germany4 ve England1 izolatlarinda 311. bazda
thymine degisimi; S. equinum izolatlarinda 128., 270., 277., 302. bazlarda adenine, 142.,
156., 301 bazlarda thymine, 287. bazda guanine ve 307. bazda cytosine degisimi
belirlenmigtir. Ayrica S. equinum Germany7 izolatinin 95. bazinda cytosine varyasyonu
gérulmistur. incelenen izolatlarin ITS-2 gen bélgesine gére Neighbor joining metodu (Kimura
Two Parameter modeli) ile olusturulan filogenetik agaci Sekil 4.17'de verilmigtir. Filogenetik
agacta gosterildigi gibi S. balcanicum ve S. equinum izolatlari tek bir clusterda, S. lineatum
izolatlari ise biri S. balcanicum izolatlarina yakin olmak Gzere Ug¢ clusterda yer almiglardir.
Almanya ve ingiltere’den analizlere dahil edilen Germany4 ve Englandl izolatlari ilgili gen
bdlgesine gore S. balcanicum izolatlarina yakin bulunurken, NKS S. lineatum izolatlarinin
timu 2. clusterda, Iranian 1 izolatinin ise diger S. lineatum izolatlarina daha uzak 3. clusterda

yerlesim gosterdigi belirlenmistir.
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9t Germany5
Germany2
NKS12

NKS18

NKS19

NKS28

NKS3

63 NKS1 S. balcanicum
NKS8
NKS11
21| NKS16
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60
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Germany4
—L S. lineatum

51 - England1l
NKS29 ]
NKS30

17 ], Iranian2

NKS5
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24| NKS9
NKS13
HNKS15
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NKS22 S. lineatum
NKS27
NKS4
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NKS25
NKS14
NKS6
NKS20

18

64

42

Germany1l

Iranianl J's. lineatum

— Germany7
S. equinum

99 | Germany6

0.002

Sekil 4.17. Simulium izolatlarinin complete ITS2 ve parsiyel 28S gen bolgesine gore
filogenetik iligkileri (Neighbour Joining — Kimura Two Parameter modeli). Olgcek cizgisi
yerlesim yeri bagina nukleotid degisimini gostermektedir.
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Bu sonuglara gére Simulium Wilhelmia alt soyundaki turlere ait izolatlarin 1TS-2 gen
bdlgesine gore grup igi ve gruplar arasi farkliliklarinda; S. Wilhelmia balcanicum izolatlarinin
%100 homoloji gosterdigi, S. Wilhelmia lineatum izolatlar arasinda %0,1+0,1, S. Wilhelmia
equinum izolatlari arasinda ise %0,2+0,2, farklilik bulundugu tespit edilmistir. Bunun yaninda
grup farkhliklari incelendiginde S. Wilhelmia balcanicum ve S. Wilhelmia lineatum izolatlari
arasinda %0,310,3, S. Wilhelmia balcanicum ve S. Wilhelmia equinum izolatlari arasinda
%2,5+0,8, S. Wilhelmia lineatum ve S. Wilhelmia equinum izolatlari arasinda ise %2,6+0,8
genetik farklilik belirlenmisgtir.

4.3.3. Ergin disi simuliid orneklerinin beslenme egilimlerinde konak spekturumu ve
tirleri

Toplanan ergin Simulium &érneklerinin mikroskobik incelemesinde soya 6zgu tipik morfolojik
yapilari goézlenmigtir (Sekil 4.18). Cinsiyet ayrimi primer olarak g6z yapisina goére
belirlenmigstir. Disilerde tek tek elementlerden olusmus (ommatidia) olan goézler kigik ve

antenlerin dorsalinde ayri olarak yer aldigi gérulmustur (Sekil 4.19).

\ %

Sekil 4.19. Ergin disi Simulium sp. g6z yapisi (Orijinal)
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Ergin disi simuliidlerden bireysel olarak elde edilen genomik DNA ekstraktlarinin mitokondrial
cyt b gen bolgesinden dizayn edilen kanatli ve memeli spesifik primerler ile molekdler analiz
sonuglari Tablo 4.12’de verilmigtir. Tablo 4.12°de gorllecegi lUzere 51 pozitif 6rnegin toplam
23’0 yalnizca memeli, 11'i ise yalnizca kanath kani pozitif belirlenmigstir. Pozitif érneklerin
17’si ise hem kanatli hem de memeli kani yoninden pozitif bulunmustur. Beslenme
egilimlerinin istatistiksel analizinde hem S. lineatum (X2=7,355, p<0,05) ve hem de S.
balcanicum (x?=10,050, p<0,05) icin memeli tercihi istatistiksel olarak énemli bulunmustur.
Mitokondrial cyt b gen bdlgesi icin kanath ve memeli kani pozitif belirlenen bazi izolatlarin
agaroz jel Uzerinde gorunumleri sirasiyla Sekil 4.20 ve Sekil 4.21'de verilmigtir. Pozitif
belirlenen bireysel simuliid 6rneklerinin tur teghisleri mt-COl ve ITS-2 sekanslari elde
edildikten sonra larval donemlerden elde edilen DNA dizileriyle alignmentlari yapilarak
konulmustur. Bazi pozitif ergin érneklerin (ES1-ES8) tir teshisleri amaciyla larval mt-COI ve
ITS-2 sekanslari ile alignmentlari sonucu elde edilen sonuglar mt-COIl gen bdlgesi igin Sekil

4.22, ITS-2 gen bolgesi igin de Sekil 4.23’de filogenetik agag lizerinde gosterilmigstir.

Tablo 4.12. Bireysel olarak incelenen ergin disi simuliidlerin memeli ve kanath kani
yoénunden pozitiflikleri

incelenen Konak kani yoniinden pozitiflik
disi simuliid Kanatli Memeli Kanatli+Memeli
sayisl S. S. S. S. S. S. Toplam
lineatum | balcanicum | lineatum | balcanicum | lineatum | balcanicum
150 5 3 15 12 11 5 51

Sekil 4.20. Ergin disi simuliidlerde kanatli mt-cyt b gen bdlgesini amplifiye eden spesifik
primerler ile amplifikasyon sonucu elde edilen bazi amplikonlarin jel elektroforezde
gOrunima. M: Marker; 17,19-23,25,27,29-31: Pozitif 6rnekler, 33: No DNA; 34: Pozitif kontrol
(Kanatl DNA’sI).
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Sekil 4.21. Ergin disi simuliidlerde memeli mt-cyt b gen bdlgesini amplifiye eden spesifik
primerler ile amplifikasyon sonucunun jel elektroforezde goérinimu. M: Marker;
18,19,21,22,25,27-35,38,39: Pozitif drnekler, 33: No DNA; 34: Pozitif kontrol (sigir DNA’sI)
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Sekil 4.22. Konak kani yonunden pozitif belirlenen bazi ergin digi simuliidlerin (ES1-ES4)
larval mt-COl sekanslari baz alinarak tiir tayinlerinin filoegentik agac tzerinde gérinim
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Sekil 4.23. Konak kani yonunden pozitif belirlenen bazi ergin disi simuliidlerin (ES5-ES8)
ITS-2 sekanslari baz alinarak tur tayinlerinin filoegentik agac¢ Gzerinde gérinimd
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Konak kani yonunden pozitif belirlenen érneklerden kanatl i¢in 15, memeli i¢in ise 25 izolat
klonlandiktan sonra konak tird tayini icin elde edilen plasmidler sekans analizine tabii
tutulmustur. Plasmidlerden elde edilen mt-cyt b sekanslarinin GenBank’ta blastn analizleri
sonucu konak turl identifikasyonlari yapiimis ve simuliid tirlerine gdre belirlenen konak
turlerinin dagilimi Tablo 4.13’de verilmistir. Konak tlrd belirlenen izolatlarin ayrica mt-cyt b
gen bolgesine gore filogenetik aga¢ tzerinde yerlesimleri kanatli igin Sekil 4.24, memeli i¢in
de Sekil 4.25’de verilmigtir.

Tablo 4.13. Memeli ve kanath kani yonunden pozitif belirlenen 6rneklerin Simulid turlerine
gore konak turd dagihmi

Konak kani yoniinden
Konak tiirii pozitiflik TOPLAM
S. lineatum | S. balcanicum

Alakarga (Garrulus glandarius) 2 1 3
E Saksagan (Pica pica) 2 4 6
< BayagiSahin (Buteo buteo) 3 - 3
< Leylek (Ciconia ciconia) 2 1 3
At (Equus ferus caballus) 2 - 2
o Kopek (Canis lupus familiaris) 3 1 4
E Koyun (Ovis aries) 5 3 8
Sigir (Bos taurus) 7 4 11
TOPLAM 26 14 40
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Sekil 4.24. Kanatl konak tlri belirlenen izolatlarin mt-cyt b gen bélgesine goére referans
izolatlarla filogenetik agac Uzerinde yerlesimleri (ESI: Ergin S. lineatum; ESb: Ergin S.

balcanicum)
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Sekil 4.25. Memeli konak tlri belirlenen izolatlarin mt-cyt b gen bdlgesine gore referans
izolatlarla filogenetik agac¢ Uzerinde yerlesimleri (ESI: Ergin S. lineatum; ESb: Ergin S.

balcanicum)

73

At (Equusfens caddis)

Kopek (Cans bpus famiams)




4.3.4. Ergin disi simuliid 6rneklerinde belirlenen patojenler ve filogenetik analizleri

Ergin disi simuliidlerde patojenlerin sybergreen tabanli Real Time PCR ile aragtiriimasinda,
GenBank’'ta mevcut Leucocytozoon, Onchocerca ve Mansonella tdrlerinin g¢esitli gen
bdlgeleri analiz edilmis ve Real Time PCR spesifik orijinal primer dizayni yapilmistir.
Leucocytozoon i¢in mitokondriyal cytochrome b (cytb), Onchocerca icin ITS-2 ve Mansonella
icin MSP (major sperm protein) gen bolgelerini hedef alan primer dizilerinin s6z konusu
turlere ait izolatlarin ilgili gen bolgesi sekanslari ile alignmentlar sirasiyla Sekil 4.26- 4.28'de
gosterilmistir.  Sekil 4.26’de goéruldigu gibi, forward primer Lcytbfin  Leucocytozoon,
Haemoproteus ve Plasmodium tirleri igin genel primer olmasina karsin revers primer
Leytbr'nin sadece Leucocytozoon tirleri icin spesifik oldugu, Sekil 4.27'da goériuldigu tzere,
revers primer OnlTS2r'nin Filarioidea Ust ailesindeki dijer nematod turleri icin genel primer
olmasina karsin forward primer OnlTS2f'in sadece Onchocerca tirleri icin spesifik oldugu ve

Sekil 4.28’de de mansf ve mansr primerlerinin M. ozzardi i¢in spesifik oldugu belirlenmistir.

2 H
P 3. AB547068 (Haems pIoRUS SP_.
D¢ & 923755 (Plassndium sp.D..
[e 5. 7413323 (Plasmidiam inow...

e 6.FJ163564 (Lewconytomonfin.. GTATCTTATGECATATIATAGTATY

Et .D045 11\ :L—umm'n ngs. G

0k | N164724 (Haemograteas sp.. CC
22463 Haemaprokzus sp.
SEN68 (Haemoproteus sp.
g 755 Plasmodumsp.D..
0 5 FH13303 Plasmodum know.

0w 6. FJ168364 (Leurocyazoon fin

0+ 7.00451435 [Leweoeytiznonge.. COC
O¢ §.DO451435 (Levsooiton
Oe 9. DO4E1 434 (Lewe

$eki| 4.26. Leucocytozoon turlerinin mitokondriyal cytochrome b (cytb) gen bdlgesini hedef
alan Real Time PCR spesifik orijinal primerlerin (Lcytbf ve Lcytbr) cesitli Leucocytozoon,
Plasmodium ve Haemoproteus izolatlarina ait sekans dizileri ile alignmentlari
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4 DO 7645 (Onchocercz gio...
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e 12 EF1%2086 {Setaria digiatai
e 13.EF1%6091 {Setania dighatai. W2
D¢ 14 EU373508 [Brugamakzyicl. G2
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Ce 1. FM206482 (Onchocercaoch.. TCAGTCGTGATTACCCGCTGAAT T TAAGCATATAACTAAGCGGAGGARAAAGAAACTAA

Ce 2, AF228575 (Onchocercavolvu.,, TCAGTCGTGAT TACCCGC TGAAT T TAAGCATATAACTAAGCGGAGGARAAGAAACTAA

Ce 3. DQ317644 (Onchocercagih.. TCAGTCGTGATTACCCGC TGAAT T TAAGCATATAACTAAGCGGAGGARAAGAARACTAA

Ce 4 DQ317645 (Onchocercagih.. TCAGTCGTGATTACCCGC TGAATI T TAAGCATATAACTAAGCGGAGGARAAGAAACTAA

Ce 5 DQ317648 (Onchocercagih.. TCAGTCGTGATTACCCGC TGAA T T TAAGCATATAACTAAGC GGAGGARAAGAAACTAA

Ce 6, DQ317658 (Onchocercanch., TCAGTCGTGATTACCCGC TGAAT I TAAGCATATAACTAAGCGGAGGAAAAGARARACTAA

L+ 7.0Q317662 (Onchocercavolv.. TCAGTCGTGATTACCCGC TGAATT-AAGCATATABC TAAGCGGAGGARAAGAAACTARA

L 8 DQ317666 (Onchocercavalv., TCAGTCGTGATTACCCGC TGAAT| I TAAGCATATAACTAAGCGGAGGAAAAGAARACTAA

Ce G EUZ72179 (Onchocercavoly...

Ce 10 AF228569 (Mansonellacz. TCAGTCGTGATTACCCGC TGAA T T TAAGCATATAAMTAAGCGGAGGAAAAGAAACTAA

Ce 11 AF228561 (Mansonellacz. TCAGTCGTGATTACCCGC TGAATT TAAGCATATAAMTAAGCGGAGGAAAAGAAACTAA

Ce 12 EF196086 (Setaria digitatai.. TCAGTCGTGATTACCCGC TGAATT TAAGCATATAAC TAAGC GGAGGAAAAGARACTAACCAGH
Ce 13 EF196091 (Setaria digitatai.. TCAGTCGTGATTACCCGC TGAATT TAAGCATATAACTAAGC GGAGGAAAAGAAACTAACCAGH
Ce 14 EU373608 (Brugiamalayicl., TCAGTCGTGATTACCCGECT

L+ 15 EU373621 (Brugiamalayicl., TCAGTCGTGATTACCCGCT

Sekil 4.27. Onchocerca turlerinin ITS2 gen bdlgesini hedef alan Real Time PCR spesifik
orijinal primerlerin (OnITS2f, OnITS2r) Filarioidea Ust ailesindeki gesitli tlrlere ait izolatlarin
sekans dizileri ile alignmentlari
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Sekil 4.28. M. ozzardi MSP gen bdlgesini hedef alan Real Time PCR spesifik orijinal
primerlerin (mansf ve mansr) cesitli izolatlara ait sekans dizileri ile alignmentlari



Dizayn edilen bu primerler ile referans izolatlar tzerinde yapilan Syber Green tabanli Real
Time PCR analizinde pozitif izolatlarin amplifikasyon gosterdigi ve melting curve analizinde
tur bazl benzer Tm degerini verdigi saptanmistir.

Standardizasyon basamaklarindan sonra Real Time PCR analizleri yapilan 150 adet bireysel
ornegin 1’'inde Leucocytozoon sp., 46 havuzun (10 érnek/havuz) 3'Unde Leucocytozoon sp.
ve 4’inde Onchocerca sp. pozitifligi belirlenirken &rneklerin higbirinde Mansonella sp.’ye
rastlaniimamistir (Tablo 4.14). Real Time PCR analizlerinde Leucocytozoon, Onchocerca ve
Mansonella sp. ydéninden belirlenen amplifikasyon egrileri sirasiyla Sekil 4.29-4.31'de
gosterilmistir. Ergin disi simuliidlerde Leucocytozoon ve Onchocerca sp. icin belirlenen
minimum enfeksiyon (MIRs) ve beklenen enfeksiyon (P) oranlari da Tablo 4.14'de
gosterilmistir. Leucocytozoon sp. ve Onchocerca sp. icin MIRs/P, sirasiyla 0,65/0,67 ve
0.87/0,90 belirlenmistir.

Tablo 4.14. Ergin disi simuliid 6rneklerinde Real Time PCR ile belirlenen patojen tirleri

Ergin disi simuliid sayisi ]
Enfeksiyon
_ _ Havuz (10
Patojen Bireysel ) TOPLAM oranlari
ornek/havuz)

incelenen | Pozitif | incelenen | Pozitif MIRS| P
Leucocytozoon sp. 150 1 46 3 4 0,65 | 0,67
Onchocerca sp. 150 - 46 4 4 0,87 | 0,90

Mansonella sp. 150 - 46 - - - -

TOPLAM 150 1 46 7 8
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Sekil 4.29. Ergin disi simuliidlere ait DNA o&rneklerinin Leucocytozoon spp. yoninden
SyberGreen Real Time PCR analiz sonuglari. a: Pozitif kontrol; b,c,d,e: Pozitif érnekler; f:
Negatif ornekler ve No DNA

Sekil 4.30. Ergin disi simuliidlere ait DNA &rneklerinin  Onchocerca spp. yonidnden
SyberGreen Real Time PCR analiz sonuglari
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Sekil 4.31. incelemesi yapilan ergin sineklere ait genomik DNA’larin M. ozzardi yéniinden
SyberGreen Real Time PCR analiz sonuglari. a, b: Arjantin referans izolatlari; c: No DNA ve
negatif drnekler

Real Time PCR analizleri sonucu pozitif belirlenen iki Leucocytozoon sp. (1 bireysel drnek
(ESI1) + 1 havuz pozitif) ve bir Onchocerca sp. izolatinin sirasiyla partial mt-cytb ve
cytochrome oxidase subunit | (coxl) gen bdlgeleri Nested PCR ve PCR ile amplifiye edilerek
elde edilen amplikonlar Uzerine sekans ve filogenetik analizler yapilmistir. Leucocytozoon sp.
ve Onchocerca sp. izolatlarinin sirasiyla mt-cytb ve mt-coxl gen bdlgelerinin amplifikasyonu

sonucu urunlerin agaroz jel Gzerinde gérinumleri Sekil 4.32 ve Sekil 4.33’de verilmigtir.
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Sekil 4.32. Leucocytozoon sp. izolatlarinin mt-cytb gen boélgesinin amplifikasyonu sonrasi jel
elektroforezde goriinima. M: Marker (100 bp); 1: TrNSL1 izolati, 2: TrNSL2 izolati

Sekil 4.33. Onchocerca sp. izolatinin mt-cox1 gen bdlgesinin amplifikasyonu sonrasi jel
elektroforezde gériinima. M: Marker (100 bp); 1: TrOnchSim1 izolati, 2: Pozitif kontrol DNA

Mt-cytb sekanslari belirlenen Leucocytozoon sp. izolatlar (TrNSL1, TrNSL2) ile filogenetik
analizlere GenBank veri tabanindan alinarak dahil edilen diger Leucocytozoon sp. izolatlari

GenBank Aksesyon numaralari ile birlikte Tablo 4.15'de gosterilmigtir.
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Tablo 4.15. Filogenetik analizi yapilan Leucocytozoon izolatlarinin incelenen gen bdlgesi,

izolasyon yeri, izolasyon konagi ile GenBank aksesyon numaralari
izolat Gen zolasyon Konak Aksesyon No
Bolgesi Yeri
TrNSL1 Mt-cytb Tarkiye S. lineatum KF184646
- Simulium sp. (Genomik
TrNSL2 Mt-cytb Tarkiye DNA Havuzlarindan) KF999649
eruvetpar Mt-cytb Tarkiye Avian; Strix aluco KC876042
. Avian; Strix occidentalis

SPOW30 Mt-cytb Amerika occidentalis EU627806

SSHOW%'M' Mt-cytb Amerika | Avian; Bubo virginianus EU627821
Avian; Emberiza

L_EMSPOO05 Mt-cytb Rusya EU676193

spodocephala

CWT8 Mt-cytb isveg Avian DQ847214

IBT5 Mt-cytb isveg Avian; Luscinia svecica AY393798
Avian; Geotrygon

L-T043 Mt-cytb Peru frenata JQ988708

LVE6 Mt-cytb | Venezuella Avian; Seiurus JQ764623
noveboracensis

HGR1 Mt-cytb isveg Avian DQ847256

ISISKIN2 Mt-cytb Litvanya Avian; Carduelis spinus AY393796
Avian; Arremon

L-T149 Mt-cytb Peru assimilis JQ988639

L.AK24 Mt-cytb Amerika Avian KF314797

MD-2011 Mt-cytb Amerika Avian; Catharus IN792137

ustulatus

Parsiyel mt-cytb gen bdélgesi yoninden nuikleotid dizileri belirlenen Leucocytozoon izolatlari
(TrNSL1, TrNSL2) ile GenBank'ta mevcut alignmenta dahil edilen diger Leucocytozoon
izolatlarinin pairwise alignmentlari

sonucu identiklik oranlari Tablo 4.16’da, multiple

alingmentlari ve nukleotid kiyaslamalari Sekil 4.34’de gdsterilmigstir.
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Tablo 4.16. Leucocytozoon izolatlarinin pairwise alignmentlari sonucu identiklik oranlari
QLTI e, .. SOV IS, GONSHA. L BNROIK,.. OO Soed.. TS Soete.. L0 ., L\E e, HRL el Md. L7088 Pe,, LACH (S, MD-IE L, TR Ty

THRL TP S% | R% 6 | 4B | MR 4% | RN WA MR MR 98 | MR BN
et U IR g ELEELEEC AR EE N m CBR W% | HB | OBR MR HR | RR
FONNIRERRE | wx | um | BN | WB ) RE SR | MR | BN XS | HB 0 BB %% | HM O %8
HIRAER. &R | &3 | EM Em | Bk &% | um | wm o 5B | BR | % 6% | WA &N
(DOOSUmEER. o | uB | MR 68 | B% 9% | 9 | RS A | 8% BN 4B | Am BN
ORSemOBT | om | Ui | MB &% | 9% | W% | WM TR WS | BN BK | SR | TR BN
EiemiBi® | am | 4B | MR SA | 9% | RR ¥% | T& | W% | 8% BN | 5% | 7R SN
IR BETE | ol | MW | MR 4% | O | BB &N TR W | R ¥R A | BB | ¥R
VBl D62 ox | um | MR 4% | 9B | TR 9% | 9% | Wh | 8B RN | 4% | BE MN
RRLGem DTS g | W | BB SR GB| ER O MR | W ¥R CE% R | B | MR MR
SR, u | 4 | B 8% | &% | B ey | om | 3% | 5N % 6% | BN MM
VR ISED w9 | WM %% | 5% | SR Sm | 4m | BR O S8 | 53 g% | MR WM
LRSURAS  am | wm | MR SA | Wl | SR 8% | am | wn | am | 53 | om LT )
RULEIET g | wm | MR ¥R | 9% | O On | %8 | BB u% | MM | ¥R o | ¥4
0L ey B | 9 | BR 0 GR | SM ) BN OGN | YR BN MR | MR ¥R 4B | MR
! B 3 = g B i i # "
2 i Tty B A7ACTTACATTCAR CAGOTECATETTTICN

2z
3 SPOW30, USA E_. TRARGGACTCCATCC TG T TTAGATACTTACATTCAR
L GHOWS3-74-4B,_. TTATGCATATTATACTATACAACATATCTTAAGACAATTARGGAGTGGATCETCT T T TAGATANTTACATTCAA

TCRACAGGTECATCTTTTGT
GTGCATCETTTGT

11LT1-!E Feny, J.. CAA GIGCATCTTTTGT

13 LAKIY UE‘-I’.,K_ ITTAGATACTTACATTCAACEGGTGCATCTTTTGT
14, MD-2011, LUSA, TCAACAGGTGCATCETTTGT
15 TiSLZ, Turkey _. GATACTTAI EnI‘ TCRACAGGTGCATCTTTTGT

II] 1I[l [E] 1!] I-| I!] Ii:‘] ﬂ;l
1 TrNSLY, Turdkep k.. A TTT *-"i* "'I AACETATTTACATATETTARGA EEnI‘I‘ﬁ BATTA "'I'CI'I'I I‘I“T'IrEI‘I‘i"I.,I.,'I"" “IEr-_ G'"II'I.*-_"E‘"G'I'I'IAGI‘_'—J-_TEI‘I‘
Takey . ATTTATATTAACETATTTACATATET TAACA A GTTTAGTAATATT
31 5POINI0, USA E_. ATTTA A "'I AACHTATTTACK T [ | ‘ A rEEnI‘I‘.ﬁ_.ﬁ_.ﬁ_'_‘ TATT ':l'I'I TCTTACTTACCTIT “IEr-'IGl"'II'l.*- GTTTAGTAATATT
4 GHOWSI-TH4B,_ ATTTATATTAACATATTTACATATENTA AE,-EEnI‘I‘.ﬁ_.ﬁ_.ﬁ_'_‘ TATTCETTICTCTTACTTACCTITATCATGGATAR
5 L_EMSPO05,Ru.. ATTTATATTA qI‘.TrEE' TATATTAACACCATTAAAT TATT CHT TECT TACT TACCT T TATCATCGATAR
I‘TT CATATET TAACAGEATTARA T PATTCT TIC TTACT TACCTTT "'IE A TECATAR
\TTTATATT! TRTHTTAR EEnI‘I‘.ﬁ_.ﬁ_.ﬁ_r_‘E‘_ﬁ.E"IEI'IT-"‘T'I'EI‘I‘E""
B L-TM3,Penu JO.. ATTT) ATATTAN AERTATTIAR —F-.EEAI‘ TARATTATTCHTTCECTTACTTA
9 INEE, Veneruella . ATTTATATTS A "%TAI‘TTF-.EP.TP:'IP_'I TAACAGCATTARATTATT CHT TECTTACTTA
10HGRT, Sweden, . ATTTATATTAACATATTTACATAT AT TARCACCATTAAAT PATTCTTICTRETTACT TA
ATTTATATTAACATATTTACATATATTAAGAGEATTARAT PATT T M- TTACT TACCTHT! “IEF- 'IGG.‘-_ TAR
TATTTACATATENTAACAGCETTARAT TART CMTICTCTTACT TACCT T TATCATGGATAR
TATTTACATATANTAR rEGII‘I‘.ﬁ_.ﬁ_.ﬁ_'_‘ TANTCHTIC I‘l"‘T'IrEI‘I‘E'I.,I.,'I"" ATCATGGATAR
I"'.IIT'EE'TE'TE'IIH"" GTTTANTARTATT
ClI‘qI‘TT.—-Ca ATHTIAA GTGGTTTAGTARTATT
;II m ET H E ] I

GTTTAGTAATATT
GTTTAGTAATATT
GTTTAGTAATATT
GTTTANTAATATT
GTTTANTAATATY

PIPFPPPFPPPY PRV VPRRRFRY
r

B¢ 12 L-T148, Penu, J.
Be 13 LAKDE, USA K.
Be 14, MD-2011,USA, _ &
Be 15 TANSL2, Turkey . &
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1. TrNSLY, Turey . EETAATATT TATIGTAL l"T"'“![‘I"I'I L TG E—lL—-T'" I‘I., TTACC 'IEGSSI‘J- AATGAGTTIC TGCCCAGCHAC TSP TATTAC TAATTTAT T
2 enwetper, Torkey.. ITAATATTTATIGTAL T EGEETCARATGAGTTIC TGEECAGCAC TG TATTALD —‘._r‘lI‘I‘TAI‘I‘
3.5POAV30, USA E.. ETAATATTTATTICTAL l:-'"TI"I'I'"':—E.L’-.TGI‘CI‘ CATGGGGTCAAATCACTTIC IGCCCACCHMAC TG TATTACTAATTTATY
4 GHOWS3-74-4B, . IETRATATTTATIGTAACTGCTTTIATGECTTATGTCT CATGGGGTCAAATGAGTTIC IGCCCACCHMAC TG TATTACTAATTTATT
5 L_EMSPONO5,Ru.. CTTAATATTTATIGTAACTGCTITTITATGGCGTTATGTCT CATEGEGTCARATGAGTT TTGEECAGCTAC TG TMATTACTAATTTATT

C I‘I‘ﬁ_.’-_'_‘_ﬂ‘.E"I TATIGTAACTGCTTT 'I TGEETTATETCT
ATGEETTATGTCT

ATGECTTATGTCT

CATEGEGTCARATGAGTTIC IGEECAGCTAC TG TMATTAC TAATTTANTY
'IEGSSI‘J-""l.:?-GTT'I""'aEEEr-EL,I“'I.,I"J"IP"'I?-"'I--_-lI‘I‘Tr-..I‘
TEGEETCARATGAGTT IMT GECCAGCACHGTTATTACTARTTTATT

7 ET5, SwedsnAY..
B L-T043, Pan, JO..
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]
e b CWNTE, Sweden, .
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£
e
e
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9 LVEE Vepemella . | T EGEETCARATGAGTT IMT GEECAGCTAC TG TATIAC TAATTTATT
10 HGRT, Sweden,. WTTAATATTTATIGTAL CATGEEGTCARATCAGTTIMTGECEAGCTAC TCGTMATTAL 'I.—"..—";I‘ TTATT
M. BSISKINE, Litwa_. CTTAATATTTATIGTAA CATEGGGTCARATGAGTT TN GEEEAGCTAC TG TMATTACTAATTTANY

De 12 L-T149, Pery, J.. CTTAATATTTATIGTAA
De 13 LAKI4, USA K.. CTTAATATTTATIGTAA
Do 14. MD-DM1,USA,.. CTTAATATTTATIGTAA C !,
e 15 TrNSL2, TLl1iBY ETAATATTTATIGTAACTGCTITTIA ".: CRTATSTCT

a'I[ZGGSI‘J-’’"Ga'G!["]!'ICTSEEEJ—-EL.I‘H'I.,I'G"l.i""'I“"'ln_r'lI‘I‘Tr-I‘I‘
CATEGEGTCARATGAGTTIC IGEEEAGCTAC TG THATTAC r-_-.I‘Tr-I'I‘
\IGEEETCARATGAGTTIN CEAGCTACTGTTATEACTAATTTATT
T EEEETCARATGAGTTTCTGEECACCMAC TG T TATTACTAATTTALT
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- ATATTTIA I'.:'" TEGATTAATTAATPGGET TIGTCETGEAT TTATHATY .‘L—;C GANCCAR 'J':T RAAAAGATTCTTCGTATTACATTTTAT
ATATTTTATECCIGGATTAATTAA T""GG""'I GTGGTECAT TTATIATT AACGARC CHACEC TARARAGATTCTTCGTATTACATTTTAT
ATATTT PATICC IGGAT TAATIAAT PGGGT TTCTCGTECAT TTAT TATE AACCANC CHACEC TAARA AGATTCT TCGTATTACATTT TAT
. ATATTTIATTCCIGGAT TAAT TAAT GG I TG T AT TTAT TATTAAC CANCCARCIC TAR AR AGATTCTTIRGTATTACATTTIRT
ATATTTIATTCC I CAMTAR T TART TG TICT GG TEGAT TTAT TATT ARCEACCCARCTCTAL E'.F-_.!- ATTCTITCGTATTACATTTTAT
ATATTT P ATTCCIGGA R TAAT TAAT RGGCT T IGTGGTCCAT TTAT TATTAACGACCCAACTCTARA ATTCTITCGTATTACATTTTAT
ATATTTIATTCCIGGAT TAATTAATPCLCT T TCTCGTCEAT TTAT TATT AACCACCCAACHICTAL ATTCTITCGTATTACATTTTAT
ATATTT I ATTCC IGCA T TAAT PAAT PG T T TG GG TECAT THATIA T AACCACCCAACTCTARAAAGATTCTTCGTATTACATTTTAT
AT ATT T I ATTCC IGCA T TAAT PAAT PG T T TCGG TECAT TTAT TATPAACCACCCAACTCTARA ' RAGATTCTITCGTATTACATTTTAT
. ATATTTIATTCCIGGANMTIAAT TAATIGEGT RTIGTGGTGCAT TTAT TATPAACCACCCAACEC TRAAAAGATTCT TG TATTACATTTTAT
ATATTT P ATTCC IGGA T TAAT TAAT RGGCT T ICTGGTCCAT TTAT TATT AACCGACCCAACTCTAAAAAGATTCTTCGTATTACATTTTAT
ATATTTIATTCCIGGATTAATTAATTIGGET R IGTGGTGGET TTAT TATE ‘L—;CGFL-...CF*L'IET““'_F- ATTCTTEGTATTACATTTTAT
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TAGCTATTGTATTTATACATATATTCT TIMTACATAT GTAGCACTAATCCTITAGEGTATGATA
AGCTA A GTA

1) CACTAATCCTTTAGGETATGATA
CACTACCHATTCTATTTATHCATATAT TCETCTTACATA "'I"F CACTAATCCTTTAGCETATGATA
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Sekll 434 Sekans analizi yapilan Leucocytozoon izolatlarinin parsiyel mt-cytb gen
bdlgesine goére nikleotid dizilimlerinin multiple alignmentlari

82



Sekil 4.34’de goruldigu Uzere incelemesi yapilan Leucocytozoon lineage’leri arasinda gesitli
nukleotid varyasyonlari belirlenmistir. Multible alignment sonuglarina gore TrNSL1 ve
TrNSL2 izolatlari arasinda identikligin yliksek oldugu (%99,8) ve her iki izolatin da en ylksek
identikligi sirasiyla %99,8 ve %99,6 ile Nevsehir yéresinden bir baykustan (Strix aluco) izole
edilen “eruvetpar” izolati (GenBank: KC876042) ile gosterdigi belirlenmistir. Ayni zamanda
her iki izolatin Amerika Birlesik Devletleri'nde diger bir baykus tiriinden (Strix occidentalis
occidentalis) izole edilmis “SPOW30” izolati (GenBank: EU627806) ile de ylksek identiklik
(%99,2 ve %99,4) gbsterdigi saptanmistir. incelenen izolatlarin mt-cytb gen bolgesine gére
Neighbor joining metodu (Kimura Two Parameter modeli) ile olusturulan filogenetik agaci
Sekil 4.35°de verilmistir. Filogenetik agacta goérildigu gibi TrNSL1 ve TrNSL2 izolatlari
baykus tlrlerinden izole edilmis eruvetpar ve SPOW30 izolatlari ile ayni clusterda yer
almistir. TrNSL1 izolatinin saptandigi bireysel 6érneklerden S. lineatum’a ait bir diside (ESI1
bkz. Sekil 4.23) ayni zamanda kanatli kani pozitifli§gi belirlenmis ve sekans analizleri sonucu

kanatli tirl bayagi sahin (Buteo buteo) olarak belirlenmistir.

75 7 CWT8 Sweden DQ847214
ﬁL_L IBT5 Sweden AY393798
43 ISISKIN2 Lithuania AY 393796

94 | —— L EMSPOO05 Russia EU676193
L-T043 Peru JQ988708

M LVEG6 Venezuella JQ764623

2 99 L MD-2011 USA JN792137

97 L.AK24 USA KF314797
4|:T149 Peru JQ988639
52 ——— GHOW93-74-48 USA EU627821

SPOW30 USA EU627806
100 @ TINSL2 Turkey
a1 eruvetpar Turkey KC876042

50 | @ TrNSL1 Turkey KF184646
HGR1 Sweden DQ847256

73

Plasmodium sp. Kayseril HQ677623

—
0.02

Sekil 4.35. Leucocytozoon sp. izolatlarinin parsiyel mt-ctb gen bdlgesine goére filogenetik
iliskileri (Neighbour Joining — Kimura Two Parameter modeli). Olgek cizgisi yerlesim yeri
basina nukleotid degisimini gostermektedir. Plasmodium sp. Kayseri 1 izolati (HQ677623)
dis grup olarak kullanilimigtir.
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Mt-cox1 sekani belirlenen Onchocerca TrOnchSim1 izolati ile filogenetik analizlere GenBank
veri tabanindan alinarak dahil edilen diger Onchocerca sp. izolatlari GenBank Aksesyon

numaralari ile birlikte Tablo 4.17'de gosterilmistir.

Tablo 4.17. Mt-cox1 gen bdlgesi filogenetik analizi yapilan Onchocerca izolatlarinin dabhil
oldugu tdr, izolasyon yeri, izolasyon konagi ile GenBank aksesyon numaralari

izolat Tiir Izolasyon Konak Aksesyon
Yeri No
Simulium sp.
TrOnchSim1 Onchocerca sp. Tarkiye (Genomik DNA KF999650
Havuzlarindan)

Eisenbarth Onchocercasp. | Kamerun Simulium KC167352

Siil damnosum

E!_senbarth Onchocerca sp. Kamerun Simulium KC167354

Sii3 damnosum

E!_senbarth Onchocerca sp. Kamerun Simulium KC167353

Sii2 damnosum

Eisenbarth Onchocer_ca Kamerun Simulium KC167350

Oo1 ochengi damnosum

Eisenbarth Onchocer.ca Kamerun Simulium KC167358

0o02 ochengi damnosum

M3 Onchocerca italya Insan AM749284
volvulus

M4 Onchocerca italya insan AM749285
volvulus

Onc.gib Onc_hocerca Avustralya Sigir AJ271616

gibsoni

Onc.gut Onchocerca Kamerun Sigir AJ271617
gutturosa

Onc.fas O?Cho.cerca Cin Deve JQ316672

asciata
Onchocerca ,
SH1 9 eberhardi Japonya Geyik AM749268

Parsiyel mt-cox1 gen bolgesi yoninden nukleotid dizileri belirlenen Onchocerca
TrOnchSim1 izolati ile GenBank'ta mevcut alignmenta dahil edilen diger Onchocerca
izolatlarinin pairwise alignmentlari sonucu identiklik oranlari Tablo 4.18de, multiple

alingmentlari ve nikleotid kiyaslamalar Sekil 4.36’da gdsterilmistir.
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Tablo 4.18. Onchocerca izolatlarinin pairwise alignmentlari sonucu identiklik oranlari
Eoxbar .. Eserbartn ., Eeenbarth L., Esembarth 0., Beerbarth 0., ¥,y A, W4, 7, A Orcgb, s, OregutCa., Oncfasthn., 5519, Jpa.. TrinddSl

Esentrh 1, Canenean,. oM | Wi | mm | oR | oss | me 8% | os | o | s | sm
Eserbar S8, Cemnen,.. . 0% W% | U8 | UM | G8 @E% 0 RIS | D4 | 0% | as% | B
e i f f | " £ o W1 B 3
BobahSQ Canmnen,.. | g% | 9 L a% | 9% | us s am | os | o | oam | 9
; :
Betatilol Cnenon... | g% | o8 | 98 BE | B® . R B | oom | ow | om | as
.
Bewbahlol Cmenon.. . wg% | O | O | B DR %& om | om | oam | oom | %%
.
ChEAMSE o | om | o | B® | B1% | wE 08 BE | o | m | 9
M4, Ty, ANPE25S us | WA | TER | %% | B | B oF | wM | 2 | 0% | 9
Ocgh Astda AUTISS . @ | B | oa% | 9% | 0% | R O OB | U | U% | 8%
OcoiCmenon ATL. | 5% | o4% | 4% | 08 | 0% | B8 & B8 | e, ST
Ocistre OB | op% | 0% | O4% | 0% | B1% | 08 2% | 9% | R | 0k | 0%
e - . | -t A -t
SIS A0SR ousy | ousy | A% | oo | @es | mes 0 R ue | s | o 0%
TOndtmnt D omsy | oo | B | e | B® | R 98 BR | o® | om | on
! 1 z 2 @ = u m u u
= 1_Esenbari S, ._ TEGSA'IC—"I‘I}CC TTTGATETT EECTCCTGAGATGECOETTT rCEECTAAATGCTTTGTCTTITIGATTTACTTET
o2 TIGSATETTGCCTTTGATSTT. EECTCCTGAGAT G rCEGCTAAATGCTTTGTCTTTTIGATTTACTTET
=3 TIGSATETTGCCTTTGATSTT. EECTCCTGAGAT G roclGTAAAPGCTTTGTCTTETIGATTTACTTET
=4 EEEHI:II‘hUIﬂ TEGSATSETECCTTTHATHTT EECTCCTGAGAT G PoCGETAAATGCTTTETCT TETIGATTEACTTET
= iEEEnhﬂhUuZ,_. TGS ATCSETECC T TTHA TP TAGGEG CTCCTSAGAT GG ToCGETAAATGCTTTETCTTET ATTTACTTTT
O 5 W3, Haly, ANT49_ | == TOEGETALATGCTTTRTCT T TIGETTPACTTET
Ox 7MY, Haly, ANTAG GECETTRCCTCEEGE TALATECTT T CT TP TIGETTPACTTET
O+ 8 Onc.gib, Australi.. BrcrTlccrTrcATETTAGESE CTCCToACATGCET TR corocls TRA A TGO T T TG TC T T T TIGET TTACTTET
O+ 8 Onc.gwi Camen._ e T-TTRCCcTTToATHT GG CTCCTEAGATSECITTE CCTCG6E TlAATGCITTGTCTTETIGET TZACTTET
Oe 10.0Onctas Ching, .. TEATTESTGSTITTITGSTAATTIGSATETTGOC rrrHATCT crcrTCoclisacaTrccClTTT rocGs TRAATGCET TG TCT T TIGETTIACTTET
o= 11.551_9, Japen, _. TRCCTTTCATST ol cBsAlLTRG Tl TAATGCTTTTCT TP TIGATTTACTTET
= 1:-‘_Tr0n|:hs‘i'r'rl [ CrTTHATEET EECTCCTGAGAT G CTCEEETAAATGOTTTGTCTTTTIGATTTACTTET
w i E @ w = . ™ B =
= 1_Esenbari S, ._ I—I‘GG "'II"IG‘I"L:_ TCPTITTETATESGAGS TGS TCCTEETAGAAGCTTEEAC TP TTAT CCPCC O TTAGSGT TEAAGS BACCAGA
»=2H TCPTITTETATESCAGS TGS TCCTSETAGALGTT FCCPCCTCTTAGSETToAAGGECAACCAGA
»3H T F TP TATESGAGS TEETCCTEGTAGALGTT A PATCCPCCTCITAGSGTTGAAGSECAACCAGA
»=4H 'Il.."I"II"I T AT TS TeClC CTEETAG ITCCTCCT T TAGSGTTEGAAGE T CAACCAGA
»=5H c = TCCTCCTOTTAGSE CCAGA
o= 6 M TCETFTTPTATTSCEGS I‘EGTI“"'IrG‘I‘naLG"P TCCTCCTCTTAGS T TEAAS a[‘ L?-G-'-
=7 M TCPTITTETATTSCHGS TESTCCTSETACEASTT T l..[' CI‘“'IT?-Gal:I"IG-\ Al
=20 TCPTITTETATTSCAGCECECcCTeslAGALGTT
o= 9 Onc.gui Camen._ ETCETTITTITATTEEGS TGS TCCTEGTAG?
2= 10. Onc tz5 Ching, _ ARTCFTTT TP TATTECAGS TECEMCCTEETAG?
o= 11.551_9, Japen, _. PRI TTTTATTGCEGE TeclC CTEETAGEAGTT
o 12 Tanl:hSi'r'rl [ TCPTTITTETATESGAGS TGS TCC TS TAGAAGCTTEEACTITTTAT CCPCCTC T TAGSGT TEAL
o= 1_Eisenbari Sii1, AARTTIGETTCITTIGTTGE
o=  Eisenbari Sii3, ATTETCTTT GTTCTTTETT
O+ 3 BHsenbark Sii2, .. ATTGTCTTT TEETTCTTTGTT
o= 4 EsenbarfiOol,.. ATTETCTTT TIGETTCTTTETT
o= 5 Eisenbari 0o, TIGETTCTTTETT
O 6 M3, Haly, ANTAD I"II‘?-CGI"II‘?-C-'-\-'IAIL.I‘G" TIGETTCTTTETT
e 7_ ML, Haby, ANTAD ?-"I"II‘?-CGI"II‘?-C_-'-\-_'IAIL.I‘G"-'-\- GETTCTITTGTT
O+ 8 Onc.gb, Ausirali. CA GITCTTEGTT
o= 9 Onc.gui Camen._ GITCITTETT
2= 10. Onc tz5 Ching, _ TEETTCTTTGTT T
e 11, 851_9, Japan, . }'L-. TTT2 GI"II‘ 'LhL. ATTEE P TCTTTSTTIGETEC "L!'I"-'- A I"II'T.-.I" I‘..-. 'L!lL.
= 1:-‘_Tr0n|:hs‘i'r'rl [ A ATTIGETTCTTTETTSEE TG TATTAL'
= = 2 = = 5
O+ 1 Eisenbari Si1, .- CETEGEATCARATTAGTATSTITETTIGEACTTCTTATTTGACTECTTTETTATEA CTGSTTCT
O+ 2 Eisenbarih Si3, . PTIGEATCAAATTAGTATGTITET TGS ACTTCTTATTTSACTECTTTETTATT TEETTCT
O+ 3 Eisenbari Si2, . PTIGEATCAAATTAGTATGTITET TGS ACTTCTTATTTSACTECTTTETTATT TEETTCT
¢ 4 Eisenbari Qo PTIGEATCAAATTAGTATGTITET TGS ACTTCTTATTISACTECTT T TEHTT TEETTCT
o+ 5 Eisenbari Qo2,. PTIGEATCAAATTAGTATGTITET TGS ACTTCTTATTTSACTECTT T TERTT TEETTCT
k6 M3, Haly, ANTA9 PTIGEATCAAATTAGTATGTITET TGS ACTTCTTATTTSACTECTTTETTATT TEETTCT
Ok 7_ MY, Haly, ANTA9. PTIGEACETCTTATTTGACTICTTTETTATT
O+ & Onc.gi, Sustrali. rT2GEACETCTTATTTGACTICTTTE TTRTY
¢ 9_Onc.gut Camen. TTPG5ACETCTTATTTGACTICTTTE TTRT T
o+ 10.Oncizs Ching, _. C PTIGEACETCTTATTTGACTZCTT TR TIHT T
ok 11.551_8, . T 2GEACETCTTATTTGACTZCTTTETTATT
Ok 12 TrOnchSimt (A CTACTECTETGEAC E‘T'IG—anTL,_-'-_.!.A'I'Ina'IA'I BTETGITIGSACTTCTTATTIGACTICTTTETTATT
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1_Eisenbarth 5i1, .
2 Eisenbarth 5i3, .
3 Eisenbarth 5i2, .
4 Eisanbarth Joi .
§_Eisenbarth 002,
. N3, italy, AMT49..
1. N4, italy, ANT49..
A. Onc.gib, Ausali..
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}1.55‘ 4 Japan, .

b
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£
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Benbath Si1,. T
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1.E
1E
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3, Itally, ANT4Y.
A, Itally, ANT4Y..
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}I].ﬂnt.fas China, _.
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_Eisenbarth 53, .
.Eisanbarth 5i2, .
.Eenbarth O .
.Ersenbarih Ool .
. N3, tally, ANT49
N, taly, ANT49_
. Onc.gib, Ausaali..
. One.gui Camen. ..
10.Oncfas Ching, _.
11.551_9, Japan, _.
12 TrdnchSiod (. CT2

Sekil 4.36. Sekans analizi yapilan Onchocerca izolatlarinin parsiyel mt-cox1l gen bdlgesine
gore nukleotid dizilimlerinin multiple alignmentlar

Sekil 4.36’da goruldigu uzere incelemesi yapilan Onchocerca tur ve izolatlari arasinda gesitli
nukleotid varyasyonlari belirlenmistir. Multible alignment sonuglarina gére TrOnchSim1
izolati en ylksek identikligi %99,5 ile Kamerun’da Simulium damnosum’dan izole edilmis
“Eisenbarth Sii1” izolati (GenBank: KC167352) ile gostermistir. Ayrica TrOnchSim1 izolatinin
ayni Ulke ve ayni Simulium tdrinden (S. damnosum) izole edilmis “Eisenbarth Sii2”
(GenBank: KC167353) ve “Eisenbarth Sii3” (GenBank: KC167354) izolatlari ile de ylksek
identiklik (%99,4) gésterdigi belirlenmistir. incelenen izolatlarin mt-cox1 gen bélgesine gére
Neighbor joining metodu (Kimura Two Parameter modeli) ile olusturulan filogenetik agaci
Sekil 4.37’de verilmigtir. Filogenetik agacta goruldugu gibi TrOnchSim1 izolati Simulium

damnosum’dan izole edilmis “Eisenbarth Sii1-Sii3” izolatlari ile ayni cluster'da yer almigtir.
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71 Eisenbarth Siil Cameroon KC167352 Onchocerca sp.
97 |- Eisenbarth Sii3 Cameroon KC167354 Onchocerca sp.
98 Eisenbarth Sii2 Cameroon KC167353 Onchocerca sp.

44 @ TrOnchSim1

Eisenbarth Ool Cameroon KC167350 Onchocerca ochengi
99 —L

99 - Eisenbarth O02 Cameroon KC167358 Onchocerca ochengi

M3 Italy AM749284 Onchocerca volwlus
81 —r
991 M4 Italy AM749285 Onchocerca wlwlus

Onc.gib Australia AJ271616 Onchocerca gibsoni

35 Onc.gut Cameroon AJ271617 Onchocerca gutturosa
39 Onc.fas China JQ316672 Onchocerca fasciata
S51 9 Japan AM749268 Onchocerca eberhardi

D. immitis Chengdu China EU163945

——o
0.01

Sekil 4.37. Onchocerca sp. TrOnchSim1l izolatinin parsiyel mt-ctb gen boélgesine goére diger
Onchocerca tur ve izolatlariyla filogenetik iligkisi (Neighbour Joining — Kimura Two Parameter
modeli). Olgek cizgisi yerlesim yeri basina niikleotid degisimini géstermektedir. Dirofilaria
immitis Chengdu China izolati (EU163945) dis grup olarak kullaniimigtir.
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5. TARTISMA VE SONUC
Diptera dizisi Nematocera dizi boliminde yer alan ve dinyanin her boélgesinde gorilen
Simulidae (Blackflies, Kara sinekler) ailesinde bugline kadar 2101’i yasayan, 12’si ortadan
kalkmig (fosil) toplam 2113 tir tarif edilmigtir. Bunlarin 1697’si Simulium soyunun 36 alt
soyunda yer almigtir (Adler ve Crosskey, 2011). Simuliidlerin immatir gelisme dénemleri
akuatik insekt topluluklarinin dominant Uyeleri olup akarsulardaki diger bazi canlilar
(detritivore) igcin besin zincirinin  dnemli bir halkasini olustururlar (Cummins, 1987).
Karasinekler ayrica insektlerden zengin akarsularda biodiversitenin élgiminde yaygin
kullanilan ideal bir organizma grubunu olustururlar (Hamada ve Grillet, 2001). Simulid
populasyonu uygun c¢evresel kosullarda ¢ok ylksek yogunluga ulasabilir. Akarsularda besin
zincirinin 6nemli bir ayagini olusturan simuliid larvalari beslenmelerindeki filtre sistemleri ile
sudaki organik maddelerin uzaklastirlmasinda da o6nemli rol oynarlar ve bu sayede
akarsularin temizligini saglayarak ekosistemde indikatér gorevi gorurler (Currie ve Adler,
2008). Gunumuze kadar Palearctic boélgede Simullidae ailesinde 660’in Gizerinde tirtn varhgi
rapor edilmistir. Ayni bolgede yer alan Turkiye'de ise morfometrik analizlere gore bildirilen tir
sayisi 63 ile sinirli kalmistir (Kazanci ve Clergue-Gazeau, 1990; Clergue-Gazeau ve
Kazanci, 1992; Ozbek vd., 1995; Balik vd., 2002; Sirin ve Sahin, 2005; Crosskey ve Zwick,
2007; Zwick, 2007; Yilmaz vd., 2007; Kazanci ve Ertung, 2008a,b; Ertung vd., 2008; Ertung,
2009; Kazanci ve Ertung, 2010). Ote yandan Turkiye'de giiniimiize kadar simuliidler tizerine
sito-kromozomal ve molekuler tabanl identifikasyon ve klasifikasyon c¢alismalarinin
yapilmadidi dikkati ¢ekmistir. Bu calisma ile Tarkiye’de Orta Kiziirmak Havzasinda yayilis
gb6steren ve soruna yol agan simuliid tirleri morfometrik analizlerin yaninda kromozomal ve
molekiiler analizlerle arastirilmistir. incelenen érnekler arasinda S. Wilhelmia alt soyunda iki
tur identifiye edilmis olup S. Wilhelmia lineatum’un primer yaygin tur oldugu, S. Wilhelmia
balcanicum’un ise daha sinirili yayilis gosterdigi saptanmistir. Morfometrik analizlerle S.
Wilhelmia lineatum Turkiye’de Buyuk Menderes, Coruh, Kizilirmak, Yesilirmak, Sakarya
Irmagi ve Kdycegiz’de (Kazanci ve Clergue-Gazeau, 1990; Yilmaz vd., 2007; Kazanci ve
Ertung, 2008a,b; Gazyagci, 2011); S. Wilhelmia balcanicum’a Blylk Menderes, Kizilirmak,
Sakarya Irmagi ve Yesil Irmak (Kazanci ve Clergue-Gazeau, 1990; Kazanci ve Ertung,
2008a,b) havzalarinda rapor edilmistir. Turkiye’nin degisik akarsularinda varhgi bildirilmig
(Kazanci ve Clergue-Gazeau, 1990; Kazanci ve Ertung, 2008a,b) olan Wilhelmia alt
soyundaki S. W. equinum, S. W. pseudoequinum, S. W. paraequinum, S.W. veltistshevi ve

S. W. turgaicum tarlerine bu calismanin yurataldigu arastirma sahasinda rastlanmamistir.

Simuliidlerin biyoekolojisi ve larval gelisimlerinde akarsu cografik yapisi, vejetasyonu, debisi
ve su sicakligi gibi gesitli ¢cevresel faktérlerin dnemli oldugu kaydedilmektedir (Crosskey,

1990; Adler vd., 2010). Ayrica akarsu yataklarina insaa edilen hidroelektirik santrallerinin de
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simulium populasyonlarinin artmasinda énemli bir dinamik faktér oldugu bildirilmektedir
(Adler vd., 2010). Nitekim proje ¢alismasinin ylratdimus oldugu Orta Kiziirmak Havzasinda
Yamula Baraji Hidroelektrik santralinin 2006 yilinda faaliyete gecmesi ile birlikte Simulium
spp. populasyonunda afet boyutunda blyuk bir artis meydana gelmistir (Yilmaz vd., 2007,
Yesiléz, 2011). Takip eden suregte larvicid (BTI) uygulamalariyla ydratilen kapsaml bir
micadele programi bagslatiimis olup ydrede simuliid populasyonu kontrol edilebilir seviyeye
dusurtlmastdr. Bunun yaninda, arastirma yoresinde son donemde Avanos-Gllsehir arasinda
kurulan 3 adet ve Bayram Hacili-Gllsehir arasinda kurulan 2 adet mikro hidroelektirik
santrallerinin (HES) insa edilmesine bagh olarak, santraller arasinda kalan nehir yataginin
neredeyse bir kanal haline donustugu, bir santralden birakilan suyun yaklasik 1 km bir akis
gosterdikten sonra diger santrale yaklastikga golet haline geldigi, derinliginin arttigi ve buna
bagli olarak suyun akiskanliginin ¢ok yavasladigi gozlenmigstir. Dolayisiyla 6zellikle kanal
haline donusturulen nehir yataginda vejetasyonun bozuldugu, ¢ogu alanda nehrin goletler
olusturdugu ve sudaki oksijen miktarinda azalmaya yol actigi goralmustir. Tim bu faktérler
gelisiminde temiz ve oksijeni bol akiskan suya ihtiyag gosteren Simulium gelisme dénemleri
Uzerine olumsuz etki gostermis ve arastirma boélgesinde Simulium populasyonunun oldukca
azaldigi dikkati gekmigtir. Arastirma sdresince yapilan pH, su sicakligi ve ortalama nisbi nem
olcimleri ile simuliid larva popilasyonu arasindaki iliskinin istatistiksel analizinde, su sicakhgi
ile pozitif yonli édnemli bir iligki (p<0,05) saptanirken, pH ve ortalama nisbi nem degerleri
arasinda ise énemli bir iliski tespit edilmemistir. Elde edilen bu sonucun bazi arastiricilarin
bulgulari ile (Ross ve Merritt 1978; De Moor, 1982; Crosskey, 1990) uyumlugu oldugu

gOralmistar.

Sitogenetik c¢alismalar simuliidlerin populasyon genetikleri ile evrimlerinin anlagiimasinin
yanisira biyolojilerindeki naklettikleri hastaliklarin epidemiyolojisindeki rolleri gibi bir ¢ok
faktoriin ortaya ¢ikarilmasinda anahtar rol Ustlenmistir (Adler vd., 2010). Simulidler yapisal
homojeniteleri ile bilinirler. Larval donemlerin tukrik bezlerindeki kromozomlarin sitolojik
analizleri, morfolojik olarak siniflandirilan taksonlarin siklikla kromozomal olarak farklh kardes
(sibling) turleri ihtiva ettigini gdstermistir. Kromozomlar nikleer genomun kalitsal elementleri
olup iclerindeki deg@isimler mutasyonun bagimsiz birimlerini ortaya koyar (Dobigny vd., 2004).
Bu Ozelliklerinden dolayi kromozomal inversiyonlar simuliidlerde taksonomik ve filogenetik
indikatorler olarak kabul edilmektedirler (Rothfels, 1979, 1981, 1989). Sitogenetik
calismalarla simuliidlerde birgok tir kompleksleri kesfedilmistir (Shields ve Procunier, 1982;
Adler vd., 2004). Gunumuze kadar Wilhelmia alt soyunda alti tarin kromozomlari tarif
edilmistir (Grinchuk ve Chubareva, 1974;, Petrova vd., 2003, Chubareva ve Petrova, 2006).
Ancak tirler arasinda bant profil kiyaslamasi yapilan yalniz bir ¢alisma (Weber ve

Grunewald, 1989) mevcut olup bu ¢alismada glineybati Almanya’dan elde edilen S. equinum
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ve S. lineatum tdrlerinin polytenleri karsilastiriimistir. Mevcut arastirmamizda, sitogenetik
analizler igin gbrev alan Prof. Dr. Peter Adler tarafindan yapilan kromozomal analizler
sonucunda S. lineatum ve S. balcanicum Turkiye izolatlarinin ilk kez sitogenetik analizleri ve
kromozom bant farkhliklari ortaya konulmus olup elde edilen sonuglar projenin diger bir
ciktisi olarak bilimsel makaleye donusturtilmek Gzeredir. Yapilan sitogenetik analizlerde S.
balcanicum ve S. lineatum’da butln nukleuslarda chromocenterin var olmasinin bu iki tartin
ayni soy altindaki S. equinum ve S. pseudequinum’dan ayriminda belirgin bir marker oldugu
gosterilmistir. Bunun yaninda S. balcanicum’un kromozomal olarak S. lineatum’dan iki sabit
(fixed) (1S-4 ve IL-11), iki sabite yakin (nearly fixed) (siklik > 0.92) inversionlar (llIL-9 ve IlIL-
10) ve yaklaskk 100 unique polymorfizmle ayirt edilebildigi ortaya konmustur. S.
balcanicum’da polimorfizm distk belirlenmis ve farkli cytoformlarina rastlaniimamistir. Elde
edilen sonuglar S. balcanicum’'un tek bir tir kompleksi olduguna ve sibling tirler
bulunmadigina dair veriler ortaya koymustur. Buna karsin S. lineatum’da kromozomal
polimorfizm daha ylksek saptanmis ve iki ayri cytoformunun (A ve B) oldugu belirlenmistir.
Cytoform A’ya daha ¢ok ingiltere ve Almanya izolatlarinda rastlanirken, Cytoform B’ye ise
daha cok Turkiye izolatlarinda rastlanmistir. Cytoform A’nin cytoform B’den daha yliksek
polimorfizm goéstermesi ve 6zelliklede kromozomlarin yarisindan fazlasinda 1S-4, IL-10, IL-
11, IIL-9, ve IIIL-5 inverziyonlarin gorilmesiyel ayrildigi belirlenmistir. Elde edilen bu bulgular

S. lineatum igerisinde kardes (sibling) turlerin olabilecegine dair veriler saglamistir.

Kromozomal, molekuler ve morfolojik karakterlerin birlikte uygulanmasi ile bir¢ok simuliid
nesilleri (major lineages, 6rnegin, alt aileler ve soylar) arasindaki evrimsel iliski agikliga
kavusturulmustur (Rothfels, 1979; Moulton, 2000; Adler vd., 2004). Morfolojinin evrimsel
analizi, g¢evresel faktérlerden etkilenebildigi igcin genellikle zordur. Bunun yaninda kendi
gercgegi icinde morfolojik analiz direkt olarak uygulanabilirligi yoninden 6nem arz etmektedir.
Ornegin tarsal tirnagin  sekli, konak derisine tutunmada bir adaptasyon olarak
nitelenmektedir (Gryaznov, 1992). Kromozomal varyasyonlar direkt uygulanabilir karakterde
degildir. Ancak kullanigli genetik markerlari saglarlar. Sitogenetik varyasyonun
uygulanabilirligi  sinirli olup, tum genetik varyasyonlari yansitmamaktadir. Bu agidan
kromozomal varyasyonlarla iligkili olmayan kardes (sibling) tirlerin gesitliligi hentz netlige
kavusmamistir. Molekuler biyolojik teknikler simuliid tarlerinin analizi icin daha ¢ok &zelligin
incelenmesine imkan saglamistir. Bu teknikler genel olarak nikleik asitler (genellikle DNA),
proteinler (enzimler ve yapisal proteinler) ve ikincil metabolitler (6rn; lipitler ve
karbonhidratlar) olarak U¢ gruba ayriimaktadir. DNA varyasyonu genetiktir. Bunlarin
ekspresyonu morfolojik  evrimsel analizilerin aksine cevresel faktorlerden
etkilenmemektedirler. ilgili genin kodon sekansini yansitan protein varyasyonu, amino asit

dizilimlerindeki degisikliklerin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bununla birlikte protein
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varyasyonu, post-translasyonel modifikasyondan da etkilenebilir. Bdylece bu varyasyonlar,
her zaman genetik olarak saptanamayabilir (Pasteur vd., 1988). ikincil metabolitler ise
enzimatik faaliyetler sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Dolayisiyla bunlar, genetik temelden bir
adim daha uzakta bulunurlar. Sitogenetik, morfolojik (Grenier ve Rageau, 1960; Currie,
1988) ve molekiler (Moulton, 2000) calismalar, Simuliinae alt ailesinin holoarctic Prosimuliini
ve tum dunyada yaygin olan Simuliini olmak Uzere iki Ust soya (Sekil 2.1) ayrildigini ortaya

koymustur.

Simuliid tdrlerinin evrimsel ve filogenetik iliskilerinin arastiriimasinda cesitli nikler ribozomal
ve mitokondrial gen boélgeleri calisiimistir. Ribozomal gen bdlgeleri icin 16S ve 18S small
subunit, 5.8S ve 28S gibi large subunit, ITS-1 ve ITS-2 gibi non fonksiyonel gen bolgeleri;
mitokondriyal gen bdlgeleri icin ise NAD4 ve COI gibi gen bdlgeleri filogenetik iliskilerin
incelenmesinde tercih edilen gen bélgeleri olmustur (Tang ve Unnascgh, 1995; Tang vd.,
1995; Higazi vd., 2001; Thanwisai vd., 2006; Kruger ve Hennings, 2006; LaRue vd., 2009;
Rivera ve Currie, 2009; Pramual vd., 2011). Cytochrome c oxidase enzimi, bakteri ve
mitokondrilerde bulunan genis transmembran protein kompleksidir. Mitokondrinin
membraninda yer alan elektron transport zincirindeki en son enzimidir. Mt-COI gen bdlgesi,
Okaryotlarda gostermis oldugu intraspesifik polimorfizm ile filogenetik analizlerde yaygin
olarak kullanilan mitokondrial gen bdlgelerinin basinda gelmektedir (Khalimonchuk ve Rddel,
2005). Simuliid tarler Gzerine GenBank’ta mt-COI gen bolgesinin arastirildigi farkli tlkelerden
cesitli kayitlar bulunmaktadir. Pramual vd., (2011), Gomphostilbia altsoyundaki 13 tlrden
oriyental karasinekte (Oriental black fly) mitokondriyal cytochrome c oxidase subunit 1 (COI)
gen bolgesinin farkliliklar Gzerine yaptiklari filogenetik arastirmada, intraspesifik genetik
farkliligl, ortalama %2,75 (%0-9.28) interspesifik genetik farkhgi ise %11,41 (%0,34-18.84)
olarak belirlemislerdir. Ayni aragtiricilar (Pramual vd., 2011) mt-COI gen bdlgesine gore DNA
barkodlamasinin cryptik biyo farkliligi (biodiversity) belirlemede ve geleneksel taksonomiyi
kolaylastirmada ©6nemli oldugunu kaydetmisler, morfolojik kriterlere goére belirlenen
Gomphostilbia altsoyundaki tur gruplarinin  monophyletic olmadigini ve bu soydaki
klasifikasyonun tekrar degerlendiriimesi gerekliligini ortaya koymuslardir. Pramual ve
Kuvangkadilok (2012), S. angulistylum’un diversitesini aragtirmak amaciyla sitogenetik, mt-
COlI sekans ve ekoljik analizleri bir arada kullanmiglar ve fixed kromozom inverziyonlari ile
karakterize olan Ug¢ cytoformun (A, B ve C) varligini ortaya koymusglardir. Bu cytoformlardan
A ve B olanlari ekolojik olarak dugstk rakimli habitatlarda, C olani ise ylksek rakimh
habitatlarda gérildugunt  belirlemislerdir.  Ayrica ayni arastiricilar  (Pramual ve
Kuvangkadilok, 2012) mt-COl DNA sekans analizleriyle bu cytoformlar arasinda 6nemli
genetik farkliliklar tespit etmisler, ayrica cytoformlarin icinde de gizli diversiteyi gosteren farkli

nesillerin varhigini ortaya koymuslardir. Rivera vd. (2009), Nearctic simuliid turleri icerisinden
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morfolojik olarak farklh 65 tur ve kardes tir iceren tur kompleksinde genetik varyasyonu, mt-
COI gen bolgesine gore arastirmiglar, benzer turler arasinda genetik varyasyonu ortalama
%14,93 (%2,83-15,33) olarak saptarken morfolojik farkli turlerde intraspesifik genetik
varyasyonu ise ortalama %0.72 (%0-3,84) olarak bulmuslardir. Ayni arastiricilar (Rivera vd.,
2009) mt-COl gen bolgesi DNA barkodlamasinin simuliidlerdeki cryptic c¢esitliligin
arastirimasinda ve tur identifikasyonunda etkili bir yontem oldugunu kaydetmiglerdir. Mevcut
arastirmamizda Wilhelmia alt soyunda yer alan S. lineatum, S. balcanicum ve S. equinum
turleri Dinyada ilk kez morfolojik, kromozomal ve molekiler yontemlerle analiz edilmis ve
farkhhklari arastirilmistir. Mt-COl gen bdlgesine gére Almanya’dan analizlere dahil edilen
izolatlarla birlikte toplam 38 izolat analiz edilmis, Simulium Wilhelmia altsoyundaki turlere ait
izolatlar arasinda korunmus bdlgelerle birlikte tlrler arasinda ve tir icinde intraspesifik
nukleotid varyasyonlari belirlenmistir. Simulium Wilhelmia alt soyundaki tirlere ait izolatlarin
mt-COIl gen boélgesine goére filogenetik analizinde; S. Wilhelmia balcanicum izolatlarinin
filogenetik agac Uzerinde tek bir clusterda yer aldigi gorilmus ve genetik farklihgin, S.
Wilhelmia lineatum izolatlarina goére vyariyariya disiuk oldugu saptanmistir. Bu sonug
kromozomal analiz sonuglari ile paralel sekilde polimorfizmin S. balcanicum’da daha disuk
oldugunu ortaya koymus ve bu tirin tek bir tir kompleksi olabilecegi hipotezini
glglendirmistir. S. Wilhelmia lineatum izolatlarinin ise biri S. balcanicum izolatlarina yakin
olmak Uzere iki ayr clusterda yer aldigi gorilmis ve mt-COIl gen bdlgesine gére genetik
farkliigin daha yuksek oldugu belirlenmigtir. Bu sonuglar da kromozomal analiz sonuglarina
paralel sekilde S. lineatum’da farkh cytoformlar oldugunu ve tur altinda kardes (sibling)
turlerin varhgi hipotezini guclendiren veriler saglamistir. Ayrica elde edilen mt-COl filogenetik
analiz sonuglari Pramual ve Kuvangkadilok (2012),’in bulgularina paralel olarak S. lineatum
cytoformlarinin icinde de farkli nesillerin varligina dair veriler saglanmigtir. Mt-COI filogenetik
analizlerine gére grup farkhliklari incelendiginde S. Wilhelmia balcanicum ve S. Wilhelmia
lineatum izolatlari birbirine yakin bulunurken ayni altsoydaki S. Wilhelmia equinum’un bu iki
tirden yuksek genetik farklihk gosterdigi belirlenmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda
Litvanya’dan S. Wilhelmia lineatum ve S. Wilhelmia equinum olarak GenBank kayitlari
girilen, Tarkiye dahil Avrupa’nin gesitli Ulkelerinden bir sekilde elde edilmis gesitli izolatlarin
tur identifikasyonlarinin hatali oldugu da ortaya konmus ve gerekli dogrulama ve dizeltmenin
yapilmasi yoéniinde 5" International Simuliidae Symposium’unda ilgili arastiriciya gerekli

uyarilarda bulunulmustur.

Insektlerdeki ribozomal DNA diger Okaryotlarda oldugu gibi birbirinden 6nceden
“nontranscribed spacers (NTS)” olarak bilinen intergenik spacerlar (IGS) ile ayrilmis birbirini
takip eden Unitelerden olusmustur. Her Unite; sirasiyla 18S, 5.8S, ve 28S ribosomal RNA'yi

kodlayan genler ile spacerlardan [external transcribed spacer (ETS) ve internal transcribed
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spacers 1 (ITS1) ve 2 (ITS2)] olugur (Hillis ve Dixon, 1991). Kodlanmayan bolgeler ITS-1 ve
ITS-2, kodlanan 18S, 5.8S, ve 28S rDNA genleri arasinda yer alir. ITS-1, ktui¢clk subunite 18S
ve 5.8S subuniteleri birbirinden ayirirken, ITS-2, blylk subunite 5.8S ve 28S gen bdlgelerini
ayirir. 18S, 5.8S, ve 28S kodlanan gen bdélgeleri, yiksek dizeyde korunmus olup Ust dizey
filogenilerin ingaasinda yaygin olarak kullanihr (Nirmala vd., 2001; Shi vd., 2005). Bunun
aksine kodlanmayan gen bdlgeleri ITS-1 ve ITS-2 yiksek dizeyde dediskenlik gdsterir ve
kodlanan bolgelere gbre daha hizli oranda degisim gosterir (Schlotterer vd., 1994). Nukleer
rDNA’da bulunan intergenik spacer ITS-2, birgok simuliid tliriinde tek bir kromozom Uzerinde
yerlesmis (Rothfels, 1979) bir gen bolgesi olup, bircok organizmanin filogenetik
calismalarinda molekiler araglara buyuk bir katkisi olmustur. ITS-2 sekans kiyaslamalari
birbirine yakin turlerin ayriminda (Tang vd., 1996; Walton vd., 1999; Malafronte vd., 1999;
Hackett vd., 2000), populasyon farkliliklarinda (Fritz vd., 1994; Marrellin vd., 1999) ve
evrimsel iligkilerin yeniden olusturuimasinda (Malafronte vd., 1999; Depaquit vd., 2000;
Weekers vd., 2001; Oliverio vd., 2002; Toma vd., 2002; Young ve Coleman, 2004; Thanwisai
vd., 2006; LaRue vd., 2009) oldukg¢a kullanigh olmustur. Simulium soyunda yer alan cesitli
turler Gzerine ITS-2 gen bolgesi yoniunden karakterizasyon calismalari ve GenBank kayitlari
yapilmis olmasina karsin gunimuze kadar Wilhelmia alt soyundaki tdrlerin ITS-2 sekans
analizleri ve karakterizasyonlari Uzerine her hangi bir ¢alisma ve GenBank kaydi
yapilmamistir. Bu agidan bu c¢alisma ile elde edilen nikleer ribozomal ITS-2 sekans ve
karakterizasyon sonuglari bu alanda Diinya’da bir ilki olusturmus olup édnemli bir bilimsel veri
acigini da kapatmistir. ITS-2 gen bdélgesi filogenetik analizlerine gbére Simulium Wilhelmia
altsoyundaki turlere ait izolatlarin 6zellikle tur icinde olmak tUzere homolojilerinin mt-COI gen
bdlgesine gére daha ylksek oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda farkli canli ve tdrler
Uzerinde ¢alismis bazi arastiricilarin (Tang vd., 1996; Walton vd., 1999; Marrellin vd., 1999;
Hackett vd., 2000) bulgularina paralel olarak birbirine yakin olan Wilhelmia alt soyundaki
turler arasinda da tur spesifik nikleotid varyasyonlarinin varligi ortaya konmus ve filogenetik
agacta mt-COIl gen bdlgesine paralel olarak S. balcanicum ve S. equinum izolatlarinin ayri
ayri tek bir clusterda, S. lineatum izolatlarinin ise Ug¢ clusterda yer aldigi gérilmastar. ITS-2
gen bdlgesine gore tir ici genetik homolojinin mt-COIl gen bdlgesine goére daha ylksek
oldugu belirlenmigtir. Ortaya konan bu 6zelligi ile pest kontrolinde ve tur bazli identifikasyon
calismalarinda konfirmasyon araci olarak ITS-2 gen bélgesinin mt-COIl gen bdlgesine gore

daha ideal bir genetik marker oldugu saptanmistir.

Kan ile beslenen (haematophagous) artropodlarin beslenme yapilari ve konak tercihleri, bir
¢ok patojenin cogalmasi ve omurgall konaklara bulasmasi agisindan olduk¢a énemlidir (Dye
ve Hasibeder, 1986; Munoz vd., 2011). Vektdrlerde beslenme yapilarinin ve konak

tercihlerinin  belirlenmesi, vektor-borne hastaliklarla etkili muicadele stratejilerinin  ve
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politikalarinin olusturulmasina, salgin risklerinin azalmasina ve hem insan hem de
hayvanlarda bu hastaliklarin ekoepidemiyolojilerinin daha iyi anlagiimasina olduk¢a dnemili
katkisi vardir (Dye ve Hasibeder, 1986). Ergin disi simuliidlerin kan ile beslenmesinde konak
tercihlerinin belirlenmesine yonelik sinirll sayida c¢aligsma bulunmaktadir. Simmons vd.
(1989), Amerika Birlesik Devletlerinde cesitli bolgelerden topladiklari simuliid turlerinde
konak kani identifikasyonu amaciyla serolojik olarak modifiye kapillar presipitasyon teknigini
kullanmiglar ve identifiye ettikleri P. magnum, P. mixtum, St. mutata, S. gouldingi, S. vernum,
S. aureum, S. croxtoni, S. jenningsi, S. tuberosum, S. verecundum, S. venustum ve S.
vittatum turlerinde konak kani pozitifliginin dagihmini %31 equide, %25 sigir, %19 rakun,
%13 siniflandinimamis memeli ve %5 kanath olarak belirlemiglerdir. Ayni arastirmada
(Simmons vd., 1989) pozitiflerin %7’si ise birden fazla konak kani ile pozitif bulunmus ve
ayrica bir Prosimulium mixtum/fuscum orneginde kdpek ve bir S. vernum 6rneginde ise insan
kani pozitifligi saptanmistir. Hellgren vd. (2008), isveg'te degisik bolgelerden topladiklari ve
identifiye ettikleri S. transiens, M. lyra, S. usovae, S. annulus ve S. silvestre tirlerine ait
orneklerden DNA izolasyonunu takiben 6rnekleri omurgali mt- cytb gen bolgesini amplifiye
eden primerlerle molekuler olarak analiz etmislerdir. Ayni arastiricilar (Hellgren vd., 2008),
sekans analizleri sonucu kanath pozitif belirlenen 6rneklerin konak kani identifikasyonlarini
molekdler olarak Galliformes spp., Anas spp., Grus grus, Turdus spp., Numenius arquata ve
Passeriformes spp. olarak belirlemisler, Leucocytozoon enfeksiyonlari yoninden risk
faktorleri arasindaki iligkileri arastirmiglardir. Imura vd. (2010), Japonya’nin alpine bdlgesinde
topladiklari S. japonicum, P. hirtipes, P. yezoense, Cnephia mutata ve P. novum tirlerine ait
144 digi simuliid Orneginin 34’Unde (%23,6) molekuler olarak kanath kani pozitifligi
belirlemigler, memeli kani pozitifligine ise rastlamamiglardir. Ayni arastiricilar (Imura vd.,
2010), kanatl mt-cytb gen bolgesi sekanslarina gore kanath turlerini; Lagopus mutus (en
yaygin), Syrmaticus soemmerringii, Phasianus versicolor, Phasianus colchicus, Coturnix
japonica, Bambusicola thoracica, Picoides majér, Picoides leucotos, Milvus migrans, Buteo
buteo, Accipiter nisus, Accipiter gentilis, Aquila chrysaetos, Spizaetus nipalensis, Treron
sieboldii, Streptopelia orientalis, Hirundapus caudacutus, Falco tinnunculus ve Cuculus fugax
olarak belirlemiglerdir. GUnimuze kadar arastrmamizda belirledigimiz S. lineatum ve S.
balcanicum turlerinin kan beslenme egilimleri Uzerine dunyada herhangi bir galisma
yapiimamistir. Calismamizda konak kani belirlenmesi amaciyla memeli ve kanath spesifik
mt-cytb geni amplifikasyonu ve sekans analizi uygulanmistir. Simuliid érneklerin birden fazla
konaktan kan emme potansiyelleri gz onune alinarak molekuler analizlerde belirlenen
amplikonlar tek bir tira ortaya koyabilmek amaciyla klonlanmis ve insertlere ait plasmidler
sekanslanarak konak tirii tayini yapilmistir. incelenen 150 disi simuliid érneginden 571’i

(%34,0) konak kani (memeli+kanatl) yéninden pozitif belirlenmistir. Pozitif 6érneklerin 23’U
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(%45,1) yalnizca memeli, 11’i (%21,6) yalnizca kanath, 17’si (%33,3) ise hem kanatli hem de
memeli kani ydninden pozitif bulunmustur. Hem S. lineatum hem de S. balcanicum igin
beslenme egdilimlerinde memeli tercihi istatistiksel olarak énemli bulunmus olup elde edilen
bu sonug Simmons vd. (1989)'nin bulgular ile paralellik géstermistir. Konak kani yéninden
pozitif belirlenen 6rneklerden klonlama sonrasi kanatlh icin 15, memeli igin ise 25 plasmid
konak turl tayini icin mt-cytb gen bolgesi sekans analizine tabii tutulmustur. Sekans ve
alignment analizleri sonucu her iki tir i¢in kanatl tirlerinden Alakarga (Garrulus glandarius),
Saksagan (Pica pica) ve Leylek (Ciconia ciconia) tirleri identifiye edilirken; S. lineatum igin
ayrica 3 érnekte Bayagi Sahin (Buteo buteo) pozitifligi tespit edilmistir. Kanath kani pozitif
ornekler arasinda en ylksek orani Saksagan (Pica pica) tiru gostermistir. Memeli pozitif
orneklerde analizler sonucu her iki tur igcin kopek (Canis lupus familiaris), koyun (Ovis aries)
ve Sigir (Bos taurus) turleri identifiye edilirken S. lineatum’da ayrica 2 6rnekte at (Equus
ferus caballus) pozitifligi saptanmistir. Memeli kani pozitif 6rnekler arasinda en yliksek orani
sigir gostermistir. Calismamizda yapilan molekiler analizlerde ergin disi simuliidlerde insan
(Homo sapiens) kani pozitifligine rastlanmamistir. Buna karsilik, ayni arastirma yoresinde
simuliid populasyonunun yukseldigi ve salgin boyutuna ulastigi dénemde yapilan saha
gbzlemlerinde simuliidlerin insanlardan kan emdidi rapor edilmistir (Yesiléz vd., 2011).
Mevcut calismada, Orta Kizilirmak Havzasinda saptanan simuliid tlrleri ile bunlarin
beslenme egilimlerinin molekuler identifikasyonu, evcil memeli ve yabani kanatl turlerine
vektor-borne cesitli patojenlerin nakilleri agisindan dnemli risk faktérleri olusturduklarini

ortaya koymustur. Bu sonug literatlire katki bakimindan Diinyada elde edilmis ilk verilerdir.

Dunyada 2101 nominal simuliid tarindn %98’inin omurgali (memeli+kanath) kani ile
beslendigi ve muhtemelen bunlarin bircogunun kan kaynakli (blood-borne) patojenleri
naklettigi bilinmektedir (Adler, 2009; Adler ve Crosskey, 2011). GUinimizde tanimlanmis
yaklagik 28 omurgali patojen ve paraziti simuliidlerde ddékumante edilmis (Adler ve
McCreadie, 2009) olmakla birlikte molekuler galismalar diversitenin daha yuksek oldugunu
gOstermektedir (Hellgren vd., 2008). Bunun yaninda bir¢ok simuliid tirl patojenler agisindan
yeni yeni incelenmeye basglanmistir. Bu patojenlerin yol actigi hastaliklar arasinda
onchocerciasis ve mansonellosis insanlar igin simuliid-borne 6nemli filarial parazitler
hastaliklarindandir. Nehir korlugu olarak bilinen insan onchocerciasis’i 6nemli hastalik
tablosuna yol agmakta olup dinyada korlige yol acan enfeksiydzler arasinda ikinci sirada
yer almaktadir. Dunyada o6zellikle Afrika Ulkeleri basta olmak Uzere yaklagik 40 milyon
insanin enfekte oldugu ve bunlarindan yaklasik ¢eyrek milyonunun koérliikle sonuglandigi ve
hastaliga bagh kayiplarin ¢ok yuksek oldugu rapor edilmigtir (World Health Organization,
1995; Remme vd., 2006). Mansonella ozzardi tarafindan olusturulan mansonellosis

insanlarda daha hafif seyirli olup parazitler genellikle vicut bosluklarinda ve mezenterde
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yerlesim gosterirler. Genellikle klinik tablo hafif olmakla birlikte ates, eklem agrilari,
bacaklarda sogukluk, akciger bozukluklari, lymphadenitis, adenopathy ve hepatomegaly gibi
semptomlar ortaya ¢ikabilir (Klion ve Nutman, 1999). Simuliid vektdrlerde O. volvulus basta
olmak Uzere Onchocerca tarlerinin arastiriimasina ydénelik cesitli molekiler calismalarin
(Katholi vd., 1995; Adeleke vd., 2010; Gopal vd., 2012) yapildigi ve GenBank’ta cesitli
izolatra ait kayitlarin girildigi gorulmektedir. Turkiye’de onchocerciosis Uzerine kayitlar
sinirhdir (inci vd., 2013). insanlarda O. volvulus enfeksiyonuna dair Suudi Arabistan’dan
Turkiye'ye gelen bir kiside import vakasi rapor edilmistir (Ozkara vd., 2003) bulunmaktadir.
Ayrica canine onchocerciasis etkeni O. lupi'nin yol actigi insan okuler onchocerciasis olgulari
da Tirkiye’den rapor edilmistir (Otranto vd., 2011, 2012; ilhan vd., 2013). Ote yandan
Turkiye’de hayvanlarda (sigir) O. armillata'nin yol actigi onchocerciasis olgulari da
bildirilmistir (Alibasoglu vd., 1969; Beytut vd., 2005; Ozyildiz vd., 2013). Mevcut
calismamizda potansiyel vektoér simuliid tirlerinde Onchocerca tirlerinin arastiriimasinda
nukleer ribozomal ITS-2 gen bdlgesinden dizayn ettigimiz orijinal primerlerle kantitasyona
olanak saglayan sybergreen tabanli Real Time PCR teknigi Dinya’da ilk kez kullaniimis olup
dizayn edilen primerlerin GenBank blast analizleri ve referans izolatlarla yapilan
incelemelerinde spesifik oldugu saptanmistir. Real time PCR analizlerinde bireysel
orneklenen simuliidlerde pozitifik saptanmazken genomik DNA havuzlarinin 4’Unde
Onchocerca sp. pozitifligi tespit edilmis ve gézlenen minimum enfeksiyon orani (MIRs) 0,87,
beklenen enfeksiyon orani (P) ise 0,9 olarak belirlenmigtir. Beklenen enfeksiyon oraninin
minimum enfeksiyon orani ile uyum gostermesi saptanan prevalans oranini dogrulamigtir.
Arastirmamizda Onchocerca sp. pozitif belirlenen izolatlardan biri (TrOnchSim1, GenBank
aksesyon: KF999650) filogenetik analizler icin mt-COX1 gen bdlgesi yonunden sekans
analizine tabii tutulmustur. GenBank nlkleotid veri tabaninda kayith Onchocerca tir ve
izolatlariyla yapilan multible alignment sonuglarina goére TrOnchSim1 izolati en ylksek
identikligi %99,5 ile Kamerun’da S. damnosum’dan izole edilmis Onchocerca sp. “Eisenbarth
Sii1” izolati (GenBank: KC167352) ile géstermigtir. Ayrica TrOnchSim1 izolatinin ayni Ulke ve
ayni Simulium tirinden (S. damnosum) izole edilmis Onchocerca sp. “Eisenbarth Sii2”
(GenBank: KC167353) ve Onchocerca sp. “Eisenbarth Sii3” (GenBank: KC167354) izolatlari
ile de ylksek identiklik (%99,4) gosterdigi belirlenmistir. ilgili gen bolgesine gére TrOnchSim1
izolati, GenBank’ta kayitli bazi O. volvulus ve ruminant Onchocerca tirlerine ait izolatlardan
ise genetik olarak daha uzak belirlenmistir. Elde edilen bu sonug¢, Onchocerca turleri
arasinda genetik diversitenin ylksek oldugunu isaret etmektedir. Bu sonuca gore arastirma
yoresinde onchocercisasis’in molekuler epidemiyolojisi Uzerine c¢alismalara ihtiyag oldugu
anlasilmistir.  Mevcut calismada ergin disi simuliid sineklerde Mansonella tirlerinin

arastirimasinda major sperm protein (MSP) bdlgesinden dizayn ettigimiz orijinal primerlerle
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kantitasyona olanak saglayan sybergreen tabanli Real Time PCR teknigi de Dinya’da ilk kez
kullaniimis olup dizayn edilen primerlerin GenBank blast analizleri ve referans izolatlarla
yapilan incelemelerinde spesifik oldugu saptanmistir. Real time PCR analizlerinde bireysel
orneklenen simuliidlerde ve genomik DNA havuzlarinda pozitiflik saptanmamigtir. Nitekim

Tarkiye’de ginimuUze kadar mansonellosis insan veya hayvanlardan rapor edilmemistir.

Leucocytozoonosis, hem temporal hem de tropik bolgelerde evcil ve vahgi kanathlarin yaygin
simuliid-borne kan hastaliklarindan birisidir (Beadell vd., 2004; ValkiGnas, 2005; Ishtiaq vd.,
2006; Hellgren vd., 2007). Leucocytozoon soyundaki parazit nesillerinde (lineage)
polimorfizm ylksek oranda gorilmekte olup bu nesillerin konak 6zgulligi yoénutndeki
tartismalar oteden beri sUregelmektedir. Parazitin hayat siklusunu tamamlayabilmesi icin
hem omurgali son konaga hem de omurgasiz ara konaga (vektor) ihtiyag vardir. Parazit
nesillerinin cografik dagihmi, konak, vektér gibi biotik, iklim ve su rejimi gibi abiotik
degiskenlere bagli olarak sekillenir (Hellgren, 2005). Konak spesifitesi derecesinin, tek bir
kus tlrinde gorilen bir nesilden, taksonomik olarak farkli kus turlerinde biyolojik dongusunu
tamamlayabilen nesillere kadar degiskenlik gosterebildigi kaydedilmistir (Waldenstréom vd.,
2002; Ricklefs vd. 2004; Hellgren, 2005; Valkitnas, 2005; Krizanauskiene vd., 2006; Hellgren
vd., 2007). Hastaliktan sorumlu vektor simuliid tlrindn kan ile beslenmesinde konak tird igin
bir tercihi bulunmadigi durumda parazitler, farkli konak turleri arasinda transmisyona firsat
bulurlar. Dolayisiyla konak turlerinde Leucocytozoon nesillerinin dagihmini, bir parazit
neslinin yalnizca tek bir konak tlirinu enfekte etme yeteneginde olmasi veya farkh konak
gruplarini enfekte edebilmesi belirler (Hellgren ve ark, 2008). Leucocytozoon soyundaki
parazitler dinya ¢apinda yaygin olup, en az morfolojik olarak identifiye edilmis 35 tiru
bulunmaktadir (Valkiinas, 2005). Molekuler identifikasyonla gézlenen diversite, tir sayisinin
¢ok daha ylksek oldugunu isaret etmektedir. Molekller olarak belirlenmis birgok
Leucocytozoon neslinin gelisimlerini farkl ailelere bagli konak tirlerinde tamamlayabildigini
gOstermektedir (Hellgren, 2005; Hellgren vd., 2007). Ayrica Leucocytozoon turlerinin birgok
simuliid vektor turinde basarili bir sekilde gelisebildikleri de ortaya konmustur (Valkitnas,
2005). Leucocytozoon nesillerinin kanatli konak ve vektdr simuliid populasyonlarinda
molekuler olarak arastirildig1 ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir (Bensch vd., 2000; Ricklefs
ve Fallon, 2002; Valkiiinas ve Ashford 2002; Waldenstrom vd., 2002; Ricklefs vd., 2004;
Hellgren, 2005; Valkitnas, 2005; Krizanauskiene vd., 2006; Hellgren vd., 2007; Hellgren vd.,
2008). Turkiye'de ise leucocytozoonosis uzerine molekiler caligmalarin sinirh oldugu
gorilmektedir. Arastirma ekibimiz tarafindan ydratilen calismalarda (Yildirim vd., 2013a;
Yildirim vd., 2013b), Kayseri yoresinde iki sahin tirl (Buteo rufinus, Buteo buteo) ve bir alaca
baykusta (Strix aluco) mt-cytb gen bdlgesi PCR ve sekans analizleriyle (i¢ Leucocytozoon

nesli (eruvetpar, KC876042, Strix aluco; eruvetparl,KC962151, Buteo rufinus; eruvetpar2,
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KC962152, Buteo buteo) identifiye edilmis ve Buteo buteo ve Strix aluco igin Turkiye’'den;
Buteo rufinus i¢in de dinyadan ilk kayitlar olarak GenBank aksesyonlari saglanmigtir.
Mevcut calisma, Turkiye’de vektoérlik potansiyelleri agisindan simuliid turlerinde
Leucocytozoon tur ve nesillerinin arastirildigi ilk calismadir. Ayrica mevcut calismada mt-cytb
gen bolgesinden dizayn edilen spesifik primerlerle sybergreen tabanli Real Time PCR teknigi
de Dunya’da ilk kez kullaniimis olup dizayn edilen primerlerin GenBank blast analizleri ve
referans izolatlarla yapilan karsilastirmalarda spesifik oldugu saptanmistir. Arastirmamizda
molekdler incelemesi yapilan 150 adet bireysel érnegin birinde, 46 genomik DNA havuzunun
ise Uclinde Leucocytozoon sp. pozitifligi tespit edilmistir. Ergin disi simuliidlerde
Leucocytozoon sp. icin belirlenen MIRs 0,65, P ise 0,67 olarak saptanmis olup beklenen
enfeksiyon oraninin minimum enfeksiyon orani ile uyum gdstermesi, saptanan prevalans
oranini dogrulamistir. Calismamizda bireysel simuliid 6rneklerinden Leucocytozoon sp.
pozitif bulunan ve molekiler karakterizasyonu yapilan S. lineatum’a ait 6rnegin ayni
zamanda kanath kani yoninden de pozitif oldugu dikkati ¢ekmistir. S6z konusu kanatl turG
mt-cytb gen sekans analizleri sonucglarina goére bayagdi sahin (Buteo buteo) olarak
belirlenmistir. Elde edilen bu sonug, kanatli kaninin bir Leucocytozoon nesli ile enfekte olma
durumunu ve/veya s6z konusu simulid tirinin potansiyel bir vektdr olabilecegini de isaret
edebilir. Sekans ve filogenetik analiz sonuclarina gére TrNSL1 ve TrNSL2 izolatlarinin
yuksek oranda identik oldugu (%99,8), ayni zamanda her iki izolatin GenBank kayitlarinda
yapilan alignmentlar sonucu arastirma ekibimiz tarafindan (Yildirnrm vd., 2013b) Nevsehir
yoresindeki bir baykustan (Strix aluco) izole edilen “eruvetpar” izolati (GenBank: KC876042)
ile en yuksek identikligi (%99,8 ve %99,6) gdOsterdidi belirlenmigtir. TrNSL1 ve TrNSL2
izolatlarinin ayni zamanda Amerika Birlesik Devletleri'nde diger bir baykus turinden (Strix
occidentalis occidentalis) izole edilmis “‘SPOW30” izolati (GenBank: EU627806) ile de
yuksek oranda (%99,2 ve %99,4) benzer oldugu dikkati ¢ekmistir. TrNSL1 Leucocytozoon
sp. izolatinin saptandigi S. lineatum 6rneginde bayagi sahin (Buteo buteo) kani pozitifliginin
de belirlenmis olmasi, s6z konusu kanath tirinin belirlenen Leucocytozoon nesli (lineage)
ile enfekte olabilecegini gostermistir. Bu 6ngdri géz 6nune alindiginda, karakterize edilen
Leucocytozoon sp. TrNSL1 izolatiyla yuUksek identiklik gdsteren diger bazi nesillerin gesitli
baykus turlerinden rapor edilmesi, ¢alismamizda belirlenen Leucocytozoon nesillerinde
konak 6zgulligunin bulunmadidi (host generalist) hipotez edilebilir. Nitekim yapilan bazi
calismalarda (Hellgren, 2005; ValkiGnas, 2005; Krizanauskiene vd., 2006; Hellgren vd.,
2007) gesitli Leucocytozoon nesillerinin farkh konaklarda bulundugunun bildirilmis olmasi, bu

hipotezi destekler niteliktedir.

Sonug olarak bu calisma ile Turkiye' de ilk kez Simulium tlrleri Gzerine morofolojik,

kromozomal ve molekuler analizler bir arada kullanilarak karakterizasyon ve filogeni
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¢alismasi yapiimistir. Bu sonuglarla Orta Kizilirmak Havzasin’da S. (Wilhelmia) lineatum ve
S. (Wilhelmia) balcanicum turlerinin varligi ve yayginlklar ortaya konmus, primer yaygin tar
S. (Wilhelmia) lineatum olarak belirlenmistir. Ayrica bu ¢alismayla Diinyada ilk kez Wilhelmia
alt soyundaki S. lineatum, S. balcanicum ve S. equinum izolatlarinin mitokondriyal ve
ribozomal gen bolgelerine gore karakterizasyonlari yapilarak filogenileri ortaya konmus ve
GenBank kayitlari gergeklestirilerek molekller taksonomiye yerlesimleri saglanmistir.
llaveten bu arastirmayla Diinyada ilk kez S. lineatum, S. balcanicum ve S. equinum tirleri
icin 6zellikle pest kontroli amaciyla molekuler markerlar ortaya konmustur. Mevcut ¢alisma,
Tuarkiye’de Simulium tdrlerinin epidemiyolojisi ile yaygin tir ve/veya alttiirlerin sitogenetigi ve
genatiplerinin ortaya konmasi acisindan model olma niteligindedir. Calisma ile ayrica stz
konusu tdrlerin kan beslenmesinde konak edilimleri ve konak turleri molekuler olarak
saptanmis, her iki tirin de kanatli ve memeli turlerinden beslenebilmesinin yaninda memeli
tercihinin daha 6nemli oldugu belirlenmistir. Bu sonuclar da arastirma bolgesinde patojenlerin
nakli agisindan s6z konusu iki tlrln risk potansiyelleri tasidigini ortaya cikarmistir. Nitekim
galismada incelenen ergin disi simuliid orneklerinde kanath ve memeliler igin risk olusturan
Leucocytozoon ve Onchocerca pozitifliklerinin belirlenmesi, bu iki simuliid tarGnin potansiyel
vektor olmalari ve risk olusturmalari agisindan 6énem arz etmektedir. Calisma ile ayrica
Dunya’da ilk kez Leucocytozoon, Onchocerca ve Mansonella tiurleri kantitasyona olanak
saglayan Real Time PCR ybdntemiyle arastirimig, spesifik primer dizaynlari yapilimis ve
yontemler standardize edilmis olup elde edilen bu sonuglar dinya literatlrine
kazandirilacaktir. Calismada ayrica Leucocytozoon sp. ve Onchocerca sp. pozitif belirlenen
orneklere ait izolatlarin Turkiye'de bir ilk olarak molekiler karakterizasyonlari yapilmis,
GenBank kayitlari gergeklestiriimis ve Turkiye'nin biyolojik varliklari olarak tescilleri
saglanmistir. Bu sonuglar, Turkiye’de simuliidlerin vektorlGglni yaptigi leucocytozoonosis ve
onchocerciasis Uzerine kapsamli molekiler epidemiyolojik ¢alismalara ihtiya¢ oldugunu da

ortaya ¢ikarmistir.

Proje suresince elde edilen bilimsel ¢iktilar; uluslararasi alanda “Molecular characterization
of blackflies (Diptera: Simuliidae) collected from Kizilirmak River in Nevsehir province of
Turkey” bash@i ile 5" International Simuliid Symposium, 2012, Bratislava, Slovakya'da ve
“Bloodmeal Identification and Detection of a Leucocytozoon lineage from blackflies (Diptera:
Simuliidae) collected from Kizilirmak River in Nevsehir province of Turkey” bashgi ile
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