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OZET

ORTA KARADENIZ BOLGESINDE BULUNAN Culex pipiens kompleks TURLERININ
MOLEKULER OLARAK BELIRLENMESI

YAMAN ISIK

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi
Damismani: Yrd. Do¢. Dr. M. Mustafa AKINER

Yapilan bu tez ¢aligmasinda Orta Karadeniz Bolgesi’'nde yayilim gosteren Culex pipiens tiir
kompleksinin belirlenmesi amaciyla 2014-2016 yillar1 mayis eyliil aylar arasinda 14 noktadan
orneklem yapilmistir. Culex pipiens tiir kompleksinde morfolojik tiir teshisinin problemlerinden
dolay1 tiirlerin statiilerinin molekiiler olarak belirlenmesi amaciyla Ace-2 gen bdlgesinin bir
kismi ¢ogaltilmistir. Alanda yogun olarak yayilan Culex pipiens varyetelerinin belirlenmesi
amaciyla CQ11 bolgesi ¢ogaltilarak molekiiler teshisleri yapilmaya ¢alisilmustir. Morfolojik
olarak kompleks iiyesi olarak tanimlanan ornekler molekiiler ¢aligmalarda kullanilmistir. PZR
reaksiyonu sonucunda elde edilen amplikonlar dizileme islemine tabi tutulmustur. Dizi verileri
kromotogramlar1 incelendikten sonra Mega7 programi yardimiyla hizalanmig ve Genbanktan
alinan orneklerde eklenerek filogenetik agaclar cizilmistir. Elde edilen verilere gore alanda
sadece Culex pipiens tiirii oldugu ve bunun iki varyetesinin dagilim gosterdigi (Culex pipiens
pipiens ve Culex pipiens f molestus) belirlenmistir. Ulkemizde varlig1 bilinen ve son dénemde
molekiiler olarak dogrulana Culex pipiens quinquefascitus ve bu kompleksin ikiz tiirii olan
Culex torrentium 6rneklerine ¢alisma alaninda rastlanmamistir. Cizilen UPGMA agaci Samsun
Horhor deresinde sadece Culex pipiens f molestus varyetesinin varhigi gostermistir. Amasya,
Bafra, Giresun, Carsamba, Ordu Unye bolgelerinde her iki varyeteninde var oldugu ve diger
bolgelerde ise sadece Cx. pipiens pipiens varyetesinin varligi belirlenmistir. Genbank 6rnekleri
ile karsilastirma sonucunda 6rneklerimizin KM922631.1 nolu Culex pipiens pipiens 6rnegiyle
yiiksek oranda uyustugu belirlenmistir. Cizilen agacta Culex pipiens quinquefasciatus Genbank
ornegiyle ile olan uzakliginin Culex pipiens pallens’ten daha az oldugu ve en uzak tiiriin Culex

torrentium oldugu belirlenmistir.

2017, 35 sayfa
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ABSTRACT

DETERMINATION OF THE Culex pipiens complex SPECIES BY MOLECULARLY IN
THE MIDDLE BLACK SEA REGION

YAMAN ISIK

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Master Thesis
Supervisor: Asst. Prof. Dr. M. Mustafa AKINER

In this thesis, sampling was performed form 14 points between May and September 2014-2016
in order to determine the Culex pipiens species complex which is spreading in the Middle Black
Sea Region. A part of the Ace-2 gene region had been amplified in order to determine the
species status related to the morphological identification problems in the Culex pipiens species
complex. The CQ11 region was reproduced and molecular diagnostics were attempted for
determining Culex pipiens varieties which are heavily distributed in the field. The
morphologically identified complex members had been used in molecular studies. The
amplicons obtained as a result of the PCR reaction were subjected to the sequencing process.
Sequence chromotograms were examined and then aligned with Mega7 program and
phylogenetic trees were drawn by adding them to the samples taken from the Genbank.
According to the obtained data, it was determined just only Culex pipiens species in the area and
two varieties of Culex pipiens (Culex pipiens and Culex pipiens f molestus) distribution. Culex
pipiens quinquefascitus, which is known to exist in our country and has recently been
molecularly confirmed, and Culex torrentium, the twin species of this complex, have not been
found in the study area. The drawn UPGMA tree only showed the presence of Culex pipiens f
molestus variety at the Samsun Horhor stream. It has been identified each two varieties were
exist in Amasya, Bafra, Giresun, Carsamba, Ordu Unye and only the presence of the Cx. pipiens
pipiens variety in the other regions. As a result of comparison with the Genbank samples, It was
found that our samples highly overlapped with KM922631.1 Culex pipiens samples. Culex
pipiens quinquefasciatus GenBank sample was found to be less distant from Culex pipiens

pallens GenBank sample, and Culex torrentium was found to be the most distant species.

2017, 35 Pages
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SEMBOLLER ve KISALTMALAR DiZiNi

°C Santigrat Derece

PZR Polimeraz Zincir Reaksiyonu

DNA Deoksiriboniikleik Asit

ace Asetilcolin esteraz

rpm Revolution per minute (Dakikadaki devir sayisi)
RNaz Riboniikleaz

uv Ultraviyole 1sinlar1

rDNA Ribozomal DNA

dNTP Deoksi niikleozit trifosfat

Taq pol Thermus aquaticus bakterisinden elde edilen DNA polimeraz enzimi
U Unit (Enzim Birimi)

pmol Pikomol

n| Mikrolitre

mM Milimolar

mi Mililitre

sn Saniye

b¢ Baz cifti

UPGMA Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean
IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry
GPS Kiiresel Konumlama Sistemi

TE Tris-EDTA

TAE Tris-acetate-EDTA

EDTA Etilendiamin tetraasetik asi

gDNA Genomik DNA

dH:20 Distile su
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Diinya niifusunun artis1, insan hareketlerinin ve go¢ hareketlerinin artmasi,
kentlesmede diizensizlik, uluslararasi ticaret, asir1 arazi kullanimi ve habitatlarin tahribi,
sulama sistemlerinin gogalmasi ve asir1 sulama, ticaret ve insan hareketliligine paralel
olarak patojen vektor kontaginin artmasi gibi pek ¢ok etmen vektorel kokenli hastalik
tehtidini arttirmigtir (Gubler, 2002; Kuglu, 2015). Kentsel alanlardaki nufiis artisi,
kentsel alanlarin etrafindaki sulak alanlarin yapisini ve fonksiyonlarini ciddi bigimde
etkilemekte ve degisimlere neden olmaktadir. Bu alanlar kentlerin ihtiyact olan suyu
temin etmelerinin yani sira insan sagligini tehdit eden birgok hastaligin tasiyicisi olan
tirlere de yasam alan1 saglamaktadir. Alanlarda var olan ve artan oranda hizli
degisimler, artropoda filumuna dahil vektorlerin bakteri, viriis, protozoon ve helmintler
gibi etmenleri tagima kapasitelerini de arttirmaktadir. Filuma ait olan sivrisinekler
vektorii olduklar1 sitma, bati nil viriisii, denk hastaligi, elefantiyaz (fil hastali),
sarthumma, zika viriisii gibi onemli hastaliklara sebep olmasi nedeniyle entomoloji
caligmalarinda 6nemli bir yere sahiptir (Harbach ve Kitching, 2005; Wang vd., 2012).
Diinya saglik Orgiitiiniin tahminlerine gore her yil diinyanin niifusunun yarisindan
fazlas1 sivrisineklerin tasidiklar1 hastaliklarin  tehdidi altindadir.  Sivrisinekler
kozmopolit tiirlerdir yaklasik olarak diinya sivrisinek popiilasyonunun % ii sicak, tropik
ve subtropik bolgelerde olmasina ragmen sadece kutup boélgelerinde bulunmazlar.
Yayilimlari i¢in ancak okyanuslar, yiiksek daglar ve genis ¢oller dogal sinirlayici faktor
olabilir (Service, 2008). Sivrisineklerin yayilmasini saglayacak sosyal, ekolojik ve

kiiresel diizeyde degisiklikleri kapsayan pek ¢ok sebep mevcuttur.

Ulkemiz hem cografi konumu hem de barmdirdigi habitat gesitliligi sayesinde
vektorler ve Ozelinde sivrisinekler anlaminda 6zel bir yere sahiptir. Son donemde
yapilan caligmalarla {ilkemizde varlig1 dogrulanan tiir sayisi1 65’e ¢ikmis ve bunlarin
Aedes/Ochleratatus, Uranotaenia, Culiseta, Culex, Coquillettidia, Orthopodomyia ve
Anopheles cinsleri igerisinde yer aldigi bilinmektedir (Giinay, 2015; Bedir, 2016;
Akiner vd., 2016). Ancak bu 65 tiiriin tamami1 kozmopolit 6zellikler sergilemeyip

bolgeler bazinda farkliliklar igermektedir. Orta Karadeniz Bolgesi kendine has yapis1 ve
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barindirdig1 iki biiyiik ovanin yani sira icerisinde pek ¢ok irili ufakli sulak alanlar1 da
barindirmaktadir. Ozellikle Bafra ve Carsamba ovalari sulu tarim yapilmas: ve
sivrisineklerin gelisme ortami olan sucul alanlar1 barindirmasi anlaminda 6nemli
alanlardir. Bunun yanisra alanda hem {ilkemizin hem de bélgenin en 6nemli kus
cennetlerinden biri olan Kizilirmak Kus cennetide yer almaktadir. Sahil hattinda yer
alan bolgelerin yanisira 6rneklem alani igerisinde yer alan Amasya ili ve g¢esitli
noktalarda sulu tarim yapilan ve sivrisinekler i¢in uygun iireme alanlarini barindiran
Oonemli noktalardan bir tanesidir. Alanda yogun siirdiiriilen tarim faaliyeti ve bolgenin
en kalabalik ili olmas1 nedeniyle Samsun alan igerisinde ayri bir 6neme sahip konumda
olup, hem biiyiiksehir olmasi hemde tarimin en yogun olarak yapildigi il olmasi
hasebiyle yiiksek oranda insektisit kullanilan bdlge olarak ta karsimiza ¢ikmaktadir.
Buda alanda tiirler {izerine bask1 olusturuyor gibi bir izlenim dogursa da tam tersi olarak
daha cok direngli ve miicadele edilemez konumda yerlesik sivrisinek populasyonlarinin
olusmasina neden olmaktadir. Alanin kendi dinamiginde yer alan ve pirin¢ tariminin
yogun olarak yapildigi alanlar ise hem tarihsel siirecte hem de giiniimiizde sitma
vektoriiniin Palearktik cografyada en Onemli tasiyicist1 konumunda olan Anopheles
maculipennis kompleks tiirlerinin yogun olarak bulundugu alanlari igermektedir. Alan
cumhuriyetin ilk donemlerinden itibaren sitma Oncelikli alanlar listesinde yer almis
(Evered, 2011) ve 1950’lerde baslatilan sitma eradikasyon programi sonrasinda
1970’lerde sitma Oncelikli bolge olmaktan c¢ikmustir. Ancak alanda yer alan ve
iilkemizin en biiyilk kus cennetlerinden biri olan Kizilirmak Kus cenneti icerisinde
bulundurdugu kus tiirleri ve 6nemli sivrisinek tireme habitatlari ile diger tehlikeli tiirler

i¢in zemin hazirlamaktadir.

Uzun yillar miicadele sonucunda sitma eradike edilse bile son donemde artan
oranda karsimiza ¢ikan Bati Nil virlisii, Chikungunya, Deng, Zika gibi yayilici ve
sivrisinek kokenli hastaliklar pek cok {iilkeyi oldugu gibi iilkemizide tehdit eder hale
gelmistir. 2010 yilinda iilkemizde gozlenen ve 10 vatandagimizin Sliimiiyle sonuglanan
Bati Nil ensefaliti salgin1 buna en biiylik 6rnektir (Kalaycioglu vd.,. 2012). Bat1 Nil
virlisii, Chikungunya gibi viriislerin tasiyicisi Cx. pipiens kompleks tiirleri ile, sitmanin
vektorii olan An. maculipennis kompleks tiirleri ayni habitati paylasmalar1 nedeniyle
ayni alanda beraber ve yogun oranda bulunabilirler. Dinlenme alani tercihleri birbirleri

ile tam olarak ortlismese de yerlesim alanlarina daha yakin bolgelerde ve ahirlarda An.
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maculipennis kompleks tiirleri daha fazla oranda bulunurken, kozmopolit olan Cx.
pipiens kompleks tiirleri her tiirlii alanda bulunabilme ozellikleri ve asir1 firsatgi
beslenme davranislari nedeniyle 6nemlidirler. Hem kuslar1 hem insanlar1 donem dénem
kullanabilmeleri hem de iki tiirden ayn1 dongii igerisinde kan emebilmeleri nedeniyle
daha genis yelpazede hem zoofilik hem de zooantropofilik davranig sergileyerek her
tiirli alanda bulunabilirler (Merdivenci, 1984). Bu 6zellikleri, tiire insandan hayvana ve
hayvanda insana viriisleri ve diger patojenleri nakledebilme olanagi saglamaktadir.
Kuzey yarimkiire ve ozellikle Avrupa’da ilkbahari takiben yaz aylarinda artan oranda
Bat1 Nil ensefaliti vakalar1 gézlenmeye baslar ve sonbaharin sonuna dogru iyice artan
oranda vakalar gozlenir. Bunun temel nedeni de rezervuar konumunda olan kuslarin gog
hareketinin baslamasi ve kullandiklar1 rotalar iizerinde konakladiklar1 noktalarda var
olan yerlesik Cx. pipiens kompleks liyeleri tarafindan kan emilmesi nedeniyle dongiiyii
baslatmalaridir. Bu anlamda da bolge ayr1 bir 6neme sahiptir. Bu bdlgeye gocte son
nokta olarak bulunan Kizilirmak Kus cenneti ve kii¢iik sulak alanlar Bat1 Nil viriisii
basta olmak {izere pek ¢ok hastalik tehtidinin bu tiir kompleksi araciligiyla insana

ulasmasi anlaminda 6nemlidir.

Sivrisineklerle bulagsan hastaliklarin ¢ok fazla olmasi sebebiyle sivrisineklerin
dogru sekilde tanilanmasi énemlidir (Cooper ve Beebe, 2000). Bu sebeple sivrisinekler
lizerine ¢ok sayida yaym yapilmig ve sivrisinekler larva pupa erginleri teshisi igin
diinyada ¢ok sayida tiir tayin anahtar1 gelistirilmistir (Merdivenci, 1984). Sivrisinekler
kanat damarlari, kanatlarin arka kenarinda bulunan pullar ve killar, silindirik viicut
yapilart uzun bir hortuma sahip olmalar1 gibi morfolojik 6zelikler bakimindan diger
diptera tyelerinden ayrilir. Sivrisineklerin antenleri uzun 14 veya 15 segmentli, halka
seklinde killarla ve erkek sivrisineklerin antenleri daha giir killarla ¢evrilidirler. Kanat
ve viicudu orten pullarin deseni tiirlerin ayriminda kullanilan 6nemli disi karakterleridir.
Erkek erginlerin ayriminda ise abdomenin sonunda bulunan segmente ait ozellikler

onem arz etmektedir (Ozcel ve Daldal 1997; Service, 2008; Sevgili ve Simsek, 2012)

Sivrisineklerin tiir tayininde genellikle morfolojik 6zellikler yeterli olmakla
birlikte bazi1 tiir komplekslerinin ayrimi ic¢in antenlerin {izerindeki sensillalarin

incelenmesi, c¢aprazlama deneyleri, politen kromozomlar: incelenmesi, enzim



sistemlerinin karsilastirilmasi hatta DNA dizi analizi dahi gerekebilir (Ozcel ve Daldal
1997; Becker vd., 2003).

Erigkin sivrisinekler iki yasamlilar, siiriingenler, kuslar, hayvanlar, insanlardan
kan emerler. Sivrisineklerin erkekleri kan emmez bitki 6z sular1 ile beslenirler. Disiler
erkekler gibi bitki 6z sulariyla beslenir ancak yumurta birakmak i¢in kana ihtiyag
duyarlar (Merdivenci, 1984). Bazi sivrisinek tiirleri kan emmeden yumurta birakabilirler.
Sivrisineklerin hortumu ¢ok ince oldugundan (yaklasik 0.055 mm) hortumlar1 kan
emecekleri hayvanin derisinden igeri kolaylikla sokulur. Emilen kanin pihtilasmasini
onlemek amaciyla damara tiikriik salgisi salgilanir. Dokuya akitilan tiikiiriik salgis1 sinir
uglarin1 uyararak 1sirilan yerde aci hissi meydana gelir. Sivrisineklerin 1sirmasi
sonucunda kasinti, sislik, kizariklik gibi belirtiler meydana gelir ve bu belirtiler
genellikle yirmi dort saat iginde gecer. Bunun yaninda sivrisineklerin kanin
pirtilasmamasi i¢in salgiladiklart bu tiikriik sivisi hastaliklarin gecisinde ana etmendir.
Sivrisinek 1sir1g1 insanlarda genellikle 6nemli sonuglar meydana getirmez ancak ciddi

alerjik reaksiyonlara neden olabilir (Merdivenci, 1984 ).

Dort hayat devresine sahip sivrisineklerde bu evreler yumurta, larva, pupa ve
ergindir. Ergin disiler kan emdikten yaklasik 2-3 giin sonra 50 ile 200 aras1 yumurta
birakirlar. Sivrisinek ilk yumurtladiginda yumurtalar beyaz renktedir ve bir siire sonra
siyahlagmaya baglar. Yumurta birakma sekillerine goére sivrisinekler iki siifa ayrilirlar
ve ilk grup Aedes ve Anopheles cinslerini igerirken (tek tek yumurta birakanlar) ikinci
grup Culex ve Culiseta cinslerinden olusur (kiime seklide yumurta birakiranlar). Bu
gruplardan Culex ve Culiseta cinsleri yumurtalarini dogrudan suya birakirken, Aedes
tirleri gibi sivrisinek tlirleri yumurtalarin1 su kenarina ya da su basmasi muhtemel
yerlere, Anopheles cinsi sivrisinekler ise yumurtalarini tek tek suda yiizecek sekilde
birakirlar (Becker vd., 2003).

1.2. Sivrisineklerde Beslenme

Sivrisinek larvalar1 yumurtadan c¢ikar ¢ikmaz beslenmeye baslar ve su iginde
bulunan mikroorganizmalar, organik bitki ve hayvan olileri, yosun, larva ve pupa

gomlekleri ile beslenirken bazi tiirler pradator olarak beslenmektedirler. Sivrisinek
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pupalari1 beslenmezler. Sivrisinek erginleri ise bitki 6zsular1 ile beslenirler (Becker vd.,
2003; Service, 2008). Disileri bitki 6z sularint emmenin yaninda yumurta birakmak igin
kan emmeye ihtiyag duyarlar. Kan emme tercihine gore zoofilik, anthropofilik,
ornithofilik, zooantropofilik siniflandirilmaktadirlar. Zofilik; hayvanlardan kan emen,
anthropofilik; insanlardan kan emen, ornithofilik; kuslardan kan emen ve Culex
cinsininde dahil oldugu zooantropofilik ise hem insanlardan hem de havanlardan kan
emen sivrisinekler olarak adlandirilmaktadirlar. Lakin her ne kadar bu siniflandirilma
yapilmis olsa da sivrisineklerin kan emme davramisinda segtikleri konaklar kesin
cizgilerle ayrilmamaktadir. Yani ornitofiilik bir sivrisinek insandan da kan emebilir.
Sivrisineklerin konak se¢iminde CO», sicaklik, nem, koku, renk (kizil otesi), hareket,
hamilelik, kandaki tirik asit miktar1 gibi etmenler biiyiik rol oynamaktadir (Alten ve
Caglar, 1998).

Sivrisineklerin yasam siireleri, sicaklik, nem, hava akimlari, konak bulunabilirligi
gibi sebeplere bagli olmakla tropikal bolge disinda kalan alanlarda sivrisinegin 6mrii
genellikle bir ay1 gegcmemektedir. Subtropikal alanlarda ise sivrisineklerin yasama
kosullarina uygun olmasi sebebiyle subtropikal alanlara gore daha fazla olmakla birlikte

alt1 ay1 gegmemektedir (Alten ve Caglar, 1998).

1.3. Sivrsineklerde Kislama

Pek ¢ok sivrisinek ergini tiirii sonbahar mevsimi gelince kisi gegirmek igin
kendisine uygun kislak arar. Bu alanlar genellikle insanlardan uzak kisi rahatsiz
edimeden gegirebilecekleri alanlardir. Havalarin sogumasiyla bireyler kigin kullanmak
tizere viicudunda yag biriktirir. (Alten ve Caglar, 1998; Becker vd., 2003). Kis
uykusuna girmek 6zellikle bocek popiilasyonlar i¢in gelecek nesillerin devam etmest
acisindan 6nemlidir. Kislama sirasinda canlilar metabolizmasii en diisiik seviyeye
getirir ve lireme faliyeti ortam kosullar1 tekrar olumlu hale gelene kadar devam eder
(Campbell vd., 2006). Bunun yaninda sadece Anopheles cinsi sivrisinek tiirlerinde yar1
kislama olarak isimlendirilen; sivrisinegin s1gindig1 yerden uyanip, kan emdikten sonra
tekrar uyku haline donmesi de goriilebilir. Sivrisineklerin kigslamasi hem nesillerin
devamlilig1 hemde vektorlerin gelecek yila tasinmasi acisindan ¢ok 6nemlidir (Alten ve

Caglar, 1998).



Kislama sirasinda sivrisineklerin hareketleri minimum seviyede olmasi sebebiyle
bu canlilarla yapilacak olan miicadeleyi de kolaylastirmaktadir. Kisin baslamasiyla
birlikte kislak alanlarda kalici insektisitlerle yapilan ve kislak miicadelesi olarak
adlandirilan bu olay hem hem gelecek yilda sivrisinek populasyonunun kontrol altina
alinmasina hem de vektdrlerin yayilmasina engel olmada 6nem arz etmektedir (Alten ve
Caglar, 1998; Akiner, 2009). Kis aylarinda durgunlugun yaninda bazen yaz aylarinda da
sivrisineklerin asir1 su kaybedip durgunluga girebilir. Estivasyon olarak adlandirilan bu
olayda sivrisinekler iireme faliyetini tekrar su alana kadar kaybeder. Bazi tiirler
estivasyon halinde bile kan emebilirler ama yine de yumurtlayamazlar. Bu olaya
trofogoni denir (Merdivenci, 1984; Alten ve Caglar, 1998).

1.4. Culex Cinsi Sivrisinekler

1.4.1. Culex Cinsinin Biyo-Ekolojisi

Culex cinsi sivrisinekler diinya genelinde kozmopolit bir tiir olup, larval olarak
cesme yalaklar1 ve ¢esmeler altindaki su birikintileri, dere yataklar1 ve dere kenarlari,
hayvan sulama yalaklarindaki su birikintileri, yol kenarlarinda birikmis sular, cayirlar
ve orman alt1 sulari, sulama havuzlar1 , bah¢e havuzlari, batakliklar, gol kenarinda
birikmis sular ve gol batakliklari, goletler ve goletler etrafinda birikmis sular, nehir
kenarlarinda birikmis sular, sulama kanallarinda birikmis sular, toprak veya beton
zeminde c¢esitli nedenlerle birikmis sular, Drenaj kanallarinda (ev, sanayi, ahir) birikmis
sular, bitki kokenli kaynaklar, evsel ve endistriyel atiklar gibi alanlarda

yasayabilmektedirler (Muslu vd, 2011).

Culex cinsi larvalari yiiksek ovalarda ve 2000-2500 m yiikseklikteki daglik
alanlarda gelisebilmektedir. Larvalar hava sicakligina bagli olarak baharin ortalarmda
baslayarak sonbahara kadar bulunabilir. Yaz aymnin sonlarina dogru larva sayilarinda
ciddi bir artis olur (Halepli ve Yilmaz, 2013). Bu artis havalarin sogumasiyla azalir ve
baz1 sivrisinekler kisi larva seklinde gecirirler. Sivrisineklerin erginleri ise yazin aktif
bir sekilde hayatlarina devam ederken, kisin fertil disiler kendilerine sakin bir yer bulup

kis1 orada gegirirler. Kis uykusu halindeki sivrisinekler yar1 uyku halinde olup rahatsiz
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edildiklerinde bulunduklar1 yerden baska bir yere gidebilirler (Anten ve Caglar, 1998).
Kisi atlatan disi bireyler havalarin 1sinmasi ile birlikte kendilerine bir konak aramaya

baslar ve kan emdikten sonra yumurta birakirlar (Merdivenci, 1984; Becker vd., 2003).

1.4.2. Culex Cinsinin Cografi Yayihsi

Sivrisinek tiirleri ¢6l ve buzullar hari¢ tutulursa hemen hemen diinyanin her
bolgesinde yayilis gostermektedir (Oztiirk, 2015). Ulkemizde Culex cinsi biitiin iklim
bolgelerinde yayilis gostermektedir (Merdivenci, 1984). Parrish, (1959) tarafindan
yapilan calismada iilkemizi deniz kiyis1 bolgesi, i¢ Anadolu Bélgesi, Dogu Anadolu
Bolgesi, Giiney Dogu Anadolu Boélgesi olmak iizere dort farkli kisma ayirmis ve bu
bolgelerin tamaminda Culex cinsine ait 16 farkli tiir oldugunu belirtmistir (Parrish,
1959).

1.4.3.Culex Cinsinin Yasam Dongiisii

Yetigkin bir birey kan emdikten hemen sonra viicut agirliginin atmasi sonucu
olarak aktif haraket yetenegini kaybeder, bu nedenle kendisini giivende olabilecegi bir
yere atar ve orada emmis oldugu kani sindirene kadar bekler. Yaklasik olarak 2-3 giin
stiren bu sindirme siirecinin ardindan yumurtalarin1 birakacaklar1 bir yer aramaya
baglarlar. Genellikle yumurtalarini su yiizeyine kiime seklinde birakirlar. Bir ergin birey
viicut biiytikliigiine ve emmis oldugu kanin miktarina goére degismekle birikte bir defada
75-150 adet yumurta birakabilir (Merdivenci, 1984). Yumurtalarin agilmasiyla birlikte
su yilizeyindeki yumurta toplulugu riizgar ve akinti ile birlikte dagilip par¢alanmaya
baglar. Su ylizeyindeki yumurtalarin biiyiik bir ¢ogunlugu yaklasik iki giin icinde
yumurtalarin ug kisimlarini kesici disleri yardimi ile deler ve yumurtadan ¢ikar (Service,
2008). Yumurtadan c¢ikan larvalar 3 kez gomlek degistirir ve 4 evre gegirirler.
Larvalarin gomlekleri larvalarin morfolojilerini birebir yansitir bu ytizden tiir teshisinde
kullanilabilirler. Larvalarin bulunduklarin suyun besin miktarma sicaklifina vb.
ozelliklerine gore degisiklik gostermekle birlikte 4-5 giin siiren lavra evresinden sonra
pupa evresine gecerler (Ozcel ve Daldal, 1997). Pupalar cok hareketli olup beslenme

aktivitesi gostermez ve ayrica su altinda uzun siire kalabilme yetenegine sahiptirler.
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Iklimsel uygunluk déneminde, yaklasik 1-2 giin siiren bu evrenin sonunda rengi iyice
koyulagsan pupa su yiizeyine ¢ikar ve bol miktarda hava yutar. Havanin etkisi ile i¢
basinci artan pupa alin kismindan T seklinde agilir. Agilan bu delikten ergin sivrisinek
¢ikmaya baglar. Yaklasik 2 saat siiren bu islemin sonunda ergin birey tam olarak
pupadan ayrilir. Pupadan ¢ikan sivrisinekler hemen ugma yetenegi kazanamazlar. Bir
siire su yiizeyinde bekleyen birey tam olarak olgunlastiktan sonra su ylizeyinden ayrilir

(Merdivenci, 1984). Genel olarak bir sivrisinegin yasam dongiisii Sekil 4’te

gosterilmistir.
..’ » ~ "
aas AL ; Qe
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3 Sivrisinekleri
Ergin Z.. - Yasam Yumurta

Cikas1 &S0 Déngiisii m

Sekil 1. Culex pipiens kompleks yasam dongiisii (URL-1).

1.4.4.Culex pipiens kompleks Tiirleri

Giinay (2015) tarafindan yapilan galismada ililkemizde Culex cinsine ait Culex
deserticola, Culex hortensis, Culex laticinctus, Culex martinii, Culex mimeticus, Culex
modestus, Culex pusillus, Culex theileri, Culex quinquefasciatus, Culex pipiens ss,
Culex torrentium, Culex impudicus, Culex pipiens f. Molestus, Culex europaeus
tirlerinin varligin1 bildirmistir. Dogu Karadeniz Bolgesi’nde ise, Culex mimeticus,

Culex hortensis, Culex territans, Culex torrentium, Culex theileri ve Culex pipiens’ e ait



iki biyotipin (pipiens ve molestus) varligim bilirlenmistir (TUBITAK 1137795 nolu
proje verileri). Culex pipiens kompleks diinya genelinde Culex pipiens, Culex
quinquefasciatus, Culex pallens, Culex torrentium, Avustralya ve Okyanusya tiirleri
olan Culex australicus ve Culex globoxitus tiirleri ile temsil edilmektedir. Bunun
yaninda Culex pipiens morfolojik olarak ayrimi yapilamayacak derecede benzer olan ve
aralarinda davranigsal ve yasam alani olarak farlilik gosteren pipiens ve molestus
biyotipleri bulunmaktadir. (Becker, 2003). Ulkemizde ise bu komplekse ait Culex
pipiens pipiens, Culex pipiens molestus, Culex quinquefasciatus tiirlerinin varligi
bulunmustur (Giinay, 2015).

Sekil 2. Culex pipiens kompleks ergini (Aldemir, 2002).

1.4.5. Culex pipiens’in Sistematigi

ALEM Animalia (Animals)

SUBE Arthropoda (Arthropods)

ALT SUBE Hexapoda (Hexapods)

SINIF Insecta (Insects)

TAKIM Diptera (Flies)

AILE Culicidae (Mosquitoes)

CINS Culex

TUR Culex pipiens (Northern House Mosquito) (URL-4).

9



1.4.6. Culex pipiens kompleks Tiirlerinin Neden Oldugu Bazi Onemli Hastahklar

1.4.6.1. Bat1 Nil Viriisii

Culex cinsi sivrisinekler ile Argus ve Hyalomma cinsi keneler tarafindan tasinan
bir arbovirus olan bu viriis flaviviridae smifina ait zarfli tek iplik¢ikli bir RNA
viriisiidiir (Kalaycioglu, 2012). Dis ortamlara dayanikli olmayan Bati Nil virusu, 1si,
lipit ¢oziiciiler veya deterjan igeren dezenfektanlar ile kisa siirede dejenere olur (Yazici,
2004; Molaei, 2007). Bu viriisiin ana rezervuari kuslar olup atlar, kopekler insanlar bu
viriis igin kor konaktir ve bu konaklarda dongiiyli tamamlayamazlar (Yazici, 2004). Bu
virlisiin ana bulagma yolu enfekte olmus Culex cinsi sivrisinekler olup insandan insana
dogrudan bulagsma gozlemlenmez. Bunun yaninda kan {riinleri nakli ve organ
nakillerinde bulasma gézlenebilmektedir (Pealer vd., 2003). Ayrica hamile kadinlardan
bebegine, emziren kadinlardan bebege gegisler olabilmektedir (Hinckley vd., 2007;
Kuglu, 2015).

Bu virlis ilk olarak 1937 yilinda, Orta Afrika {ilkelerinden Uganda'da Nil
Nehri’nin bat1 kisimlarinda infekte bir kadindan izole edilmistir. Bati1 Nil viriisii diinya
lizerinde ¢ok sayida salgina sebep olmus olup bunlar Tablo1’de verilmistir (Yazic,

2004).

Bat1 Nil viriisii i¢in yapilan filogenetik analizler sonucunda bu viriisiin genotip 1
ve genotip 2 olmak iizere iki ana kokeni bulunmustur. Genotip 1 sadece klinik olarak
insan ensefalitlerine neden olmaktadir, bu dizilime sahip Bati Nil virusleri, Afrika,
Avrupa, Hindistan, Kuzey Amerika iilkelerinde izole edilmistir. Genotip 2 viruslar
insanlarda hastalik olusturmamakla birlikte ilk olarak hayvanlardan Afrika'da izole
edilmistir (Yazici, 2004).

1.4.6.2. Chikungunya Hastahgi

Bir RNA viriisidiir. Chikungunya hastaligi, ozellikle enfekte Aedes tiirii

sivrisinekler tarafindan insanlara bulastirilir. Bunun yaninda Culex quinquefasciatus
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tirtiniin bu hastalig1 yaydigi yapilan galismalar sonucunda belirlenmistir (Jupp vd.,
1981).

Kelime anlami Tanzanya’nin yerel dilinde ‘iki biikliim yapan’ demektir. Eklem
iltihaplar1 ve siddetli agrilara bagli olarak hastanin hareketlerinde ve durusunda
kisitlanma gelismesi bu tanimlamaya neden olmustur. 2007°de italya ve Fransa’da
sivrisinek-insan-sivrisinek gecisiyle olgularda artis goriilmiistiir. Insandan insana

dogrudan bulastigina dair bir kanit yoktur (URL2).

Belirtiler genellikle enfekte sivrisinek tarafindan isirildiktan 3-7 giin sonra ortaya
cikmaktadir. Ates ve siddetli eklem agrilar1 en sik goriilen belirtilerdir (siklikla agr1 el
ve ayak eklemlerinde olmaktadir). Diger belirtiler, bas agrisi, kas agrisi, eklem sisligi ya
da dokiintiidiir. Agir hastalik riski olan insanlar; yiiksek tansiyon, diyabet veya kalp
hastaligr olanlar, dogum sirasinda maruziyet nedeni ile yenidoganlar ve yash

yetiskinlerdir (65 yas {izeri). Bu hastaliktan 6liim nadirdir (URL-2).

Chikungunya hastaligt Afrika, Asya, Avrupa, Hindistan ve Pasifik adalarinda
goriilmektedir. 2013 yili sonlarinda Chikungunya Amerika’da ilk kez Karayip
Adalar’nda goriilmistiir (URL-2).

1.4.6.3. Filariasis

Bu hastaliga neden olan, diinya ¢apinda 6nemli parazitlerden biri olan Wuchereria
bancrofti’dir. Bu parazitin en 6nemli vektorii Cx. pipiens tiir kompleksinin iiyesi olan
Cx. quinquefasciatus oldugu bilinmektedir. Lenf sistemine, lenf diigiimlerine yerlesir ve
kronik durumlarda fil hastaligina yol agarlar. 2009 yilinda Diinya Saglik Orgiitiiniin
(WHO) yayimlamis oldugu bildiriye gore 81 iilkede 120 milyondan fazla insan enfekte
olmus durumdadir. Durum boyle iken iilkemizde T.C. Saghk Bakanligi tarafindan
Antalya ili ve gevresinde yapilan bir taramada Mart 2007°de 14 adet Filariasis hastasi
tespit edilmistir. Antalya’daki bu tespit, Tiirkiye’de gergeklesebilecek olasi epidemiler
acisindan oldukg¢a 6nemlidir (Giinay, 2016). Bunun yamn sira lilkemizde Alanya, Elazig,

Cubuk, Samsun’ da goriilmiis olup en ¢ok tropikal bolgelerde rastlanmaktadir (URL-3).
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1.4.6.4. Rift Vadisi Atesi

Hastalik ilk kez 1912 yilinda Kenya’da bildirilmis ve 1936 yilinda Kenya’nin Rift
vadisindeki Naivasha golii ¢evresindeki koyun ve kuzulardan izole edildigi i¢in bu
sekilde isimlendirilmistir. Viriisiin bulasmas1 enfekte hayvanlardan viriisii alan Culex ve
Aedes tiirli sivrisineklerin diger hayvan ve insanlari sokmasi ile olmaktadir. Afrika’nin
bircok bolgesinde spontan olarak goriilen bu enfeksiyon, yagislarin artmasi ve

sivrisineklerin ¢ogalmasi ile epidemik olarak ortaya ¢ikmaktadir (Uyar ve Akgal1, 2006).
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2.  YAPILAN CALISMALAR

2.1. Calisma Alam

Calisma bolgesi olarak Giresun il merkezinden baslamak tizere Sinop iline kadar
bolgeden secilen noktalar ile Amasya ilinin bazi noktalar1 belirlenmistir. Orneklem
koordinatlar1 GPS yardimi kaydedilmis ve Tablo 2’de verilmistir. Alan 1132795 nolu
TUBITAK KBAG projesi alaninin bir kismin1 ve 6rneklem noktalarini igermektedir.

2.2. Orneklerin Toplanmasi, Laboratuvara Getirilmesi ve Saklanmasi

Calisma bolgesi igerisinde Culex tiirleri i¢in uygun iireme alanlarindan standart
kepge, pipet ve firga (WHO, 1975) yardimiyla yumurta, larva ve pupa ornekleri
toplanmistir. Ornekler toplandiklari alanda ayr1 ayri kaplara konulduktan ve alan
ozellikleri kaydedildikten sonra GPS kaydi tutularak muhafazali kaplara alinip
buzluklar igerisinde uygun kosullar altinda canli olarak laboratuvara (Recep Tayyip
Erdogan Universitesi Vektor Ekolojisi ve Kontrol Laboratuvar) getirilmistir.
Laboratuvar ortaminda 6rneklerin bir kismi ile morfolojik tiir teshisleri yapilmistir. Geri
kalan ornekler ise laboratuvar ortaminda erginlestirilerek larva populasyonundan ergin
ornekleri elde edilmistir. Elde edilen erginlerin bir kism1 da hem morfolojik hem de

molekiiler tiir teshisi ¢alismalarinda kullanilmistir.

2.3. Culex pipiens kompleks Orneklerinin Morfolojik Tiir Teshisi

Alansal ¢aligmalarla toplanan larva ve ergin sivrisinek drneklerinin morfolojik tiir
teshisleri Leica EZ4 ve Soif stereo mikroskoplar kullanarak mikroskobik incelemeyle
yapilmigtir. Calismada, Du Bose ve Curtin (1965), Harbach (1985;1988), Darsie ve
Samanidou-Voyadjoglou (1997), Schaftner vd., (2001) tarafindan hazirlanmis olan tiir
teshis anahtarlari kullanilmistir. Orneklemeler sonucunda elde edilen érnekler materyale
bagli olarak larva, ergin ya da hem larva hem ergin olarak teshis edilmistir. Larvalarin
teshisinde 4. evre larvalar, ergin teshislerinde ise hem erkek hem de disi bireyler

incelenmistir. Kompleks iiyesi olarak teshis edilen ve diger 6rneklerden ayrilan 6rnekler
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ise molekiiler ¢calismalarda kullanilmak tizere -20 °C derin dondurucuda muhafaza altina

alimustir.

Tablo 1. Orneklerin toplanma alanlar1 ve GPS koordinatlari.

Bolge Adi Kuzey (N) Dogu (E) Yiikseklik (H)
Giresun Merkez 40.51.26.0 38.37.40.7 114
Giilyal1 Giresun 40 57 90.8 3804 24.6 2
Melet Ordu 40.58.31.2 37.56.13.5 2
Turnasuyu Ordu 40.58.54.4 38.00.10.6 2
Unye Ordu 41.06.98.2 37.18.73.5 4
Carsamba Samsun 4110 08.9 3642 33.1 20
Engiz Samsun 41.29.56.4 36.06.08.8 1
Alagam Samsun 41 37 48.6 353641.6 5
Bafra Samsun 41.03.51.9 35.52.23.4 23
Horhor Samsun 41.30.58.0 36.00.55.0 3
Dikmen Sinop 41.41.01.1 35.24.32.4 0
Amasya Merkez 4046 0.2 3542 18.8 462
Saluca Amasya 4048 09.4 3539495 495
Merzifon Amasya 4052 13.7 3530 16.5 640

2.4. DNA izolasyonu

DNA izalosyonu i¢in Thermo Genejet genomik DNA izolasyon kiti®
kullanilmistir. izolason asamasinda firma tarafindan belirtilen standart presediir
uygulanmistir. Uygulanan islem basamaklari ise soyledir; Sivrisinek ornekleri epandorf
tiiplere konularak tizerine 180 mikrolitre parcalama (digesiton) soliisyonu eklenmis ve

ornekler porselen uglarla pellet pestle motor yardimi ile ezilmistir. Ezme isleminden
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sonra Orneklerin ilizerine 20’ser pl proteinaz K eklenmis alt iist yapildiktan sonra
ornekler 56 °C derecede 3 saat inkiibe edilmistir. 3 saatin sonunda &rneklere 10 pl
RNAaz eklenerek karistirilmis ve 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. RNAaz
asamasindan sonra eppandorflara 200 pl lizis soliisyonu eklenerek her 6rnek 15 saniye
karistirlmistir. Islem bittikten sonra epandorflara 400 ml % 50’lik alkol eklenip
karistirilmistir. Elde edilen son karigim kolona yiliklenmis ve kolon yeni bir 2000
mikrolitrelik epandorfa aktarilarak 6000 rpm de 1 dakika santifiij edilmistir. Daha sonra
kolon temiz bir eppandorfa alinmis ve ilk eppandorf atilmistir. Kolona 500 pl yikama
soliisyonu 1 eklenerek 6000 rpm de 1 dakika santifiij edilmistir. Epandorfta toplanan
stv1 atilmis ve kolon tekrardan yeni bir eppandorf tiipe aktarilmistir. Kolona bu asamada
500 pl yikama soliisyonu 2 eklenerek 6000 rpm de 3 dakika santifiij edilmistir. Dipte
kalan ve kolondan siiziilen sivi kisim eppandorf tiiple birlikte atilmis ve kolon 1500
ul’lik yeni tiipe aktarilarak kolona 200 pl elusyon soliisyonu eklenmistir. Bu halde 2
dakika oda sicakliginda inkiibe edilen 6rnekler 6000 rpm de 1 dakika santifiij edilmistir.
Son asamada kolon atilip eppandorf tiipte toplanan kisim alinmistir. Elde edilen DNA
kalite bakimindan, orneklerin % 1’lik agaroz jelde yiiriitiilmesiyle kontrol edilmistir.
Elektroforez sonrasi jel goriintiisii, WiseUv goriintiileme sistemi ile degerlendirilmistir.
Elde edilen DNA’lar, ependorf tiiplerinin agzi parafilm ile kapatilarak +4 °C’de

kullanilincaya kadar saklanmustir.

2.5. Culex pipiens Tiir Kompleksinin Molekiiler Olarak Belirlenmesi

Molekiiler olarak Culex pipiens kompleks tiirlerinin belirlenmesinde en ¢ok
kullanilan yontem olan ace-2 gen bolgesi segilmistir. Bu bolge korunumlu gen bolgesi
olmasi1 (Alptekin, 2009), daha once Culex pipiens kompleks tiirlerinin ayriminda
kullanilmast ve jel goriintiisiinden dahi komplex iiyelermin ayriminda fikir vermesi,
(Smith ve Fonseca, 2004; Kasai vd. 2008), sekanslama sonucunda ¢ok sayida
karsilagtirma metaryalinin bulunmasi nedeniyle kullanilmistir (URL-5). Deneysel
asamalar Smith ve Fonseca (2004) Kasai vd. (2008) temel alinarak gergeklestirilmis ve
bazi noktalarda kiiglik modifikasyonlar gergeklestirilmistir. Genomik DNA
izolasyonundan sonra, tiire 6zgii spesifik primerler kullanilarak

ACEquin 5’-CCTTCTTGAATGGCTGTGGCA-3’,

ACEpall 5’>-ATGGTGGAGACGCATGACG-3’,
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ACEpip 5’-GGAAACAACGACGTATGTACT-3’,

ACEtorr 5’-TGCCTGTGCTACCAGTGATGTT-3",

B1246s 5’-TGGAGCCTCCTCTTCACGG-3’)
multiplex PZR ile amplifikasyon yapilmistir. Reaksiyon karisimi1 Tablo 3°te verilmistir.
Elde edilen karisim kullanilarak olusturulan reaksiyon dongiisii ise 95 °C'de 5 dk, daha
sonra 35 dongii olacak sekilde 94 °C'de 30 sn denatiirasyon, 57 °C'de 30 sn primer
baglanmasi (annealing), 72 °C'de 1 dk uzama (extension) ger¢eklestirilmistir. Polimeraz
zincir reaksiyonu dongiileri sonucunda elde edilmis olan PZR firiinlerinin 4 uL 6X
yiikleme tamponuyla (% 50 gliserol, 0,1 M EDTA, % 1 SDS, % 0,1 bromfenol mavisi,
ksilen siyanol) % 1,5'lik agaroz jelde 1X TAE tamponu kullanilarak, 100 bazgiftlik
DNA biyiikliik belirteci ile birlikte elektroforezi yapilmistir. Elektroforez sonucunda
kaynak baz uzunluklarina gore ayrim yapilmistir. Standart baz uzunluklar1 ise Tablo
4’te verilmistir. Bu ayrim isleminden sonra 6rnekler dizilenmek iizere muhafaza altina

alinmistir.

Yapilan amplifikasyon sonunda 600 bazgift civart uzunlugunda bant olusturan
ornekler Culex pipiens olarak belirlenmis ve biotiplerinin belirlenmesi amaciyla ikinci
PZR gergeklestirilmistir. Bu asamada ise Cx. pipiens s.s., Cx. pipiens f. molestus
birbirinden ayirmak icin kullanilan en giivenilir yontem olan mikrosatelit CQI1
bolgesindeki TG di-niikleotid tekrarlarmin  boylarinin  karsilagtirilmast  yontemi
kullanilmigtir (Bahnck vd., 2006). Biyotiplerin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen
PZR kullanilan primerler ise;

pipiens CQ11R 5’ -CATGTTGAGCTTCGGTGAA-3’,

molestus CQ11R 5° -CCCTCCAGTAAGGTATCAAC-3’

ileri CQL1F2 5 -GATCCTAGCAAGCGAGAAC-3’ dir (Smith ve Fonseca,
2004). Amplifikasyon reaksion bilesenleri Tablo 5’te verilmistir. Reaksiyon dongiisii ise
95°C'de 5 dk, daha sonra 35 dongii olacak sekilde 94 °C'de 30 sn denatiirasyon, 57
°C'de 30 sn primer baglanmasi (annealing), 72°C'de 1 dk uzama (extension) seklinde
olusturulmustur. PZR dongiileri sonucunda elde edilmis olan PZR iiriinlerinin 4 pL 6X
yiikleme tamponuyla (% 50 gliserol, 0,1 M EDTA, % 1 SDS, % 0,1 bromfenol mavisi,
ksilen siyanol) % 1,5'lik agaroz jelde 1X TAE tamponu kullanilarak, 50 baz¢iftlik DNA
biiyiikliik belirteci ile birlikte elektroforezi yapilmistir. Elde edilen bant biiyiikliigline

gore ayrim yapilmis ve ornekler dizilenmek iizere muhafaza altina alinmistir. 200 bg
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civarinda bant veren ornekler biotip pipiens 250 bg civarinda bant veren drnekler biotip

molestus olarak tanimlanmustir.

Agaroz jel hazirlanirken Agaroz’dan 1,5 g’lik miktar, 100 ml 1X TAE tamponu
icerisinde kaynatilip homojen halde ¢oziilerek 60 °C'ye kadar sogutulduktan sonra 3 pl
etidyum bromiir eklenip iyice karistirilmis ve jel kabina dokiilerek katilagmaya
birakilmistir. Katilasma sonrasinda tanka yerlestirilen jele her sirada en az bir DNA
belirteci ve 6rnekler olacak sekilde ylikleme yapilmistir. Yiiklemelerde DNA belirteci 3
ul, 6rnekler ise 5 pl olacak sekilde yiiklenmistir. 80 voltta 30 dakika yiiriitiilen 6rnekler
transilluminator yardimi ile goriintiilenmistir. Hangi 6rneklerin hangi tiir oldugu kayit
altina almip elde edilen amplifikasyon Ornekleri sekans asamasina kadar saklanmak

tizere -20 °C derin dondurucuya konulmustur.

Elde edilen jel goriintiisiine gore kayit altina alinan ve nonspesifik baglanma
gbzlenmeyen Ornekler tasnif edilerek dizileme hizmeti i¢in hizmet alim1 yapilan firmaya

(Macrogen Ing, Giiney Kore; Eres Biyoteknoloji Ankara) génderilmistir.

2.6. DNA Dizi Analizi

Elde edilen niikleotit dizilerinin kromotografi pikleri, MEGA 7 programi
kullanilarak incelenmis, incelenme sonucunda pikleri diizgiin ¢ikmayan veriler
calismada kullanilmamistir. Diger niikleotit dizilerinde ise diizgiin olmayan kisimlar
MEGA 7 programi yardimut ile kesilip atilmistir. Molekiiler ¢aligmalar sonucunda elde
edilen veriler kendi igcinde CLUSTAL W ile hizalanmustir. Ornekler Genbank &rnekleri
ile karsilastirilmis ve Orneklerin tiirleri belirlenmeye calisilmistir. Benzerlik gdsteren
gruplar eklenerek UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean)
agaci cizilmistir. Cizilen agagta veri setlerindeki farkliliklar belirlenmeye caligilmistir.
Cizilen agaclarin giivenilirligini test etmek amaciyla bootstrap degerlert 500 olarak
secilmis ve Bootstrap degerleri incelenerek ¢izilen dendogramlarin giivenilir oldugu

belirlenmistir (Hall, 2013; Tamura vd., 2016).
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Tablo 2. Cekirdek DNA’s1 Ace-2 bolgesinin PZR ile amplifikasyonunda kullanilan

bilesenler.

Kullanilan PZR reaksiyonu (25 pl)  Kullanilan miktar (ul)
Buffer (10X) 3
MgCl2 (25 mM) 3
2.5 mM dNTP Mix 1,5
Primer geri ACEquin (20 uM) 1
Primer geri ACEpall (20 uM) 1
Primer geri ACEpip (20 uM) 1
Primer geri ACEtorr (20 uM) 1
Primer ileri B1246s (20 uM) 1
Taq DNA Polimeraz (5 U/ pl) 0,5
Kalip DNA )
DdH20 (steril distile su) 7

Tablo 3. Kompleks tiirlerinin siniflandirilmasinda kullanilan baz uzunluklari.

TUR Bant biiyiikligii (bg)
Culex pipiens 610
Culex pallens 478
Culex guinguefasciatus 274
Culex torrentium 416
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Tablo 4. Mikrosatellit DNA’s1 CQ11 bolgesinin PCR ile amplifikasyonunda kullanilan

bilesenler.

Kullanilan PZR reaksiyonu (25 pl) Kullanilan miktar (pul)
Buffer (10X) 3
MgCl2 (25 mM) 3
2.5 mM dNTP Mix 1,5
Primer geri pipiens (20 uM) 1
Primer geri molestus (20 uM) 1
Primer ileri CQ11R (20 uM) 1
Taq DNA Polimeraz (5 U/ pl) 0,5
Kalip DNA 5
DdH20 (steril distile su) 9
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3. BULGULAR

3.1. Alan Calismalarinda Elde Edilen Bulgular

Arazi caligmalart sonucunda 14 noktadan Orneklem gerceklestirilmis olup
toplanan Ornekler klasik tiir tayin anahtari kullanilarak tanimlanmistir. Alanda Cx.
pipiens kompleks tiyeleri disinda Anopheles ve Culiseta ve Aedes orneklerede
rastlanilmistir. Alanda agirlikli olarak Anopheles maculipennis kompleks iiyeleri,
Anopheles plumbeus, Anopheles hyrcanus kompleks iiyeleri, Culiseta longiareolata,

Aedes caspius orneklerine de rastlanilmustir.

3.2. Molekiiler Bulgular

Orta Karadeniz Bolgesi’'nde gergeklestirilen arazi calismasi sonucunda 14
noktadan alinan 6rneklerin tamamin DNA izalosyonu ve Cx. pipiens tiir kompleksinin
teshisinde kullanilan multiplex PZR islemi gergeklestirilmistir. Elde edilen jel
goriintiileri PZR {irlinlerinin yaklasik olarak 600 bg civari baza sahip sahip olduklarini
gostermistir. Elde edilen jel goriintiilerini igeren 6rnek bir goriinti Sekil 3’te verilmistir.
Elde edilen jel goriintiilerinin tamami 600 bg civart sonu¢ vermis ve orneklerin CX.
pipiens oldugu Cx. pipies pallens, Cx. quinquefasciatus olmadiklar1 belirlenmistir.
Ayrica bu tiir kompleksine en yakin tiir olan ve teshisinde ayrimi ¢ok zor olan Culex
torrentium orneklerine de rastlanilmamustir. Tiir belirleme isleminden sonra ayni
ornekler ile varyetesinin belirlenmesi i¢in ikincil asama PZR gergeklestirilmistir. Bu
asamada ise elde edilen jel goriintiisiinde 200 bg ve 250 bg’lik jel goriintiileri elde
edilmistir. Elde edilen goriintiilere gére 200 bg’lik bant olusturan ornekler pipiens 250
b¢’lik bant olusturan Ornekler ise molestus olarak tasnif edilmis ve dizilenmeye

gonderilmistir. Ornek jel goriintiisii ise Sekil 4’te verilmistir.

3.3. DNA Dizilerinden Elde Edilen Bulgular

Molekiiler ¢alismalar sonucunda elde edilen PZR iiriinlerinin dna dizilerinden
elde edilen veriler teker teker Genbankasi 6rnekleri ile karsilastirilmig olup elde edilen

orneklerin Genbank’tan alinan FJ948081.1 Cx. pipiens ornegi ile yiiksek oranda
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ortiistiigii  belirlenmistir. Ayrica ornekler MEGA 7 programi kullanilarak ¢oklu
hizalama yapildiktan sonra kendi aralarindaki farklig: tespit etmek maksadiyla UPGMA
agact cizilmistir (Sekil 5). Cizilen agaca goére oOrnekler arasinda kayda deger bir
farkliligin olmadigi gdzlemlenmistir. Ornekler arasindaki farkliliga neden mutasyon
noktalart1 ve degisim noktalar1 Tablo 5’de verilmistir. Tablo 5 olusturulurken
Genbanktan alinan FJ948081.1 Genbank numali 6rnegin 1. niikleotiti baslangi¢c var
sayilarak mutasyon noktalar1 belirlenmis olup, bolgelerde farklilik olup olmadigina bu
ornek referans alinarak karar verilmistir. Elde edilen verilere gore 9, 97, 128, 138, 223,
259, 266 ve 386 nolu baz noktalarinda cesitli tipte mutasyonlarin var oldugu
belirlenmistir. Bu sonuglara gore 97 ve 138 nolu nokatalarda gozlenen mutasyonlarin

frekansinin yiiksek oldugu, diger nokatalardaki mutasyonlarin frekansinin diisiik oldugu

belirlenmistir.

Sekil 3. Ace2 bolgesi PZR jel goriintiisii.

Sekil 4. CQ11 gen bolgesi PZR jel goriintiisii.
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Tablo 5. Ace-2 bolgesinde farkliliklara sebep olan noktalar ve mutasyon sekilleri.

Mutasyon Goézlenen Beklenen Mutasyon Sekli

Noktasi

Bolge adi

97

128

138

138
223
259

266

386

O

TRANSVERSIYON

TRANSVERSIYON

TRANSISYON

HETEROZIGOT

TRANSVERSIYON
TRANSVERSIYON
TRANSVERSIYON

HETEROZIGOT

TRANSVERSIYON

S. CARSAMBA 2

S. CARSAMBAL1
SAMSUN ALACAM
SAMSUN ALACAM 1
SAMSUN ALACAM3

GIRESUN 1
ORDU MELET1

ORDU MELET 2
ORDUTURNASUYU2
SAMSUN BAFRA2
SINOP DIKMEN1
SINOP DIKMEN2
SINOP DIKMEN3
SAMSUN ENGIZ 3

S. CARSAMBA 1

S. CARSAMBA 2
AMASYAMERZIFON1
AMASYAMERZIFON2
ORDU UNYEI

ORDU UNYE2
SAMSUN HORHOR 1
AMASYA SALUCA
AMASYA SALUCA
GIRESUN2
ORDUTURNASUYU1

ORDU UNYE 1
ORDU UNYE 2

SAMSUN HORHOR1
SAMSUN HORHOR 2
ORDU GULYALIl
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Ordu_Unye?
Samsun_Horhor

g4 | Amasya_Saluca?

Amasya_Merzifon1
Giresun_Gulyali2

o Ordu_Unye2
FJ948081.1_Culex_pipiens_pipiens

Amasya?
samsun_Engiz2
— 10| Samsun_Bafral

Samsun_Bafra3
1 Samsun_HorhorZ

Giresun?

B4 1 Ordu_Turnasuyu

Giresun_Gulyalil

Giresun

samsun_Engiz3
Sinop_Dikmen1
Amasyal
Ordu_Melet?
Ordu_Melet2

ES | Samsun_Bafra?

Amasyal
Sinop_Dikmen3
Sinop_Dikmen2
Ordu_Turnasuyu?
samsun_Engiz1

g5 | Samsun_Carsambal

Samsun_CarsambaZ2

44 Amasya_ Merzifon2

a7 |Amas'_.,ra_5:aluc:a1

34| Samsun_Alacam

000200 000150 000100 000050 000000

Sekil 5. Ace-2 gen bolgesinin kendi aralarinda hizalanmasi sonucunda ¢izilen UPGMA
filogenetik agaci.
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Elde edilen agaca gore orneklerin {i¢ biiyiik kiime olusturdugu ve bu kiimelerden
iki tanesinin de kendi icerisinde dallanmalar yaptig1 belirlenmistir. Ancak iki kiimenin
kendi arasindaki uzakligit 0,0015 seviyesinde ve diger kiimenin uzakligi ise bu

kiimelerden 0,002 seviyesinde uzak oldugu gézlenmistir.

Kendi aralarinda degerlendirilen DNA dizilerine, FJ948081.1 Genbank numarali
Culex pipiens 6rnegine ek olarak AY497525.1 Genbank numarali Culex torrentium
ornegi, FJ948080.1 Genbank numarali Culex quinquefasciatus, AY497524.1 Genbank
numarali Culex pipiens pallens 6rnekleri eklenerek yeni bir aga¢ olusturulmustur (Sekil
6). Cizilen agacta calismamiz sunucu elde edilen Orneklerin Genbanktan alinan
FJ948081.1 Genbank numarali O6rnekle yiiksek oranda ortistiigii ve iki klad
olusturduklart gbzlenmistir. Genbanktan almman Culex pipiens pallens, Culex
quinquefasciatus ve Culex torrentium orneklerinin ise ayr1 ayri kollar olusturdugu
gozlenmistir. Sirasiyla Culex quinquefasciatus, Culex pipiens pallens’in 6rneklerimize

en yakin Culex torrentium’un ise en uzak grup oldugu gorilmiistiir.

Alanda toplanan Culex pipiens tiiriine ait orneklerin varyetesinin belirlenmesi
amaciyla elde edilen amplikonlarin dizilenmesi sonucunda elde edilen veriler MEGA 7
programi kullanilarak diizenlenmistir. Elde edilen dizilere Genbank 6rneklerinin dizileri
eklenerek UPGMA agaci ¢izilmistir (Sekil 7). Cizilen agagta iki farkli dal olup Samsun
Horhor deresi, Giresun, Samsun Carsamba, Amasya, Bafra Samsun, Ordu Unye
noktalarindan alinan drneklerin Genbanktan alinan Culex pipiens molestus varyetesinin
bulundugu dalda yer aldig1 goriilmiistiir. Samsun Carsamba, Giresun, Amasya Merzifon
orneklerinin ise Genbanktan alinan Culex pipiens pipiens varyetesi ile yiiksek oranda
benzedigi goriilmistiir. Diger ornekler ise kendi aralarinda ayrilarak farkli iki grup
olustursalar da Culex pipiens pipiens varyetesine daha yakin bulunmus ve her iki

varyete arasindaki uzaklik % 3’ten biraz fazla oranda gozlenmistir.
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Amasyal
FJ948081.1_Culex_pipiens_pipiens
Ordu_Turnasuyu

Ordu_Melet2

Giresun

samsun_Engiz3

Samsun_Alacam1
Samsun_Harhor2

Samsun_Bafral
Samsun_CarsambaZ
Ordu_Turnasuyu?

o7 [ Amasya_Salucal
Samsun_Carsambai

Ordu_Melet?

samsun_Engiz1

Sinop_Dikmen2

Sinop_Dikmen3

o1 Amasyal

Amasyal
Samsun_Bafra?
Sinop_Dikmen1
Samsun_Bafra3

Giresun

100

samsun_Engiz2
- Amasya_Merzifong
- Giresun_Gulyalii
Ordu_Unye
57 Samsun_Horhor1
Ordu_UnyeZ
B2 [ Amasya_Saluca?

Amasya_Merzifon

Giresun_Gulyali2

FJ948080.1 Culex guinguefasciatus
AYA497524 1 Culex_pipiens_pallens
AYA497525 1 Culex_torrentium

0.0500 0.0500 0.0400 0.02300 0.0200 0.0100 0.0000

Sekil 6. Ace-2 gen bolgesine dis grup eklenerek cizilen UPGMA agaci.

25



Samsun Alacam
Ordu Unye

— Ordu Tumnasuyu?
Sinop Dikmen3
gr| 'Ordu Turnasuyu
Ordu Gulyali
Amasya

— Ordu Melet
Sinop Dikmen

Samsun Bafra 2
DQ470145.1 Culex pipiens pipiens

Amasya Merzifon

34| Samsun Carsambat

Giresun 2

Samsun Bafra Horhor Deresi
Amasyad

DQ470150.1 Culex pipiens molestus
Ordu Unye2

Samsun Carsamba?

Samsun Bafra

Giresun 1

0,03000.0250 0,0200 0.01500,01000,00500,0000

Sekil 7. Elde edilen CQ11 gen bolgesi kullanilarak elde edilen UPGMA agaci.
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

Ulkemizin Dogu Karadeniz Bélgesinde yayilan, Bat1 Nil viriisii, Chikingunya,
Rift Vadisi atesi, Sindbis, Kunjin gibi viriislerin insanlara bulastirilmasinda vektorliik
yapan Cx. pipiens kompleks tiirlerinde sistematik anlamda ilk ¢alisma olan bu tez
calismast sonucunda alanda kompleks ftyelerinden iki tanesinin yerlesik oldugu
belirlenmistir. Elde edilen UPGMA agaci alanin genelinde var olan kompleks tiyesinin
Cx. pipiens oldugunu gostermis ve varyete analizleri neticesinde ise hem pipiens hem
molestus varyetelerinin alanda yer aldig1 belirlenmistir. Ace-2 bdlgesi verilerine gore
cizilen ilk agaca gore bolge 6rnekleri 3 ana dala ayrilmis ve bu dallarda kendi icerisinde
sadece ikinci grup hari¢ dallanmalar gostermistir. Ayrilan bu dallar arasindaki farklilik
ise ¢cok az oldugu ve dallar arasindaki farkliligin anlamsiz oldugu goriilmiistiir
(Excoffier & Lischer, 2010). Kompleks iiyelerinden Cx. quinquefasciatus, Cx. pipiens
pallens ve komplekse en yakin tiir olan Cx. torrentium eklenerek olusturulan agagta ise
Samsun Carsamba’dan her iki 6rnek, Ordu Giilyalidan bir 6rnek, Amasya Merzifondan
bir 6rnek, Giresun-Ordu Turnasuyundan birer 6rnek ayri dallar olusturuken, diger tiim
ornekler tek bir grup olusturmustur. En yakin grup olarak ise Cx. quinquefasciatus
Genbank 6rnegi gozlenmistir. Giinay (2015) yaptigi calismada elde edilen COI bolgeleri
dizileri ile yaptig1 analizlerde farkl bir bolge ¢ogaltmis olmasina ragmen ¢alismamiza

benzer olarak en yakin olarak Cx. quinquefasciatus’a yakin oldugunu gostermistir.

Alan igerisinde ikiz tiir olarak belirtilen ve morfolojik ayrimi ¢ok zor olan Cx.
torrentium Ornegine rastlanmamistir. Ancak bu c¢alismaninda igerisinde yer aldigi
TUBITAK destekli proje kapsaminda Dogu Karadeniz Bélgesi’nde Cx. torrentium
orneklerine rastlanmis ve molekiiler olarak dogrulanmistir (TUBITAK 113Z795 nolu
proje verileri). Bu tiir kompleksi palearktik cografyada 4 (Culex pipiens s.s., Cx. pipiens
pallens, Cx. quinquefasciatus, Cx. pipiens f molestus) tiir okyanusya tiirleri ile 6 tiirden
(Cx. australicus, Cx. globoxitus) (Harbach ve Kitching, 1998) olugmakta olup {ilkemiz
bu tiirlerden 3 tanesinin ve ikiz tiirii olan Cx. torrentium ile 4 tiir olarak goriilmektedir.
Calisma bolgemizde ise sadece iki tliriin bulundugu belirlenmis ve son donemde varligi

dogrulanan Cx. quinqufasciatus’unda (Giinay 2015) alanda bulunmadig1 dogrulanmustir.
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Calismamiz igerisinde yer alan iki formun belirlenmesi ¢aligmalarinda Amasya,
Bafra, Giresun, Carsamba, Ordu Unye bolgelerinde her iki varyeteninde oldugu
belirlenmistir. Ozellikle sehir merkezlerinde miicadele ¢alismalarinin odaginda yer alan
bu tiir kompleksinin varyetelerinden bir olan Cx. pipiens f molestus tiirii kan emmeden
bile yumurta birakabilme &zellikleri nedeniyle (otogeni) ve asir1 antropofilik davranisi
nedeniyle dnemlidir (Merdivenci, 1984; Giinay 2015; Demirpolat, 2016). Kis1 ge¢irmek
amacl tercih ettikleri alanlar diyapoza girmeyen bu tiirde, binalarin igleri bodrum
katlar1 ve su basmanlarin bulundugu alanlar olup sicakligin artisiyla beraber
hareketlenmeleri ile alanlarda en yogun bulunan tiir olma 6zelligine sahiptir (Giinay
2015). Culex pipiens f pipiens tiirii disileri ilk yumurtay1 birakmak i¢in kan emmeye
ihtiya¢ duyarken ve bunun yaninda pipiens varyetesi kisin diapoza girerken yasam alani
olarak sicak ve yer Ustii habitatlar1 segerler. Calisma alanimin cografi ve iklimsel
konumu goze alindiginda Amasya, Giresun ve Ordu illerinin daglarin paralel olarak
uzanmasi ve daglarin egiminin fazla olasi sebebiyle denize yakin bolgelerde 1liman bir
hava hakimken yiikseklere dogru yapilan kisa bir mesafede sicaklik aniden sogumaya
baglar (Merdivenci 1984). Bu da aymi bolgede yakin mesafede farkli tiirlerin
bulunmasina olanak saglar. Bu iki biyotipin ekolojik isteklerine bakildiginda bu iki
biyotipin bu alanlarda birlikte olmasi ile alanin bu 6zelligi agiklanabilir. Bafra ve
Carsamba bolgelerinde alanin diizliik sekilde olmasi nedeniyle bu alanlarda ani iklimsel
farklilikla agiklamak miimkiin degildir. Bu alanlarda iki biyotipin ayni anda bu bolgede
bulunmasinin siiphesiz ki bélgenin Amasya ve Ordu bolgelerinde bu iki biyotipin de var
olmasi ve bu bdlgenin bu bolgeler arasinda kalmasindan dolay1 bu biyotiplerin bir arada
bulunmasini agiklamaktadir. Bunun yaninda bu iki biyotipin ¢iftleserek hibrit bireyler
olusturabildikleri bilinmektedir. Alanda bu iki biyotipin ayn1 anda bulunmasi alanda
hibrit bireylerinde olabilecegi sorusunu akla getirmektedir. Fakat ¢alismamiz esnasinda
hibrit bireylere rastlanilmamistir. Hibritlerin bulunmamis olmasi bu bireylerin olmadig
manasini tagimamaktadir. Zira aralarinda bu iki biyotip iyeleri birbiri arasinda
ciftlesmekten kagmir (URL-6). Bu da alanda hibrit bireylerin frekansinin ¢ok diisiik
olmasi manasina gelmektedir. Bu ¢aligmanin konusunu icermese de her iki varyeteninde
var oldugu bolgelerde daha detayli ¢aligmalarin yapilarak hibrit varliginin dogrulanmasi
vektoriyel anlamda rekabetci olan hibrit bireylerin belirlenerek ortaya ¢ikarilmasi 6nem
arz etmektedir. Gomes ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢alismada hibrit bireylerin Bati Nil

virlisiiniin rastlantisal olarak insanlara tasmimini gili¢lendirebilecegini belirtmislerdir.
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Bu nedenle hem varyetelerin belirlenmesi hem de hibrit varliginin dogrulanmasi
onemlidir. Ayrica Samsun Bafra Horhor deresi iizerinde bulunan kopriiniin altindan
alinan orneklerde sadece molestus orneklerinin var oldugu bulunmustur. Molestusun
alan tercihi gbz oniline alindiginda bdyle bir alanda molestusun bulunmasi gayet dogal
bir durumdur. Caligma alanindaki diger bdlgelerde ise sadece pipiens biyotipinin
bulundugu goriilmiistiir. Her ne kadar bu bolgelerde molestus drneklerinin varligi tespit
edilemese de ozellikle Samsun il smurlar igerisindeki c¢alisma alanlarinda molestus
varligi muhtemel bir durumdur. Elde edilen 6rneklem noktalarinda toplanan 6rneklerin
CQI11 bolgesinin sekansi ile elde edilen verilerle gizilen agagta pipiens 6rneklerinin {ig
farkli klad olusturdugu goriilmiistiir. Olusan bu kladlara arasindaki uzaklik ¢ok kiigiik
olsa da ayn1 bolgeye ait orneklerin farkli kladlara ¢ikmasi agisindan ¢ok ilging olsada
giiniimiiz sartlarinda ulasimin bu denli artmasi siiphesiz ki bu canlilarinda yayilimina
etki etmis olmali ki bir bolgedeki mutasyonel farklilik diger bolgeye de gecis yapmis
olabilsin.

Yapilmis olan bu tez ¢aligmasi Orta Karadeniz Bolgesi’nde bu tiir kompleksinin
tiyelerini ortaya ¢ikarmanin yanisira, potansiyel vektor-konak-patojen tiggeninde 6nemli
bolgeleri igermesi nedeniyle énemlidir. Ozellikle son dénemde tiim diinyay1 etkileyen
salginlara neden olan Zika, Bati Nil viriisii gibi insan sagligini tehdit eden vektorel
kokenli hastaliklarin epidemiyolojilerinin anlasilmasi, taginim zincirinde bu vektor tiir
kompleksinin yer aldig1 noktalarin belirlenmesi ve buna gore miicadele ¢aligmalarina

151k tutmasi anlaminda 6nemli veriler saglamistir.
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5. ONERILER

Orta Karadeniz Bolgesi’nde yapilan bu ¢alismada Giresun, Ordu, Samsun ve
Amasya illerinde tilkemizde kozmopolit bir tiir olan Culex pipiens kompleks iiyelerinin
varlig1 ve bu tiirleri belirlenmistir. Calisma sonucunda alanda bu komplekse ait olan
tiirlerden sadece Culex pipiens’in varligi belirlenmis ve bu tiiriin her iki biyotipi olan
pipiens ve molestus tiirlerinin varligi alanda bulunmustur. Alanda ayni canl tiirline ait
biyotiplerin bulunmasi bu alanda bulunabilecek hibrit tiirlerin kapsamli bir sekilde
aragtirtlmali ve ayrica bu komplekse ait olan diger tiirlerinde bu alanda varligi
belirlenmesi bolgede olusabilecek vektorel kaynakli bir hastaliklarin 6ngoriilmesinde ve

hastalikla miicadelede faydali olacaktir.
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