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KAYSERi YORESINDEN TOPLANMIS CULEX PIPIENS (DIPTERA:
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Damsman: Prof. Dr. Alparslan YILDIRIM

OZET

Bu calisma, “Dirofilaria immitis’in Vektor Sivrisineklerde Molekiiler Biyolojik Tamisi ve
Kayseri Yoresinde Vektor Sivrisineklerin Ekolojisi” isimli ve 1070533 kodlu TUBITAK
arastirma projesi kapsaminda Kayseri yoresinden toplanmis ve uygun sartlarda muhafaza
edilmis olan sivrisinekler iizerinde yiiriitiilmiis olup ¢alismada Cx. pipiens tiir kompleksinin
molekiiler karakterizasyonu ve ergin disilerin kan beslenmesinde konak tercihleri ile konak
spekturumlarinin ortaya konmast amaciyla planlanmistir. Bu amacla toplam 1284 ergin disi
sivrisinek morfolojik olarak incelenmis ve 376’s1 (%28,4) Cx. pipiens olarak teshis
edilmistir. Ergin disi Cx. pipiens orneklerinden genomik DNA ekstraksiyonu yapilmis ve
mitokondrial cytochrome oxidase I (mt-COI) gen bdlgesi parsiyel olarak amplifiye eden
primerler ile PCR analizine tabii tutulmustur. Amplifikasyon sonucu uygun bant profilleri
gosteren orneklerden secilen 2 izolat jel piirifiye edildikten sonra molekiiler karakterizasyon
ve filogenetik analizler amaciyla sekanslanmistir. Parsiyel mt-COI niikleotid sekanslar1
ortaya konan TTERUCxpip01 (GenBank aksesyon: KJI858517) ve TrERUCxpip02 (GenBank
aksesyon: KJ858518) izolatlarinin pairwise analizleri sonucu %100,0 identik olduklar1
belirlenmis, Diinyanin farkli bolgelerinden GenBank’a kayitl diger Cx. pipiens izolatlariyla
ise ortalama %0,3+0,1 genetik farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Ergin disi Cx. pipiens
orneklerinden bireysel olarak elde edilen genomik DNA’lar kanatli ve memeli mitokondrial
cyt b gen bolgesini spesifik olarak amplifiye eden primerler ile PCR analizleri
gerceklestirilmis ve toplam 376 oOrnegin 148’1 (%39,4) kanath ve/veya memeli kani
yoniinden pozitif bulunmustur. Pozitif belirlenen 6rneklerin toplam 43°#i yalnizca memeli,
98’1 yalmzca kanatli, 7’si ise hem kanatli hem de memeli kam yo&niinden pozitif
belirlenmistir. Beslenme egilimlerinin istatistiksel analizinde Cx. pipiens icin kanatli tercihi
onemli bulunmustur (p<0,05). Konak kani yoniinden pozitif belirlenen 6rneklerden kanatli
icin 15, memeli icin de 15 izolat klonlandiktan sonra konak tiirli tayini i¢in elde edilen
plasmidler sekans analizine tabii tutulmustur. Plasmidlerden elde edilen mt-cyt b
sekanslarinin GenBank’ta blastn analizleri sonucu konak tiirii identifikasyonlar1 yapilmistir.
Kanathh konak kani pozitif 15 izolattan 9’unun Passeriformes takiminda, 3’iiniin

Accipitriformes, 2’sinin Columbiformes ve birinin de Strigiformes takiminda yer alan kanatl
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tiirlerinden kan emdigi belirlenmistir. Memeli konak kani pozitif 15 izolattan ise 6’s1 insan,
4’1 s1g1r, 3’1 koyun, 2’si de kopek kani pozitif saptanmistir.

Sonug olarak bu ¢alisma ile Tiirkiye’de ilk kez Cx. pipiens tiir kompleksi tizerine morofolojik ve
molekiiler analizler bir arada kullanilarak karakterizasyon, filogeni ve kan beslenmesinde konak

tercihi ve spekturumunun belirlenmesine yonelik bilimsel veriler elde edilmistir.

Anahtar Kkelimeler: Cx. pipiens, vektor, ekoloji, molekiiler teshis, Kayseri
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BLOOD MEAL IDENTIFICATION OF CX. PIPIENS (DIPTERA: CULICIDAE)
COLLECTED FROM KAYSERi PROVINCE BY MOLECULAR TECHNIQUES

Erciyes University, Graduate School of Health Sciense
Department of Veterinery Parasitology
Master’s Thesis, June 2014
Supervisor: Prof. Dr. Alparslan YILDIRIM

ABSTRACT

This study was conducted on the mosquito specimens which were collected within the scope of
the TUBITAK research project titled “Molecular Biological Diagnosis of Dirofilaria immitis in
Vector Mosquitoes and The Ecology of Vector Mosquitoes in Kayseri Province” with project
code 1070533 and preserved suitable conditions. The study was performed to determine the
molecular characterization and, blood-meal analyses and host spectrum of the Cx. pipiens
species complex collected from Kayseri region. For this aim totally 1284 female adult mosquito
specimen were morphologically analyzed and 376 (28.4%) were identified as Cx. pipiens.
Genomic DNAs were extracted from the individual Cx. pipiens specimens and mithocondrial
cytochrome oxidase I (mt-COI) gen regions were partially amplified with the related primers in
PCR. After the amplifications 2 isolates with suitable band profiles were gel purified and
sequenced in order to molecular characterization and phylogenetic analyses. The isolates
TrERUCxpip01 (GenBank accession: KJ858517) and TrERUCxpip02 (GenBank accession:
KJ858518) which the nucleotide sequences were determined showed 100.0% identity to each
other and 0.320.1 genetic difference was found with the other Cx. pipiens isolates from several
regions in the world available in the GenBank. The genomic DNAs obtained from individual
Cx. pipiens specimens were also PCR analyzed with the primer pairs that amplified avian and
mammalian mithocondrial cyt b gen region. 148 (39.4%) out of 376 specimens were found to be
positive for avian and/or mammalian blood-meal. 43, 98 and 7 of the positive specimens were
found as only mammalian, only avian and both avian and mammalian blood-meal. The
statistical analyses of host tendency in blood-meal revealed that avian preference was more
important for the Cx. pipiens (p<0.05). Each 15 blood-meal positive specimens for avian and
mammalian hosts were selected and cloned, and the obtained plasmids were sequenced in order
to determine the host species. The mt-cytb sequences obtained from the plasmids were
analyzedby blastn in the GenBank and host species were determined. 9, 3, 2 and 1 out of the 15
avian blood-meal positive isolates were found to blood feed from the avian species in the
Passeriformes, Accipitriformes, Columbiformes and Strigiformes orders, respectively. 6, 4, 3
and 2 out of mammalian blood-meal positive isolates were determined to blood feed from

humans, cattle, sheep and dogs, respectively.
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In conclusion, scientific data about the characterization, phylogeny, host preference and
spectrum in blood-meal of the Cx. pipiens species complex were revealed for the first time in

Turkey with this study.

Key words: Cx. pipiens, vector, ecology, molecular diagnosis, Kayseri
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1.GIRIS VE AMAC

Arthropoda subesi, Hexapoda {iist sinifi, Insecta sinifi, Diptera takimi, Nematocera alt
takim1 ve Culicidae ailesinde yer alan sivrisinekler, medikal a¢idan 6nem arz eden ¢ok
sayida patojeni omurgali konaklara naklinde vektor gorevi iistlenirler. Bu patojen
enfeksiyonlar arasinda ¢esitli viriis, bakteri, protozoon ve nematod tiirleri tarafindan
olusturulan sitma, dengue ve sarthumma, cesitli viral ensefalitler ve filariosis gibi ¢ok
sayida hastalik oldukca onem arz etmektedir. Sivrisineklerin vektorliik rolleri mekanik

veya biyolojik olabilmektedir (1).

Diptera takimma bagli Nematocera alt takiminda, Chaoboridae, Dixidae ve Culicidae
aileleri bulunmaktadir. Sivrisinekler, bunlardan Culicidae ailesinde yer almakta ve
sadece bu ailedeki tiirler kan emme Ozelligi gostermektedirler. Bu ailedeki Culex
soyunda bulunan ve “Kuzey Ev Sinegi” olarak adlandirilan Culex pipiens, cesitli
cografyalarda yayginlik gostermekte, cesitli patojenleri naklederek insan ve hayvan
saghgin1 olumsuz yonde etkilemektedirler (2). Ayrica bu tir Bati Nil Virisii

Hastaligi’nin en 6nemli vektorii olarak gosterilmislerdir (3, 4, 5, 6).

Vektorlerin kan beslenmesinde konak tercihleri viral, bakteriyel ve paraziter bir¢cok
vector-borne hastaligin bulasma dinamikleri agisindan kritik dneme sahip olup kontrol
stratejilerinin gelistirilmesi i¢in olduk¢a 6nemli bilgiler saglamaktadir. Bunun yaninda

vektorlerin  konakg¢i tercihlerinin saptanmasi, hastalik etkenlerinin biyolojisi ve
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ekolojisini ¢Ozebilmek ve hastalik yayilisi hakkinda yorum yapabilmek i¢in de
gereklidir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu, molekiiler tabanli bir teknik olup yiiksek spesifite ve
sensiviteye sahiptir. Hastalik etkeni bulmada son derece hassas olan bu yontem ayni
zamanda 1ilgili primerler kullanildiginda vektorlerin beslenme egilimlerini de
saptayabilmektedir (7, 8). S0z konusu teknigin diger yontemlere kiyasla daha spesifik
sonu¢ vermesi, ergin disi C. pipiens’lerin olas1 enfeksiyozleri bulagtirmalar1 agisindan
risk potansiyellerini ortaya koymak amaciyla beslenme egilimlerini saptanmasi

bakimindan 6nem arz etmektedir.

Tiirkiye’de giiniimiize kadar sivrisineklerin konakg¢i tercihleri iizerine yapilmis herhangi
bir calisma bulunmamaktadir. Bu c¢alismada, “Dirofilaria immitis’in  Vektor
Sivrisineklerde Molekiiler Biyolojik Tanis1 ve Kayseri Yoresinde Vektor Sivrisineklerin
Ekolojisi” isimli ve 1070533 kodlu TUBITAK arastirma projesi kapsanminda sahadan
toplanmig ve uygun sartlarda muhafaza edilmis olan sivrisinek orneklerinde C. pipiens
tiirline ait olanlar identifiye edilmis, disi ornekler ayrilmis ve bireysel olarak kan
beslenme egilimleri, hem kanathh konak spesifik primerler hem de memeli konak
spesifik primerler kullanilarak arastirilmistir. Elde edilen sonuglar ile arastirma
yoresinde C. pipiens’in kanath veya memeli konak agisindan olusturduklar1 risk
potansiyeli hakkinda veriler elde edilmistir. Ayrica konak kam pozitif orneklerden
secilen bazi izolatlar klonlama ve plasmid piirifikasyonu sonrasi sekans analizlerine

tabii tutulmus ve konak tiirii tayini yapilmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. SIVRISINEKLERDE (CULICIDAE:DIPTERA) SINIFLANDIRMA, CULEX
PIPIENS Linnaeus, 1758’ IN SINIFLANDIRMADAKI YERi VE MORFOLOJiSI

Diptera takimina bagh Nematocera alt takiminda, Chaoboridae, Dixidae ve Culicidae aileleri
bulunmaktadir. Sivrisinekler, bunlardan Culicidae ailesinde yer almakta ve sadece bu ailedeki

tiirler kan emme Ozelligi gosterirler (1).

Culicidae erigkinleri, 6ne dogru yonelmis uzun bir hortuma sahiptir. Hortum boyu, bas ve
govdenin toplam uzunluguna esittir. Kanat damarlar1 iizeri pullarla kaphidir. Pullar kanat
sacagini olusturur. Subkostal damar dallara ayrilmadan kosta ve radius damarlarina paralel

seyreder. Culicidae larvalar1 akuatiktir. Cok az bir kism1 predator 6zelliktedir (1).

Knight ve Stone (9) ve Knight (10), Culicidae ailesine ait 3000'in {izerinde tiiriin varligini
bildirmislerdir. Ward (11,12) ve Gaffigan ve Ward (13) bu listeye 203 yeni tiir daha
eklemistir. Yapilan calismalar sonucunda Culicidae ailesine ait toplam 3268 tiiriin varhigi

bildirilmistir (12).

Culicidae’nin ailesine bagli Anophelinae, Culicinae ve Toxorhynchitinae alt aileleri
tanimlanmustir (14,15,9). Alt aileler icerisindeki yiiksek filogeniyi netlestirmek icin tribus
(kabile) leri olusturmak ilk defa Belkin (15) tarafindan denenmistir. Belkin (15), Anophelinae
alt ailesinin, iist aile kokiine daha yakin oldugu diisiincesi lizerinde tartismis ancak Harbach

ve Kitching (16) tarafindan yapilan ¢alisma ile Anophelinae'nin taksonomik yerinin alt aile
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oldugu kesinlik kazanmistir. Yine bu caligmanin sonucu olarak Anophelinae ve Culicinae
gecerli monofiletik alt aileler olarak kabul edilirken, Toxorhynchitinae, Culicinae alt ailesi

altinda ayr1 bir kabile seviyesine indirilmistir.

Yapilan giincel degisiklikler sonucunda, Culicidae ailesinin alt cins diizeyinde sistematik

siralamasi agagidaki listede verilmistir (17).
Aile: Culicidae
1. Alt aile: Anophelinae
1. Cins: Anopheles
Alt cinsler: Anopheles, Cellia, Kerteszia, Nyssorhynchus
2. Cins: Chagasia
2. Alt aile: Culicinae
1. Tribus: Aedeomyiini
Cins: Aedomyia
Alt cinsler: Aedeomyia, Lepiothauma
2. Tribus: Aedini
1. Cins: Aedes

Alt cinsler: Aedes, Aedimorphus, Alanstonea, Albuginosus, Belkinius, Bothaella, Cancraedes,
Christophersiomyia, Diceromyia, Edwardsaedes, Fredwardsius, Huaedes, Indusius, Isoaedes,
Leptosomatomyia, Lorrainea, Neomelaniconion, Paraedes, Pseudarmigeres, Scutomyia,

Skusea, Stegomyia

2. Cins: Armigeres

Alt cinsler: Armigeres, Leicesteria

3.Cins: Ayurakitia

4.Cins: Eretmapodites

5.Cins: Haemagogus

Alt cinsler: Conopostegus, Haemagogus 6.Cins: Heizmannia

Alt cinsler: Heizmannia, Mattinglyia



7.Cins: Ochlerotatus

1. Seksiyon Alt Cinsler: Chaetocruiomyia, Finlaya, Geoskusea, Halaedes, Kenknightia,
Levua, Macleaya, Molpemyia, Mucidus, Nothoskusea, Ochlerotatus, Protomacleaya,

Pseudoskusea, Rhinoskusea, Rusticoidus, Zavortinkius
2. Seksiyon Alt Cinsler: Abraedes, Aztecaedes, Gymnometopa, Howardina, Kompia
8.Cins: Opifex

9.Cins: Psorophora

Alt cinsler: Grabhamia, Janthinosoma, Psorophora
10. Cins: Udaya

11. Cins: Verrallina

Alt cinsler: Harbachius, Neomacleaya, Verrallina
12.Cins: Zeugnomyia

3. Tribus: Culicini

1. Cins: Culex

Alt cinsler: Acalleomyia, Acallyntrum, Aedinus, Afroculex, Allimanta, Anoedioporpa,
Barraudius, Belkinomyia, Carrollia, Culex, Culiciomyia, Deinocerites, Eumelanomyia,
Kitzmilleria, Lasiosiphon, Lophoceraomyia, Lutzia, Maillotia, Melanoconion, Micraedes,

Microculex, Neoculex, Phenacomyia, Thaiomyia, Tinolestes
2. Cins: Galindomyia

4. Tribus: Culisetini

Cins: Culiseta

Alt cinsler: Allotheobaldia, Austrotheobaldia, Climacura, Culicella, Culiseta, Neotheobaldia,

Theomyia

5. Tribus: Ficalbiini
1. Cins: Ficalbia

2. Cins: Mimomyia

Alt cinsler: Etorleptiomyia, Ingramia, Mimomyia



6. Tribus: Hodgesiini
Cins: Hodgesia 7.Tribus: Mansoniini
1. Cins: Coquillettidia
Alt cinsler: Austromansonia, Coquillettidia, Rhynchotaenia
2. Cins: Mansonia
Alt cinsler: Mansonia, Mansonioides
8. Tribus: Orthopodomyiini
Cins: Orthopodomyia
9. Tribus: Sabethini
1. Cins: Isostomyia
2. Cins: Johnbelkinia
3. Cins: Limatus
4. Cins: Malaya
5. Cins: Maorigoeldia
6. Cins: Onirion
7. Cins: Runchomyia
Alt cinsler: Ctenogoeldia, Runchomyia 8. Cins: Sabethes
Alt cinsler: Davismyia, Peytonulus, Sabethes, Sabethinus, Sabeihoides
9. Cins: Shannoniana
10. Cins: Topomyia
Alt cinsler: Suaymyia, Topomyia
11. Cins: Trichoprosopon
12. Cins: Tripteroides
Alt cinsler Polylepidomyia, Rachionotomyia, Rachisoura, Tricholeptomyia, Tripteroides

13. Cins: Wyeomyia
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Alt cinsler: Antunesmyia, Caenomyiella, Cruzmyia, Decamyia, Dendromyia, Dodecamyia,

Exallomyia, Menolepis, Nunezia, Phoriiomyia, Prosopolepis, JVyeomyia, Zinzala
10. Tribus: Uranotaeniini

Cins: Uranotaenia

Alt cinsler: Pseudoficalbia, Uranotaenia

11. Tribus: Toxorhynchitini

Cins: Toxorhynchites

Alt cinsler: Afrorhynchus, Ankylorhynchus, Lynchiella, Toxorhynchites

Culex pipiens Linnaeus, 1758 yukaridaki siniflandirmada 3. Tribus Culicini’de yer almakta
olup Systema Naturae 2000 ve National Center for Biotechnology Information (NCBI)

Taxonomy veritabanina gore sistematikteki yeri ayrica asagida (Sekil 1) verilmistir (Zuhal 1).

Sekil 2.1. Cx. pipiens’in sistematikteki yeri

Medikal ve veteriner onemine karsin Cx. pipiens’in taksonomik durumu heniiz tam olarak

netlige kavugsmamistir. Genel olarak Cx. pipiens kompleks olarak nietelenen bu tiirde Cx.



pipiens quinquefasciatus, Cx. pipiens pallens, Cx. pipiens pipiens ve Cx. pipiens molestus
olmak iizere cesitli alt tiirlerin bulundugu kabul edilmekterdir (18, 19). Buna karsin diger bazi
arastiricilar farkli popiilasyonlar iizerine yaptiklari arastirmalarda Cx. quinquefasciatus’un alt
tiir olmay1p farkl bir tiir oldugunu 6ne siirmiislerdir (20,21,22,23). Morfolojik karakterler
diger fizyolojik ve davramigsan karakterlerle kiyaslandiginda taksonomik calismalarda daha
onemli oldugu belirtilmistir (19). Morfolojik karakterlerden III-IV. segmentlerin larval
abdominal seta 1’1, siphon/saddle indeksi, siphon sekli, seta 1a—S ve 1b—S’in dallanma sayisi,
DV/D orani, R2/R2+3 uzunluk orami, R2+3’deki bifurkason ile subcosta ve costadaki
kesismenin Cx. pipiens kompleks tiirlerinin erginlerinin ayriminda ©Onemli oldugu
kaydedilmektedir. Ancak mevcut bu kriterler tam olarak bu tiirlerin ayriminda yeterli
olmamaktadir. Erkek genital sisteminin morfolojik ayrimda en ©Onemli kriter oldugu
belirtilmektedir (18, 24, 25, 26, 27). Cx. pipiens kompleks tiirlerinin ergin ve larvalarina ait
morfolojik 6zellikler Sekil 2.2-Sekil 2.3’de gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Ergin disi Cx. pipiens kompleks tiirlerinin morfolojik yapisi



Head Thorax Abdomen . Abdominal segments (I-VII1)

| Lateral hair
....... E: Caudal hair
i
i

Ventral tufts

Eye Comb
Mental plate Al semarit = .. e Pecten
Upper head hair === . :
= deimses. Sacidle
Lower head hair MpakEnieh e bl bk
; Cantl g il e | JOISH rus|
Preantennal hair Anal gills ——&— ?T/_f
L Caudal hair
Antenna {7 | s
Mauth brush i i)
Antenna hair

Sekil 2.3. Cx. pipiens kompleks tiirlerine ait larvalarin morfolojik yapisi

Lokal popiilasyonlarda gozlenen morfolojik ve biyolojik karakterlerdeki varyasyonlar, Cx.
pipiens kompleks tiirlerinin taksonomik durumuyla ilgili olarak daha kesin verilerin
gerekliligini ortaya koymustur (20). Tiir kompleksinin taksonomik durumunun kesin olarak
ortaya konmasi farkli popiilasyonlarda yapilacak calismalardan elde edilecek daha kesin ve
biitiinleyici bilgilere ihtiya¢ gostermektedir (18). Diinyada Cx. pipiens kompleksinin hizli ve
basarili identifikasyonu olduk¢a 6nemlidir. Morfolojik teshis yontemlerinin cesitli zorluklar1
bulunmakta olup zaman alic1 ve erkeklerle sinirhidir. Biyokimyasal ve molekiiler teknikler
1995 yilinda Cx. pipiens kompleksinin identifikasyonunda kullanilmaya baslanmistir.
Crabtree ve ark. (28) ITS 2 genini hedef alan standart PCR yontemlerinin Cx. pipiens
complex, Cx. restuans ve Cx. salinarius tirlerinin ayriminda kullanish oldugunu ancak tiir
kompleksinin identifikasyonunda yetersiz kaldigim1 kaydetmislerdir. Basit sekans tekrarlar:
(SSRs) veya kisa ard arda tekrarlar (STRs) olarak da bilinen Microsatellite lokus ile Ace.2,
COI ve ITS genleri tizerine PCR ve PCR-RFLP gibi diger baz1 molekiiler teknikler de bu tiir

kompleksinin ayriminda ¢aligilmistir. Bunlar arasinda Ace geni ve Microsatellite lokus en
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onemli karakterler olarak nitelenmis ve Ozellikle Cx. pipiens ve Cx. quinquefasciatus’un

ayriminda kullanilabilecegi belirtilmistir (24,29-32).
2.2. CX. PIPIENS’iN BiYOLOJINDE ONEMLIi FAKTORLER

Diptera takimmin genel 0zelligi olarak, sivrisinekler tam metamorfoz gegcirirler. Tim
sivrisinekler gelisimleri i¢in akuatik habitatlara gereksinim duyarlar. Yumurtadan cikistan

sonra dort larval donem ve pupa donemini gecirerek eriskin doneme gecerler (Sekil 2.4) (2).

% Larva (\ y

Sekil 2.4. Cx. pipiens’in hayat siklusu

Habitat tipleri: Sivrisinekler, pratikte her ¢esit durgun suda iireme potansiyeline sahiptirler.
Az miktardaki sularda dahi ¢ok fazla sayida iireyebilirler. Atilmis teneke kutular, atilmis
araba tekerlekleri, aga¢ kovuklari, yapraklarin iizeri ve hayvanlarin ayak izlerinde biriken
sularda, su depolarinda, tuzlu batakliklar gibi cesitli 6zellikteki sularda tireyebilirler (32). Su
hayatina uyum saglamis olan sivrisinek larvalarina hemen hemen her tiirlii su birikintisinde
rastlamak miimkiindiir. Ancak, her sivrisinek tiirii her cesit su birikintisinde bulunamamakta
ve tiirlere gore cesitli habitatlar bulunmaktadir (33). Yapilan calismalarla Cx. pipiens'in

birinci derecede, olmak {lizere belli bir habitat se¢medikleri, hemen her cesit sularda
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bulundugu ortaya konmus olmakla birlikte genellikle kirli, sulu habitatlarda daha yogun
bulunduklar1 kaydedilmistir (33).

Ciftlesme ve yumurta birakma (ovipozisyon): Disilerin ciftlesme aktivitesi, pupadan
eriskin doneme gecisten kisa bir siire sonra olur. Erkekler ilk 6nce pupadan eriskin doneme
gecerler. Ureme yerleri etrafinda kiimeler halinde ugarak disi sivrisineklerin ¢ikisini bekler

halde goriilebilirler. Disi sivrisinek bu kiimenin i¢ine girer ve ciftlesme meydana gelir.

Sivrisinek tiirlerinin ¢cogunda, dollenmis disiler yumurtlamak i¢in sezonda bir ya da birkag
kez kan emme gereksinimi duyar. Disi sivrisineklerin dollendikten sonra kan emerek
yumurtlamalarina kadar gecen siireye “trofogoni donemi” denir. Her bir donemin ii¢ evresi

vardir:

1) Kan emmeye yonelis ve kan emme,

2) Kanin sindirimi ve yumurtaliklarda yumurtalarin gelisimi,
3) Ureme yerlerine dogru ugmak ve burada yumurtlamak.

Yazin yeterli sicakliklarda bir kez kan emme, yumurtalarin gelisimi i¢in yeterli olmaktadir.
Kanin sindirimi siiresince yumurtaliklardaki tiim yumurtalar olgunlasir (trofogoni uyumu).
Sonbaharda havalarin sogumasi ile kan emmis sivrisinekteki yumurtalar olgunlasamaz.
Ilkbaharda havalarin 1smnmasi ile sivrisinek tekrar kan emmeye baslar ve yumurta
olgunlagmasi kaldig1 yerden devam eder (trofogoni uyumu bozulur) (34). Cogu sivrisinek
tiirlinde disiler, kopulasyon sonrasi yumurtalarin gelisimini tamamlayabilmesi i¢in kan
emmek zorundadirlar (otojen olmayan gelisim). Az sayidaki tiiriin disilerine (6r. Cx. p.
pipiens biotype molestus) ait ilk parti yumurtalar kan emmeden de gelisebilirler (otojen
gelisim). Disi sivrisinekler, kan emmeyi takiben 2-4 giin icerisinde 50-500 adet yumurta
birakirlar (2). Sivrisinekler biraktiklar1 yumurta igerisindeki embriyonun dis etkilerle
tetiklenen dinlenme periyoduna (uyku hali) girip girmemelerine gore ikiye ayrilmustir. {1k
gruptakiler uyku halinde olmayan (nondormant) yumurtalar olup Anopheles, Culex, Culiseta,
Mansonia, Uranotaenia, Orthopodomyia ve Wyeomyia cinsine ait tiirlerdir. Ikinci gruptakiler
ise uyku halinde olan (dormant) yumurtalar olup, Aedes ve Psorophora cinslerine ait tiirlerdir.

Dormant yumurtalar diger gruptakilere gére kurumaya daha direnclidirler (2).

[Ik gruptaki (nondormant) yumurtalara sahip disiler, yumurtalarini tek tek (Anopheles) veya
kiimeler halinde (Culex, Uranotaenia, Coquillettidia, Orthopodomyia ve Alt cins Culiseta) su

yiizeyine birakirlar (2). Bu gruptaki (nondormant) disiler suyun iizerinde veya suya ¢ok yakin
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durarak yumurtalar1 su yiizeyine birakirlar. Bu tip yumurtalarin embriyolar1 oda sicakliginda
(23°C) iki giin igerisinde gelisimini tamamlayarak kisa siirede yumurtadan ¢ikarlar. Bu tip
yumurtalar kuru ortamda kisa siire i¢inde canliligim yitirirler. Ancak ¢ok nemli veya cok az
su birikintisi i¢inde “karaya oturmus” sekilde bir giin veya daha az canliligin1 koruyabilirler
(2). Uyku haline girmeyen (nondormant) yumurtalara sahip tiirler yetisme sezonlarma bagli
olarak, senede bir ka¢ jenerasyon verebilirler. Bu gruptaki tiirler daha ¢cok ayni sezon iginde
birden fazla jenerasyonu kolayca olusturabilecegi kalic1 ve yari kalici tipteki iireme yerlerinde
bulunurlar. Genel goriis bu sekilde olsa da, An. punctipennis ve Cx. pipiens genellikle gegici
su kaynaklarinda bulunurlar (2). Embriyonik gelisim, yumurtalar suya birakildiktan hemen
sonra baslar. Sicakliga bagl olarak 2-7 giin veya daha uzun siirede embriyonik gelisim
tamamlanir. Suya birakilan Cx. p. pipiens yumurtalarindan larva cikist 30°C’de bir giin,
20°C’de ii¢ giin ve 10°C’de on giin sonra gergeklesirken 4°C’de ise embriyonik gelisim

tamamlanamaz (2).

Larva ve pupa donemi: Yumurtadan c¢ikan larval donemden erigkin evreye degin gececek
olan siire ortamin iklim, mevsim ve suyun sicaklik durumuna gore degisir. Larvalarin
optimum geligim sicakligr 24°C-26°C’dir (34). Optimum hava sicaklig1 ve besin aliminda bu
siire Culicinae alt ailesinde ortalama 7 giindiir (32). Larvalar, bakteriler basta olmak iizere
sudaki mikroorganizmalar, algler, protozoonlar, omurgasiz canlilar ve tortulardan beslenir.
Beslenme tipleri filtre edenler, tarayicilar ve predatorler olmak iizere iic grupta incelenebilir.
Filtre edenler, tipik olarak suda bas asagi asili dururlar ve su yiizeyinin altindan tabana dogru
olan kisimda siispansiyon halinde bulunan gida partikiillerini stizerler (Culex, Coquillettidia,
Alt cins Culiseta, baz1 Aedes ve Ochlerotatus larvalari). Bitkiler ve 6lii omurgasiz canlilarin
kiiciik parcalar1 da agiz organelleri ile parcalanabilmektedir. Predatorler genellikle
sivrisineklerin haricindeki diger insektlerin larvalari ile beslenirler (Toxorhynchites, Aedes,

Psorophora ve Culex larvalar1). Predator tip larvalara Avrupa'da rastlanmamaktadir (2).

Pupa akuatiktir. Metamorfozun sekillendigi bu donem ortalama 2 giin siirer. Pupa, Diptera
takimindaki diger pupalarin aksine, sudaki hareketlenmelere karsi cok hassas ve dikkat
cekecek derecede hareketlidir. Suya dalistan sonra aktif hareketleri ile su ylizeyine ¢ikan
larvalarin aksine, pupalar su yiizeyine pasif olarak ¢ikarlar. Pupalar kurakliga goreceli olarak
daha dayanikli olup, tireme yerlerindeki su kurumaya yiiz tutsa dahi erigkinler pupadan

cikabilmektedir. Larvanin aksine, pupa beslenemez (2).
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Eriskin sivrisineklerin yasam siireleri: Erkek sivrisinekler genellikle 6-7 giin arasinda
yasarlar. Laboratuvar kosullarinda, yiiksek nem ve yeterli karbonhidrat beslenmesi ile yasam
stireleri bir ay1 gecebilir. Disiler 0zellikle hibernasyon durumunda ve bol gida ile 4-5 ay siire
ile canli kalabilirler. Aktivitelerinin en yiiksek oldugu donemlerde ise disilerin yasam siiresi,

yaklasik iki haftadir (32).

Hibernasyon ve estivasyon: Sivrisinekler kisin soguk ve yazimn kuraklik gibi uygun olmayan
hava kosullarinda etkinlik gosteremez ve dinlenme (diyapoz) donemine girerler. Bunlarin kan
emme ve yumurtlama etkinlikleri durur (gercek diyapoz). Biiyilk ¢ogunlugu oliir. Bazi
tiirlerde ise disiler kotii hava kosullarinda dahi (kisin ahir ve evlerde) kan emebilirler fakat
yumurtlayamazlar. Bu durumda diyapoz tam degildir (yumurtalik diyapozu) (34). Culex,
Culiseta, Uranotaenia ve Anopheles cinslerinde erigkin donemde hibernasyon goriilmektedir
(2). Hibernasyona girecek disiler, sonbaharin son giinlerine dogru ahir ve evlere girerek kuytu
bir kose, aralik, catlak veya bodrumlara sigmirlar. Havalarin sogumasi ile sivrisinegin
karnindaki yag gozeleri sayica artar ve yumurta gelisimi durur, yumurta yerleri yagla sarilir.
Hibernasyona giren disiler, su kaybimni azaltmak igin gliserol, trehaloz ve sorbitolii
kullanmazlar, bunun yerine kutikular hidrokarbonlar1 kullanarak su kaybini en aza indirirler
(35). Sivrisinek ayaklarmi iki yana acar ve karnimi duvara dayarcasma yaklastirir. Besin
alamaz ve uyusukluk (letarji) durumunda kalir. Hibernasyon esnasinda tedirgin olduklarinda
cok yakin bir yere gecerek orada kiglamaya devam ederler. Havalari 1sinmasiyla hibernasyon
sonlanir (34). Cok sicak ve kurak gecen yaz aylarinda sivi kaybi sonucu sivrisinek besin

alamaz ve uyusukluk durumuna girer. Bu duruma da estivasyon (yaz uyusuklugu) denir (34).

Sivrisineklerin u¢ma giicii: Havadaki nemin yiikselmesi, sivrisineklerin ucus mesafesini
artirmaktadir. Erigkinler, nemin az oldugu havalarda dinlenme durumunda bulunurlar.
Sivrisinekler iireme yerlerinden 2-3 km uzaga ucabilmektedirler. Sivrisineklerin kendi gii¢leri
ile yayihisina “aktif dispersiyon”, riizgar ve cesitli hava, kara, su araci ile daha uzak yerlere
yayilisina ise “pasif dispersiyon” denir. Sivrisinekler 1000 m yiikseklige kadar cikabilirler
(34).

2.3. CX. PIPIENS ERGINLERININ KAN BESLENMESINDE ONEMLIi FAKTORLER
VE KONAK TERCIHLERI

Kan ile beslenen (haematophagous) artropodlarin beslenme yapilar1 ve konak tercihleri, bir
cok patojenin ¢ogalmasi ve omurgali konaklara bulagsmasi acisindan oldukc¢a Onemlidir

(36,37). Vektorlerde beslenme yapilarinin ve konak tercihlerinin belirlenmesi, vektor-borne
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hastaliklarla etkili miicadele stratejilerinin ve politikalarmin olusturulmasma, salgin
risklerinin  azalmasma ve hem insan hem de hayvanlarda bu hastaliklarin
ekoepidemiyolojilerinin daha iyi anlagilmasina oldukca 6nemli katkis1 vardir (36). Ergin Cx.
pipiens erkeklerinin agiz yapilar1 delmeye elverisli olmadigindan kan ememezler.
Beslenmeleri nektarlar, bitki 6z sular1 ve diger sivilar ile olmaktadir. Disilerin beslenmeleri
ise cesitli omurgalilardan kan emme yoluyla olur. Nitekim sivrisineklerin biiyiikk bir
cogunlugu zoofilik olup, insanlar haricindeki hayvanlar ve sogukkanli omurgalilardan kan
emer. Kan emmek i¢in insanmi tercih eden tiirler antropofilik olarak tanimlanir (32). Konak

ayrimi yapmadan hayvanlardan ve insanlardan kan emenlere ise zooantropofilik denir (34).

Beslenme yirmidort saatlik zaman dilimi tarafindan kontrol edilen bircok insekt aktivitesinden
birisidir (38). Insektler ritmik paternlerde beslenir ve hareket ederler. Bu periyod igerisinde
inaktif veya uyku donemlerinde ise hareketsiz kalirlar ve beslenmezler (39). Endojen
beslenme ritimleri giinliik aydinlik/karanlik sikluslarin igerisinde olmakla birlikte diger bazi
eksternal ve internal faktorler de (Orn. Sicaklik, riizgar, fizyolojik durum vb.) bu beslenme
ritimlerini modiile edebilir (38). Insektlerde erginlerin beslenmesi aydinlik (40,41), karanlik
(42,43), veya giin dogumu/giin batim (44,45,46) ile sinirliyken gelisim donemleri 24 saat
boyunca gelisigiizel beslenebilirler (47). Insektlerin tiim hayat donemleri boyunca, yakin
tiirler veya tiir i¢cinde dahi beslenme aktivitesi periyodunda farkliliklar bulunabilir (44-50).
Kanla beslenen insektlerin giinliik beslenme ritimleri iizerine Ozellikle hastalik naklindeki
onemlerinden dolay1 vektor tiirler basta olmak iizere detayli calismalar yapilmistir (43,44,50-
53). Serbest yasayan kanla beslenen insektlerin (Orn., Culicide, Culicoides, Ceratopogonids
vd.) beslenmeleri, aktif olduklar1 periyodlarin konak uygunlugu periyoduyla ortiismesini
gerektirir. Bunun yaninda 24 saat dilimindeki predator aktivitesi ve cevresel kosullar (Orn.,
sicaklik, rutubet) da insekt uygunlugunu etkileyebilir (54). Yirmidort saatlik zaman dilimi
tarafindan kontrol edilen insekt kan beslenme aktivitesi, 1) konak uygunlugu, 2) predator
inaktivitesi ve 3) uygun cevresel kosullar ile senkronize olan konak arama zamani sayesinde
bir mekanizma saglamaktadir. Ornegin tahtakurularindan Cimex lectularius’un kan
beslenmesi, insanlarin inaktif ve uygun, kismi rutubetin ise yliksek oldugu sabahin erken
saatlerinde gerceklesir (54). Bircok patojen ve parazitin vektorler tarafindan nakli beslenme
periyodlarinin yiiksek oldugu donem boyunca sekillenir. Vektor tiirlerin kan emme
periyodlariin pik donemlerinin ve molekiiler temellerinin bilinmesi, ken emici insekt tiirleri
ile konaklarinin temasini azaltma amaciyla kontrol onlemelrinin gelistirilmesinde oldukca

Onemlidir. Son amanlarda baz1 vektor tiirlerde giinliik davranis ritimlerinin temelini olusturan
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endojen molekiiler saatin detaylar tarif edilmistir (55,56). Sivrisinekler arasinda fotoperiyotla
ilgili olarak konak arama icin ucuslar ritmiktir (57-60). Konak varligma dair igaretler de
beslenme davraniglarin1 etkilemektedir (61). Bu isaretlerden biri CO2 olup, sivrisinek
aktivasyonunda onemli oldugu (53) ve konak bulma i¢in uzun mesafeli bir isaret rolii

istlendigi belirtilmektedir (62).

Cx. pipiens kompleks i¢inde yer alan Cx.p. pipiens ve Cx.p. molestus morfolojik olarak
identik olup, cografik dagilimlar1 da ortiismektedir. Ancak bu iki alt tiir (bioform) davranissal
olarak farklihik gostermektedir. Ornegin Cx.p. molestus ilk yumurta yigmmini kan
beslenmesinden ©Once birakmaktayken Cx.p. pipiens reprodiiksiyonunda kan beslenmesi
zorunludur (63). Cx. p. molestus popiilasyonlar1 siklikla yer altinda (kiler, mahzen, yer alt1
tiinelleri gibi) beslenirken (18,64,65), Cx. p. pipiens popiilasyonlar1 daha cok agik ve yer
istiinde beslenir. Asyadaki Cx. p. molestus popiilasyonlarinin giinliik ucus paternleri Cx.
pipiens kompleksteki yer {istiinde beslenen diger alt tiirlere gore aritmik oldugu
kaydedilmistir (60,66). Yetersiz 151k kaynaklariyla karanlik habitatlar1 ve ugus aktivitesindeki
aritmiye dair bulgular, Cx. p. molestus’un yer {iistiinde beslenen Cx. p. pipiens popiilasyonlar1
ile kiyaslandiginda biyolojik yapisinda 1s1k tarafindan uyarilmadigini ortya ¢ikarmistir. Ayrica
bu iki bioformun dogal popiilasyonlarinin da farkli konak tercihleri oldugu rapor edilmistir.
Cx. p. pipiens’in kan beslenmesinde daha cok kanath (67,68), Cx. p. molestus’un ise insanlar1

(18,69) tercih ettigi kaydedilmistir.
2.4. CX. PIPIENS’iN VEKTORLUK ROLLERi

Sivrisinekler, medikal a¢idan 6nemli olan ¢esitli patojenleri naklederler. Viriisler, bakteriler,
protozoonlar ve nematodlarin etkeni oldugu Onemli hastaliklar olan sitma, dengue ve
sarthumma, cesitli viral ensefalitler ve filariosis vb.’nin nakillerinden sorumludurlar.

Sivrisineklerin vektorliik rolleri mekanik veya biyolojik olabilmektedir (1).

Cx. pipiens kompleks icinde yer alan sivrisinek tiirleri kosmopolit yayilisa sahip olup kanath
malariasi, dirofilariosis, Bancroftian filariasis ile Rift Valley fever, Sindbis viriis, St. Louis
encephalitis ve West Nile Fever gibi bircok enfeksiyonu kanath ve memeli konaklara
nakletme yetenegindedirler (70,71). Cx. p. molestus’un Kuzey Amerika’da West Nile
Virusu’nun primer vektorii oldugu rapor edilmektedir (4). Asya, Afrika ve Giiney
Amerika’nin tropik bolgelerinde lenfatik filariosis etkeni olan nematodlar, Wuchereria
bancrofti, Brugia malayi ve Brugia timori, yaklasik 120 milyon insam etkilemistir. Bu

vakalarin % 90’mm etkeni W. bancrofti’dir. Hastaligin vektorliigiinii yapan en Onemli
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tiirlerden biri de Culex pipiens quinquefasciatus olarak belirlenmistir (2). Ayrica Cx. pipiens
kompleks tiirlerinin diinyanin cesitli yorelerinde kopeklerin kalp kurdu etkeni Dirofilaria

immitis’e aktif vektorliik yaptiklar1 kaydedilmistir (72-80).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. CALISMA MATERYALI VE ARASTIRMA SAHASI

Bu calismanin materyalini “Dirofilaria immitis’in Vektor Sivrisineklerde Molekiiler

Biyolojik Tanis1 ve Kayseri Yoresinde Vektor Sivrisineklerin Ekolojisi” isimli ve

1070533 kodlu TUBITAK arastirma projesi kapsamida Kayseri yoresinden 2008 ve
2009 sezonlarinda farkli 46 odaktan (Sekil 1, Sekil 2) toplanmis ve -20 °C’de muhafaza

edilmis olan sivrisinek 6rnekleri olusturmustur.
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Sekil 3.1. 2008 sezonunda sivrisinek orneklemesi yapilan noktalarin (* ,@) cografik harita

gosterimi.

tizerinde
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Sekil 3.2. 2009 sezonunda sivrisinek orneklemesi yapilan noktalarin (* ,@) cografik harita iizerinde
gosterimi.

3.2. LABORATUVAR CALISMALARI

3.2.1. Sivrisinek Orneklerinde Cx. pipiens identifikasyonu
Bilgisayar destekli stereo mikroskop altinda, ¢esitli tiir ayrimina iliskin kaynaklar (81,
82,83, 84) ve elektronik ortamda yazili Avrupa Sivrisinekleri Tiir Ayrim Anahtar1 (85)

kullanilarak disi C. pipiens tiirleri identifiye edilmistir.

3.2.2. Ergin Disi Cx. pipiens Orneklerinden Genomik DNA Ekstraksiyonu

Ergin disi Cx. pipiens Orneklerinden genomik DNA’larin elde edilmesi amaciyla
AxyPrep Multisource Genomic DNA Miniprep Kiti (AP-MN-MS-GDNA-250, Axygen
Biosciences, USA) iireticinin aciklamalarma gore kullanilmistir. Elde edilen ekstraktlar
molekiiler analizlere kadar -20°C’de muhafaza edilmistir. Genomik DNA

ekstraksiyonunun basamaklar1 agagida verilmistir.

a) Her bir disi Cx. pipiens 6rnegi, ayr1 olarak mikrosantrifiij tiiplerine alinarak sivi
azot yardimiyla ezilmis ve homojen hale getirilmistir. Islenecek numune sayisina
gore, Orneklerin karismamasi amaciyla ependorf tiiplerinin iizerine orneklere ait
protokol numaralar1 yazilmistir. Kit igerisinde bulunan Eluent, Onceden 1sis1

65°C'ye ayarlanmis su banyosu igerisine konulmustur.
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b) Coziinmiis pellet iizerine 350 ul PBS (phosphate-buffered saline, not provided) ve
0.9 ul RNase A ilave edilmis ve 30 sn el yardimiyla nazikge calkalanistir.

¢) 350 pl homojenat pipet yardimiyla 2 ml microfuge tube (provided) icerisine

alinmustir.

d) Tiip icine 20 pl Proteinase K ve 150 pl Buffer C-L ilave edilerek hemen 1dk

vortekslenmistir.

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

vortekslendi).
f) Tiipler iizerine 350 ul Buffer P-D eklenerek 30 sn vortekslenmistir.
g) Daha sonra tiipler 14000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.

h) Her bir ornek i¢in 2 ml'lik ependorf tiiplerine (provided) miniprep kolon
yerlestirilmistir. Santrifiij islemi sonucu iistte kalan siipernatant pipet yardimiyla
almarak miniprep columnlar icerisine konularak 14.000 rpm'de 1 dakika santrifiij
edilmistir.

i) Siire sonunda dibe coken siipernatantlar dokiilmiis ve miniprep columnlar tekrar bu
tiiplerin igerisine yerlestirilmistir. Miniprep columnlar icerisine ilk yikama
soliisyonu olan 500 ul Buffer W1 ilave edilerek 14,000 rpm’de 1 dk santrifiij
edilmistir.

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

ve bu islemler 2 kez tekrarlanmustir.

k) Yikama islemi sonucu dibe siiziilen s1v1 kisim uzaklastirilarak miniprep columnlar
bos ependorflar igerisine yerlestirilmistir. Herhangi bir solusyon eklenmeden bos
tiipler 14.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edilerek yikama soliisyonlar1 igerisindeki

ethanoliin tamamen ugmasi saglanmustir.

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

edilmistir.
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3.2.3. Mitokondrial Cytochrome Oxidase Subunit 1 (mt-COI) Geninin
Amplifikasyonu

Ergin disi Cx. pipiens orneklerinden elde edilen genomik DNA ekstraktlarindan 4’
mitokondrial cytochrome oxidase I (mt-COI) gen bolgesinin yaklasik 658 bp gen
fragmentini amplifiye eden LCO1490 (5’-GGTCAACAAATCATAAAGATAT TGG-
3’) ve HCO2198 (5’-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’) (86) primerler ile
PCR analizine tabii tutulmustur. Reaksiyon karigimi 25 ul final konsantrasyonda, 2,5 ul
10XPCR buffer, 2 mM MgCl2, 0.5uM her bir primer, 0.5 mM her bir ANTP, 1.25U Taq
DNA polymerase ve 50ng/ul template DNA olarak hazirlanmistir. Thermalcyclerda
protokol 96 [1C’de 1 dk; 35 siklus, denaturation: 94 [1C’de 1 dk, annealing: 55 [1C’de
1 dk, extension: 72 [1C’de 1,5 dk; final extension: 72 [1C’de 10 dk olacak sekilde
programlanmigtir. PCR analizlerinin gegerliliginin ve herhangi bir kontaminasyonun
olup olmadigmin test edilmesi amaciyla her analizde pozitif kontrol olarak standardize
edilmis referans orneklere ait genomik DNA’lar, negatif kontrol olarak ise sterilize
edilmis deiyonize su kullanilmistir. Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR f{iriinleri
(10 u) % 1,5 ’luk agaroz jelde elektoforeze tabi tutularak, CLP Jel Dokiimantasyon
Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz programi (UVP INC Uplant, CA ) ile

goriintiilenip analiz edilmistir.

3.2.4. Ergin Disi Cx. pipiens Orneklerinin mt-COI Gen Bolgelerinin Sekans ve

Filogenetik Analizleri

Tiir teshisleri yapilmis ergin disi Cx. pipiens orneklerinin PCR analizleri sonucu uygun
bant profilleri gosterenlerden secilen 2 izolat High Pure PCR Product Purification Kit
(Roche) kullanilarak jel piirifiye edilmistir. Piirifikasyon sonras1 6rneklerin mt-COI gen
bolgesi LCO1490/HCO2198 primerleri ile ABI 3700 Capillary Sequence System
(Applied Biosystems) de sekanslatilmistir. Cift yonlii DNA dizisi belirlenen izolatlara
ait kromotogramlar dikkatlice analiz edildikten sonra BioEdit Sequence Alignment (87)
ve Geneious 6.1.6 (88) yazilimlar1 ile forward ve revers dizilimlerin pairwise
alignmentlar1 yapilmis final dizilimler elde edilmistir. Elde edilen sekanslarin blastn
(http://blast.ncbi.nlm. nih.gov/Blast.cgi) analizleri yapildiktan sonra Diinyada
GenBank’a kayith diger benzer izolatlar ile Mega 5.0 (89) ve Geneious 5.5.5 (88)
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yazilimlarinda multiple alignmentlar1 yapilarak filogenileri arastirilmis ve molekiiler

karakterizasyonlar1 ortaya konmustur.

3.2.5. Ergin Disi Cx. pipiens Orneklerinin Kan Beslenmesinde Konak

Spekturumunun PCR ile Belirlenmesi

Ergin disi Cx. pipiens Orneklerinin beslenme egilimlerini belirlenmesi mitochondrial
cytochrome b (mt-cyb) gen bolgelerinden dizayn edilen kanath spesifik Avian-3 (5°-
GACTGTGAYAAAATYCCMTTCCA-3’) ve Avian-8 (5’-GYCTTCAITYTTTGGYT
TACAAGAC-3’) primerleri, memeli spesifik Mammalian-1 (5-TGAYATGAAAAA
YCATCGTTG-3’) ve Mammalian-2 (5’-TGTAGTTRTCWGGGTCKCCTA-3’)
primerleri kullanilmistir (90). Reaksiyon karigimi her iki primer seti i¢in de 25ul final
konsantrasyonda; 2,5 ul 10XPCR buffer, 1,5 mM MgCI2, 1ul 20 pmol her bir primer, 2
ul 200 mM her bir ANTP, 1.25U Taq DNA polymerase ve 50ng/ul template DNA
olacak sekilde hazirlanmistir. Daha sonra karsim thermalcyclera kanath ve memeli
primerleri icin initial denaturation: 94°C’de 2 dk; 35 siklus, denaturation: 94°C’de 30s,
annealing: 55°C’de 30s, extension: 72°C’de 60s (kanatl1), 90s (memeli); final extension:
72°C’de 4 dk olacak sekilde programlanmistir. PCR analizlerinin gegerliliginin ve
herhangi bir kontaminasyonun olup olmadiginin test edilmesi amaciyla her analizde
pozitif kontrol olarak kanatl (sahin, tavuk) ve memeli (sigir, koyun, at, kopek)
kanlarindan izole edilmis genomik DNA’lar, negatif kontrol olarak ise sterilize edilmis
deiyonize su kullanilmistir. Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR iiriinleri (10 ul) %
1,5 'luk agaroz jelde elektoforeze tabi tutularak, CLP Jel Dokiimantasyon Sistemi ve
Gene Snap from Syngene analiz programi (UVP INC Uplant, CA ) ile goriintiilenip

analiz edilmistir.

3.2.6. Kanath ve Memeli Mt-cyb Genlerinin Klonlanmasi ve Plasmid izolasyonu
Ergin disi Cx. pipiens 6rneklerinin beslenme egilimlerini belirlenmesinde konak tiirii
tayini i¢in memeli ve kanatli mt-cyb gen bolgesi yoniinden PCR analizlerinde pozitif
belirlenen 10’ar izolat klonlanmis ve plasmid piirifikasyon yapilmistir. Klonlama
basamaklar1 asagida verilmistir.

Ligasyon basamagi: Memeli ve/veya kanathh mt-cyb gen bolgesi yoniinden PCR
analizleri sonucu jel iizerinde belirlenen amplikonlar High Pure PCR Product

Purification Kit (Roche) kullanilarak jel piirifiye edilmistir. Jel piirifiye Orneklerin
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klonlanmasinda CloneJET PCR Clonning Kit (Thermo Scientific, ABD) kullanilmistir.
Klonlama reaksiyonu kullanicinin 6nerileri dogrultusunda asagidaki sekilde hazirlanmis

ve yapilmistir:

2X Reaction Buffer 15 ul
PCR product (10 ng/ pl) 11.5ul
DNA Blunting enzyme 1.5
Toplam 18 ul

Hazirlanan karigim vortekslenip santrifiij edildikten sonra 70 °C’de su banyosunda 5 dk
inkiibe edilerek hemen buz iistiine alinmustir.

Karigim iizerine daha sonra 1 pl pJET1.2/blunt CloningVector (50 ng/ ul) ve 1 ul T4
DNA Ligaz eklenerek son hacmi 20 pl’ye tamamlanmistir. Karigim 5 dk oda
sicakliginda bekletildikten sonra 5 pul’si transformasyon i¢in kullanilmustir.

pJET1.2/blunt CloningVector haritast Sekil 3.3’de verilmistir.

pJET1.2/blunt
2974 bp

Sekil 3.3. pJET1.2/blunt CloningVector
Transformasyon Basamag: 5 pL’lik ligasyon iiriinii buz iizerinde tutulan E. coli TOP
10 hiicrelerine eklendi ve buz iizerinde 30 dk inkiibe edildi. Karisim, 6nce 42°C’de 1 dk
daha sonra buz iizerinde 2 dk bekletildikten sonra iizerine 250 pL. SOC Medium
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eklenmigtir. 37°C’de calkalayic1 iizerinde 1.5 saat inkiibe edilen transformasyon
karisimi LB (Lurie-Bertani) kat1 besiyerine ekilerek bir gece inkiibe edilmistir.
LB kat1 besiyerinde iireyen kolonilerden steril pipet uglar: ile alinarak yeniden LB kati
besiyerine ekilmis ve 37°C’de 1 gece daha inkiibasyona birakilmustir.
Koloni Screening PCR: LB kat1 besiyerinde iireyen kolonilerin rekombinant plasmidi
icerip icermedigini anlamak i¢in Koloni PCR yapilmistir. Koloni PCR i¢in 10 pl ITaq
master mix’i, 0,4 pl pJET1.2 Forward ve pJET1.2 Reverse primerleri ile bir karisim
hazirlanmigtir. Hazirlanan karisima kati besiyerinde iireyen kolonilerden steril pipet ucu
ile alinan Ornekler bulastirilarak toplam 20 pL’lik karisimlar  hazirlanmastir.
Thermalcyclerda protokol initial denaturation: 95 °C’de 3 dk; 25 siklus, denaturation:
94 °C’de 30 s, annealing: 60 °C’de 30 s, extension: 72 °C’de 1 dk; final extension: 72
°C’de 10 dk olacak sekilde programlanmustir. PCR sonucu elde edilen amplikonlar
9%1.5’Iuk agaroz jelde yiiriitiiliip goriintiilenmistir.
Plasmid DNA: Pozitif bulunan kolonilerden plasmid DNA’s1 elde etmek i¢in LB kat1
besiyerinden steril 6zeler ile alinan koloniler ampisilinli 5 ml’lik LB s1v1 besi yerlerine
ekimi yapilarak 37°C’de sallayic iizerinde bir gece inkiibe edilmistir. Ureme gozlenen
s1v1 besi yerlerinden alinan 6rnekler 2 mL’lik ependorflar igcerisine alinarak 6000g’de 15
dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi iistteki sivi kisim dokiiliip pelet daha sonra
kullanilmak iizere -20 °C’de muhafaza edilmistir.
Peletten plasmid izolasyonu i¢in Axygen plasmid piirifikasyon kit prosediirii takip
edilmistir. Axygen plasmid piirifikasyon ticari kitinin 6nerileri dogrultusunda plasmid
ekstraksiyon iglemi su sekilde yapilmistir:
1- -20 °C’de saklanan peletin oda sicakhiginda ¢oziinmesi saglandiktan sonra
tizerine 250 pl Buffer Sleklenmis ve vortekslenmistir.
2- Uzerine 250 pl Buffer S2 eklenmis ve el ile 6 kez hafifce calkalanmistir.
3- Daha sonra iizerine 350 pl Buffer S3 eklenmis ve yine el yardimi ile hafifce 8
kez calkalanmistir
4- Karisim daha sonra 12,000xg’de 10 dakika santrifiij edilmis
5- Santrifiij sonras1 supernatant alinip AxyPrep Plasmid Miniprep column igine
konulup 12,000xg’de 1 dk santrifiij yapilmistir
6- Alttaki toplama tiipline siiziilen sivi bosaltilmis ve iistteki Miniprep column

tekrar ayni toplama tiipii icerisine yerlestirilmistir.
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7- Yikama amaciyla her bir Miniprep column iizerine 500 pl Buffer W1 ilave
edilerek 12.000 xg’de 1 dakika santrifiij edilmistir

8- Santrifiigasyondan sonra alta siiziilen sivi uzaklastirilmis ve Miniprep column
ayn1 toplama tiipii icerisine yerlestirilmistir

9- Tiip tizerine 700 pl Buffer W2 eklenerek 12.000 xg’de 1 dakika santrifii]
edilmistir. Bu basamak 2 kez tekrar edilmistir.

10-Toplama tiipiine siiziilen siv1 tekrar uzaklastirilmistir. Miniprep column bu kez,
yeni 2 ml'lik DNA'se RNA'se free bir tiip icerisine yerlestirilmis ve membrana
baglanan Buffer W2’yi uzaklastirmak icin 12.000xg’de 1 dakika santrifiij
edilmistir

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

12-Santrifiij islemi sonrasi 1,5 ml'lik steril tiip icerisine siiziilen sivi plasmid

DNA's1, sekanslamaya gonderilinceye kadar -20 °C'de muhafaza edilmistir.

Restriksiyon ve PCR Analizleri: izole edilen rekombinant plasmidler, restriksiyon
enzimleri ile kesilerek ve/veya vektor spesifik primerler ile PCR analizleri yapilarak
klonlanan genin varhigi yoniinden arastirilmistir. Enzim kesimi i¢in Aval ve Xbal
(Thermo Scientific) enzimleri kullanilmigtir. Elde edilen plasmid DNA’sin1 restriksiyon

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

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

Karisim vortekslenmis ve 37 °C’de 5 dk su banyosunda inkiibe edildikten sonra

%1.5’lik agoroz jele yiiklenerek klonlanan genin varligi yoniinden incelenmistir.

Plasmid  DNA’larin  amplifikasyonu  amaciyla  pJET1.2  Forward  (5’-
CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3’, Thermo Scientific) ve pJET1.2 Reverse (5’-
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AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3’, Thermo Scientific) primerleri kullanilmig

ve PCR sonras1 amplikonlar % 1,5 ’luk agaroz jel iizerinde goriintiilenmistir.

3.2.7. Klonlanan Kanath ve Memeli Mt-cyb Genlerinin Tiir Tayini icin Sekans ve
Filogenetik Analizleri

Kanatl ve memeli mt-cyb gen bolgesi i¢in elde edilmis olan plasmid DNA’lar pJET1.2
forward ve reverse primerleri ¢ift yonlii olarak sekanslanmistir. Cift yonlii DNA dizisi
belirlenen plasmidlere ait kromotogramlar dikkatlice analiz edildikten sonra BioEdit
Sequence Alignment (87) ve Geneious 5.5.5 (88) yazilimlar1 ile forward ve reverse
dizilimlerin pairwise alignmentlar1 yapilarak, vektor DNA’s1 ile kiyaslanmig, insert
olmus hedef gen bolgesi belirlemis ve izolatlara ait final dizilimler elde edilmistir. Elde
edilen sekanslarin blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) analizleri ve Geneious
6.1.6 (88) genetik analiz yazilimiyla coklu hizalamalar1 yapilarak konak tiirleri
identifiye edilmistir. filogenileri arastirilmis ve molekiiler karakterizasyonlar1 ortaya

konmustur. Elde edilen niikleotid dizilerinin GenBank kayitlar1 yapilmistir.
3.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Verilerin istatistiksel analizleri SPSS 15.0 paket programi ile gerceklestirilmistir. Ergin
disi Cx. pipiens Orneklerinin kan beslenmesinde konak tercihlerinin istatistiksel

analizinde Fisher‘s Exact ve Pearson‘s Chi Square testleri kullanilmistir.



4. BULGULAR

4.1. identifiye Edilen Ergin Cx. pipiens Orneklerinin Tiir Seviyesinde Ayrim
Kriteri Olan Baz1 Morfolojik Yapilar ve Dagilimlari

Calismada identifikasyona tabii tutulan toplam 1284 ergin disi sivrisinekten 376’s1 Cx.
pipiens olarak teshis edilmistir. Identifiye edilen ergin Cx. pipiens disilerinin 6nemli

baz1 morfolojik 6zellikleri asagida gosterilmistir:

—

. Labyumda belirgin soluk renkli bir halka bulunmamustir (Sekil 4.1).

[\

. Pre spiracular ve post spiracular setae’lar mevcut degildir (Sekil 4.2).

W

. Prealar bolgede pul goriilmemistir (Sekil 4.2).

4. 1. cift bacaklarda, tibia’min tamamen koyu renkli pullarla kapli oldugu
goriilmiistiir (Sekil 4.3).

9

. 3. cift bacaklarda, tarsomer I’in uzunlugu hemen hemen tibianin uzunluguna esit

oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.4).

6. 3. cift bacaklarda, tibia’nin tamamen koyu renkli pullarla kapli oldugu
goriilmiistiir (Sekil 4.4).

J

. Kanatlarda, subcostal damarin apeksi ile R2-R3 catal kokii hizalarinin
incelenmesinde R2-R3 catal kokiiniin kanat kokiine daha yakin oldugu

belirlenmistir (Sekil 4.5).



\ 2000 um
Sekil 4.1. Cx. pipiens (disi); labiumda belirgin soluk renkli bir halka
bulunmamakta

Sekil 4.2. Cx. pipiens (disi), pre spiracular ve post spiracular bolgede setae
yok, prealar bolgede pul bulunmamakta

27
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Sekil 4.3. Cx. pipiens (disi); 1. cift bacaklarda, tibia tamamen koyu renkli pullarla kaplh

Sekil 4.4. Cx. pipiens (disi), 3. ¢ift bacaklarda, tarsomer I’in (b) uzunlugu hemen hemen tibianin (a)
uzunluguna esit, tibia tamamen koyu renkli pullarla kaph



200 um
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Sekil 4.5. Cx. pipiens (disi); subcostal damarin apeksi (—») ile R2-R3 catal kokii (—) hizalarinda,
R2-R3 catal kokii kanat kokiine daha yakin

Aragtirma kapsaminda incelenen 376 Cx. pipiens Orneginin toplanma yillar1 ve

bolgelere gore dagilimlar1 Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Arastirmaya dahil edilen Cx. pipiens orneklerinin arastirma sezonu ve ornekleme bolgesine
gore dagilimi

Cx. pipiens
Yil Nokta Koordinat Bagli oldugu merkez
Say1 %
NKT-1 | 38°34.002°N; 35°11.197°E incesu 12 3,19
NKT-3 | 38°13.891°N; 35°11.968°E Yesilhisar 10 2,66
NKT-7 | 38°53.156°N; 35°35.282°E Kizik 4 1,06

3 | NKT-8 | 38%53.859°N; 35"37.062°E Kizik 4 1,06

() "

& NKT-11 | 38°52.253’N; 35°39.587°E Gomeg 2 0,53
NKT-12 | 38°49.727°N; 35°34.002’E Akgatepe 7 1,86
NKT-14 | 38°51.924°N; 35°15.944’E Yemliha 9 2,39
NKT-16 | 38°44.252°N; 35°17.507°E Saraycik 15 3,99
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NKT-17 | 38°40.521°N; 35°18.246’E Dokuzpimar 26 6,91
NKT-18 | 38°22.079'N; 35°20.305'E Develi 12 3,19
NKT-19 | 38°20.938'N; 35°22.124’E Sindelhdyiik 9 2,39

NKT-1 | 38°52.459'N;35°45.166'E Biinyan 5 1,33
NKT-5 | 38°49.700'N;35°33.248'E Akgatepe 32 8,51
NKT-6 | 38°53.023'N;35°35.157'E Kizik 38 10,11
NKT-7 | 38°51.543'N;35°31.925'E Akin 4 1,06
NKT-8 | 38°53.559'N;35°37.490'E Giinesli 35 9,31

S NKT-14 | 38°49.235'N;35°37.394'E Yesilyurt 52 13,83
g NKT-15 | 38°46.361'N;35°33.648'E Cirgalan 25 6,65
NKT-16 | 38°52.902'N;35°35.091'E Kizik 42 11,17
NKT-18 | 38°41.308'N;35°19.946'E Dokuzpiar 8 2,13
NKT-22 | 38°23.639'N;35°55.092E Tomarza 5 1,33
NKT-27 | 38°15.533'N;35°37.317E Develi 20 5,32
TOPLAM 376 100,00
4.2. Mitokondrial Cytochrome Oxidase Subunit 1 (mt-COI) Geninin

Amplifikasyonu ve Sekans Analizi

Tiir teshisleri yapilan Cx. pipiens 6rneklerinden secilen bazi izolatlarin mt-COI geninin

parsiyel amplifikasyonu sonucunda jel iizerinde 709 bp biiyiikliigiinde amplifikasyon

gosterdikleri tespit edilmistir. Baz1 pozitif izolatlarda parsiyel mt-COI gen bolgesinin

PCR ile amplifikasyonu sonucu elde edilen amplikonlarin %1,5'lik jel agarozdaki

goriintiileri Sekil 4.6'da verilmistir.

Sekil 4.6. Cx. pipiens izolatlarinin parsiyel mt-COI gen bolgesini amplifiye eden primerler ile PCR
sonucu elde edilen amplikonlarin jel elektroforezde goriintimii. M: Marker (100bp); 1-7: Pozitif izolatlar;
8: Pozitif Kontrol; 9: No DNA
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Mt-COI genini parsiyel olarak amplifiye eden primerler ile PCR sonucu pozitif
belirlenen ve uygun konsantrasyonda olan iki izolat jel piirifiye (Sekil 4.7) edildikten

sonra PCR primerleri ile sekans analizlerine tabii tutulmustur.

Sekil 4.7. Sekans analizine tabii tutulan Cx. pipiens izolatlarinin parsiyel mt-COI gen bolgesinine gore jel
piirifikasyon sonrasi agaroz jel tizerinde goriiniimleri M: Marker (100bp); 1,2: 1. izolat;3,4: II. izolat

Mt-COI gen bolgesi yoniinden sekanslar1 belirlenen Cx. pipiens izolatlarinin, izolasyon
kaynagi ile GenBank aksesyon numaralar1 Tablo 4.2'de, niikleotid kompozisyonlar1 ise

Sekil 4.8-4.9'de verilmistir.

Tablo 4.2. Kayseri yoresinden toplanmus Cx. pipiens izolatlarinin incelenen gen bolgesi, izolasyon
kaynagi ile molekiiler karakterize edilen tiirler ve GenBank aksesyon numaralar1

izolat Tiir Gen bolgesi | izolasyon kaynag | GenBank Aksesyon
Numarasi
TrERUCxpip01 Cx. pipiens Mt-COI Ergin Disi KJ188203
TrERUCXpip02 Cx. pipiens Mt-COI Ergin Disi KJ188204
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Sekil 4.8. TrERUCxpip01 izolatinin parsiyel mt-COI gen bolgesi niikleotit ve aminoasit dizilimleri

(KJ188203)
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Sekil 4.9. TrERUCxpip02 izolatinin parsiyel mt-COI gen bolgesi niikleotit ve aminoasit dizilimleri
(KJ188204)

4.3. Cx. pipiens izolatlarmm Mt-COI Geninin Molekiiler Karakterizasyonu ve
Filogenetik Analizi
Kayseri yoresinden toplanan Cx. pipiens izolatlartyla mt-COI gen bolgesi yoniinden

blastn kiyaslamasi yapilan GenBank veri tabanmda kayitli Diinya'daki diger bazi Cx.
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pipiens izolatlarin aksesyon numaralar1 ve izolatlara ait bilgiler Tablo 4.3'de

gosterilmistir.

Tablo 4.3. Arastirma yoresinde belirlenen Cx. pipiens izolatlar1 ile Diinyadan mt-COI gen bolgesine gore
filogenetik kiyaslamasi yapilan diger Cx. pipiens izolatlarinin aksesyon numaralari ve izolatlara ait
bilgiler

izolat Orijin izolasyon kaynag1 | Aksesyon Numarasi
Iksha4 Rusya Ergin FN395182
- Rusya Ergin AMA403476
- Isveg Ergin JX040514
No2 Danimarka Ergin KJ401308
No3 Danimarka Ergin KJ401309
SAW 564 Almanya Ergin HF562712
SAW 526 Almanya Ergin HF562641
ALL 320 Almanya Ergin HF562788
05_Elmley_2010 Ingiltere Ergin IN592749
12_Cliffe_2010 in giltere Ergin JN592736
10773 Ingiltere Ergin JQ253844
JL_21 Hindistan Ergin KC970296
1002YON2011 Japonya Ergin AB738278
TH148-8 Tayland Ergin HQ398883
M026 Arjantin Ergin KF919189
mosq281-11ab Kanada Ergin GU908076
mosqPP2 Kanada Ergin GU908078
mosqPP9 Kanada Ergin GU908084
mosq174-12 Kanada Ergin GU908074
TUCY ABD Ergin JX297287
P2AB ABD Ergin GU474010
P7FA ABD Ergin GU474003
SAR2 Meksika Ergin JX297290
- Tiirkiye Ergin HQ724616
TrERUCxpip01 | Tiirkiye-Kayseri Ergin disi KJ858517
TrERUCxpip02 | Tiirkiye-Kayseri Ergin disi KJ858518

Kayseri yoresinde koyunlarda belirlenen ve niikleotid dizisi ortaya konan Cx. pipiens
izolatlar1 ile Diinyanm c¢esitli iilkelerinden coklu hizalamaya dahil edilen diger
izolatlarin mt-COI gen bdlgesi yoniinden niikleotid kompozisyonlar: Tablo 4.4'de, ikili

hizalamalar1 sonucu genetik identiklik oranlari ise Tablo 4.5’da verilmistir.
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Tablo 4.4. Mt-COI gen bolgesi yoniinden c¢oklu hizalamalar1 yapilan Cx. pipiens izolatlarinin niikleotid
kompozisyonlari

Toplam
izolat Aksesyon No T(%) | C(%) | A(%) | G (%) | A+T (%) | G+C (%) niikll)eotid
sayisl
FN395182 39,6 14,8 30,7 14,9 70,4 29,6 1542,0
AM403476 39,3 15,1 29,2 16,4 68,5 31,5 603,0
JX040514 39,7 14,7 30,8 14,8 70,5 29,5 1442,0
KJ401308 39,9 14,8 28,9 16,4 68,7 31,3 675,0
KJ401309 40,0 14,5 29,2 16,3 69,2 30,8 668,0
HF562712 39,7 14,8 29.4 16,1 69,1 30,9 657,0
HF562641 39,7 14,7 29,5 16,1 69,1 30,9 658,0
HF562788 39,6 14,9 29,5 16,0 69,1 30,9 651,0
IN592749 39,5 14,9 30,2 15,3 69,8 30,2 658,0
IN592736 39,8 14,7 29,3 16,1 69,1 30,9 658,0
JQ253844 39,9 14,8 29,2 16,1 69,1 30,9 609,0
KC970296 39,7 14,9 29,3 16,1 69,0 31,0 658,0
AB738278 39,8 14,7 29,5 16,0 69,3 30,7 658,0
HQ398883 39,8 14,9 28,6 16,7 68,4 31,6 658,0
KF919189 39,6 14,8 29,2 16,4 68,8 31,2 654,0
GU908076 39,0 15,2 29,3 16,5 68,3 31,7 638,0
GU908078 39.4 15,0 29,3 16,3 68,7 31,3 632,0
GU908084 39,2 15,0 29,6 16,1 68,8 31,2 632,0
GU908074 39.4 15,0 29,4 16,2 68,8 31,2 635,0
JX297287 39,9 14,9 29,1 16,0 69,1 30,9 611,0
GU474010 38,9 15,5 29,2 16,4 68,1 31,9 586,0
GU474003 39,0 15,5 29,2 16,3 68,2 31,8 582,0
J1X297290 39,8 14,9 29,2 16,1 69,0 31,0 610,0
HQ724616 39,6 14,8 30,8 14,8 70,4 29,6 1537,0
KJ858517 39,0 14,9 28,9 17,2 67,9 32,1 616,0
KJ858518 39,7 15,1 29,2 16,0 68,9 31,1 589,0
Ortalama 39,6 14,9 29,6 15,9 69,2 30,8 735,3




ABT382T8
A48
FN395182
GU474003
G010
GUa08074
QUB0R0TE
GUA0R078
GUa0B084
HF62641
HF362712
HFh627a8
HQ 398383
HQ724616
IN82736
ING92743
10253844
040514
Na77
740
KC3s4820
k(97029
KFa19189
k1401308
k1401309
TiERUCkpin0L
TrERUCxpind2

36

AB7R278 AMADI4TG FN39G1B2 GUATAO0G GUATAIID GUS0B074 GUSOB0T6 GUBOBO7S GLADBOG4 HF3G2641 HFBG271Z HFSO27F88 HOJ96083 HO724616 INS9I730 NGO/ 10253044 TXO40514 TX297287 IX297290 KC354820 KCSA02% KF919189 0401308 KJ401308 TPERUC,

o THERLC..,

100%

58.8%

9.5%

58.%

.5%

9.6%

58.2%

56.9%

7%

50.8%

9.3%

58.3%

98.7%

50.8%

87.7%

9.8%

100%

5.8%

9.8%

#.0%

9.4%

7%

88.6%

59.68%

50.8%

100%

100%

100%

100%

99.9%

100%

89, 7%

88,5%

99.2%

99.6%

89,5%

99,6%

98,5%

98.8%

100%

97.8%

100%

100%

100%

100%

B4.1%

89,5%

89,8%

98.8%

100%

100%

100%

99.8%

100%

99.5%

58.9%

99,6%

9. 7%

99.2%

98.5%

99.6%

99.5%

99.5%

98,5%

99.5%

100%

97.%%

100%

99,%%

100%

100%

86.2%

99.5%

99,8%

98.7%

100%

100%

100%

99.5%

100%

98,5%

59.9%

99,6%

9.4%

98.%%

98.6%

99.3%

59.4%

9.1%

98.1%

98.3%

59.5%

97.4%

99.5%

100%

98.5%

99.5%

83.7%

99.0%

9. 3%

98.3%

99.5%

59.5%

100%

50.9%

90.%%

58.%%

98.5%

0.5%

9.3%

56.8%

88.5%

88.7%

88.8%

8.5%

87.5%

86.7%

58.%

%6.8%

5 3%

59 %%

58.9%

98.5%

£3.2%

86.4%

8.7%

87.7%

5.5%

9.2%

59.9%

89.,6%

100%

88.6%

99,6%

99.5%

89, 4%

98, 2%

98.5%

98.5%

89,6%

99, 2%

9.1%

98,5%

99.6%

97.6%

89,6%

100%

98.6%

99,6%

84.0%

99, 2%

89,5%

95.4%

89.6%

99,6%

100%

99.6%

9, 7%

98.7%

99.4%

99,3%

99.4%

98.5%

98.6%

99.6%

99.6%

99, 3%

98, 2%

90.6%

99.7%

97.5%

99.7%

99,8%

98.7%

99.7%

B4.1%

99,3%

99,6%

98,5%

99.7%

99.7%

99.7%

99.2%

9.5%

98.2%

98.5%

58.8%

99.2%

9. %%

98.5%

99.0%

89.1%

9.7%

97.6%

98.0%

99.2%

97.1%

9.1%

100%

9.1%

99.1%

83.5%

98.7°%

99,0%

97.%%

99.2%

99.1%

99.5%

86.3%

9.2%

56.%%

88.6%

58.5%

58.9%

5 6%

5.5%

88.7%

88.8%

8 5%

87.6%

8.7%

58.5%

87.5%

5 8%

5.3%

56.6%

98.8%

£3.8%

80.4%

5. 7%

87.%%

86.5%

58.8%

B.2%

99, 7%

89,8%

98.8%

99, 3%

98.7%

99,5%

88,6%

88,0%

98.7%

89,6%

89, 3%

98, 3%

98, 7%

99.6%

97.7%

99,8%

89,8%

98.8%

99.6%

84.3%

89.4%

89, 7%

98.6%

99.5%

99.8%

99,6%

99.8%

99.%%

9.5%

99.4%

98.6%

99,6%

99,6%

9.1%

98.5%

99.6%

99.4%

98.4%

90.5%

99.9%

97.8%

99.5%

99,%%

9.5%

99.9%

B4.1%

99,5%

99,8%

98.7%

99.5%

99.9%

99.5%

99.3%

99,6%

98,5%

9.1%

58.5%

99.2%

9. 3%

98.7%

98.5%

99.3%

59.4%

9.1%

98.3%

59.5%

97.8%

99.5%

9,5%

98.5%

99.5%

84.2%

99.1%

9. 3%

98.3%

99.5%

99.6%

99,6%

80.3%

56.5%

88.5%

85.1%

87.5%

88.1%

5.2%

87.6%

97.6%

58.3%

88.4%

5.1%

88.3%

88.5%

57.0%

8 3%

56 4%

88.5%

98.5%

£3.5%

80,3%

58.6%

57 %%

88.5%

88.5%

88.5%

89, 7%

89,8%

88,8%

99,3%

98.7%

99,5%

89,6%

88,0%

98.7%

90.7%

89,6%

99,3%

98, 3%

99.8%

97.7%

89,8%

99,5%

98.8%

99.8%

86.2%

89.4%

89, 7%

98.5%

99,5%

99.6%

89,6%

99.8%

100%

100%

99,5%

58.9%

99,6%

9.7%

98.2%

98.5%

99.8%

99.5%

99,5%

98.5%

90.5%

97.%%

100%

100%

100%

100%

B4.2%

99,5%

99,5%

98.5%

100%

100%

100%

97.7%

97.8%

87.%%

97.4%

96.8%

97.6%

97.5%

97.1%

97.%%

97.7%

87.8%

97.8%

87.0%

97.7%

97.9%

97.5%

97.%%

97.%%

97.%%

B4.5%

97.7%

97.7%

97.0%

97.%%

97.7%

98.0%

59.8%

100%

100%

90.5%

58.0%

50.8%

0. 7%

88.1%

96.6%

50.8%

50.9%

0 .5%

56 .5%

90.8%

100%

87.5%

100%

100%

100%

2%

59.5%

0 .8%

56.%%

100%

100%

100%

100%

100%

98,5%

100%

99.9%

100%

89,8%

100%

99,3%

99.6%

99,5%

89,5%

98.4%

98,5%

100%

97.9%

100%

100%

100%

86.1%

89,5%

89,8%

98.6%

100%

100%

100%

99.8%

100%

100%

99.5%

55.9%

99,6%

9. 7%

9.1%

98.5%

99.6%

99.5%

99,5%

98,5%

99.8%

100%

97.%%

100%

100%

100%

B4.1%

99,5%

99,8%

98.5%

100%

100%

100%

99.8%

100%

100%

99.5%

58.9%

99,6%

0. 7%

9.1%

98.8%

99.8%

99.5%

99.5%

98.5%

98.5%

100%

97.%%

100%

100%

100%

B4.1%

99.5%

99,8%

98.%%

100%

100%

100%

B4.0%

B4.1%

B6.2%

83.7%

£3.2%

B.0%

B4.1%

83.5%

B3.6%

£4.3%

f4.1%

B4.2%

83.%%

B6.2%

B4.2%

i4.5%

B4.2%

86.1%

B4.1%

§4.1%

B4.5%

B4.4%

B3.7%

B44%

i4.3%

B.2%

89.4%

89,5%

88,5%

99.0%

98.4%

89, 2%

89, 3%

98.7%

95.4%

99.4%

89,5%

99,1%

98, 3%

90.4%

99.5%

97.7%

89,5%

89,5%

98,5%

99.5%

B4.5%

89, 7%

98.3%

99,5%

99.5%

89,5%

99.7%

99.5%

9.5%

99,3%

98.7%

99,5%

99,6%

98,0%

98.7%

99.7%

99.6%

99, 3%

98.6%

9. 7%

99.8%

97.7%

99.8%

99,5%

9.5%

99.8%

B4.4%

99.7%

98.6%

99.5%

99.8%

99.6%

98.6%

9.8%

98.7%

98.3%

91.7%

98.4%

9.5%

87.%%

97.%%

58.6%

88.7%

9.3%

87 %%

98.5%

58.8%

97.0%

98.5%

98,6%

98.5%

98.9%

83.7%

9.3%

9,6%

98.8%

58.9%

98.8%

59.8%

100%

100%

99.5%

58.5%

0.8%

0.7%

58.2%

98.9%

50.8%

50.9%

9.5%

86 .5%

580.9%

100%

§7.5%

100%

100%

100%

100%

B4.4%

59.5%

0 .8%

56.8%

100%

100%

99,8%

100%

100%

89,5%

99.2%

89,6%

89, 7%

88,1%

98.8%

99.6%

99,5%

89,6%

98,5%

98.8%

100%

97.7%

100%

100%

100%

100%

84.3%

99,5%

89, 8%

98.5%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

99.9%

100%

9.7%

98.5%

9.2%

99.8%

99.5%

99,6%

98.5%

9.5%

100%

968.0%

100%

100%

100%

100%

B4.2%

99.5%

99.8%

98.8%

100%

100%

Tablo 4.5. Kayseri yoresi Cx. pipiens izolatlar1 ve Diinyadan analizleri yapilan diger bazi Cx. pipiens izolatlarin mt-COI gen dizilimlerinin ikili hizalama analizleri sonucu

identiklik oranlar1
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Kayseri yoresinden elde edilen Cx. pipiens izolatlar1 ile Diinya'da GenBank’a kayitl
benzer diger bazi izolatlarin, parsiyel mt-COI gen bolgelerinin ¢oklu hizalamalar1 ve

niikleotid kiyaslamalar1 Sekil 4.10’da gosterilmistir.

1. g : 7 g g ; T "

Ce | ABT3827H AACATTATATTITATITTICGOMCT TGAGCTGGAATAGTTGGARL
U 2 ANAD34TE TTGAGCTGGAATAGTTGGRAC
Ce 3 FN3951 2 TCGCGACAATGACTAT TCTCTACARATCAT AAAGATATTGGAACAT TATAT ITTAT T TT IGGGGCT TGAGCTGEAATAGTTGGAAL
B 4 GU4T4003 THGEEC TTCAGCTEGAATAGTTGRAAL
Ce 5 GUATA010 ABGHT TRGEEC T TGAGCTGGAATAGTTGGARL
Ce § GLI0A0TY CERIT TGAGCTGEAATAGTTGRAAL
Ce 7.GUI0R0TE GEGECTTGANCTGGAATAGTTGEAAL
B B GUI0ROTE G CRTWAT TG CAGGHATAG TTGEAAL
Ce 9 GUI0R0R GERIWAT TCMGCTEGAATARTTGRAAL
Ce 10, HF 562641 AACATTATATTTTATTTT IGGGGCTTGAGCTGGAATAGTTGGRAC
Ce 11 HF562712 AACATTATATTTTATTTT IGGGGCT TGAGCTGGAATAGTTGGAAL
B 12, HF562788 AACATTATANTTTAT T TGGGGECT TEAGCTGGAATAGTTGRAAL
Ce 13. HO398883 AACATTATATTTTATTTIIGGGECTTGAGCTGGAATARTTGREAL
e 14 HOTMETE TCGCGACAATGACTATTCTCTACAAATCATAARGATATTGGAACATTATATITTATTITIGGRGCT TGAGCTGGAATAGTIGGAAC
Ce 15.JNAG2736 AACATTATATTTTATTTT IGGGGCT TGAGCTGGAATAGTTGGAAL
Ce 16.JNAG2749 AACATTATATTTTATTI I TGCRGC T TGAGCTGGAATANTT GRAAL
b 17.J0263844 AACATTATATTTTAT T T TCGEGCTTCAGCTEEAATAGT T GLARD
e 18, JX040514 ATAGTTGGRAC
Ce 10, JX207287 ARCATTATATITTATTTT TGGEGCTTGAGCTGGAATAGTTGGAAC
B 20.JX207290 AACATTATATTTTATITT IGGGGCTIGAGCTGGAATAGTTGGAAL
Ce 21.KC354820 TGADTATTMTCTACAAATCAT AAGGAT AT T GEAACRETMTIAT TTTAT TTTRGEGEGCT IGAGCTGGAATAGTGGEMAT
Ce 22 KC970206 AACATTATATTTTATTTT IGGGGCTTGAGCTGEAATAGTTGGRAC
Ce 23, KF919189 ACATTATATTTTATTITIGGGGCT TGAGCTGGAATAGTTGGAAL
B 24 KJ401308 AGATATTGEAACATTATATTITATITIIGGGEGCT TGAGCTEGAATARTT GREAL
Ce 25, KJ401309 ATTGGAACATTATATTTTAT TTTIGEGGCTIGAGCTGGAATAGTTGGAAL
e 26. TIERUCipip01 TTTGGEECT TGAGCTGGAATAGTTGGAAC
Ce 27 TIERUCxpipC2 TTGAGCTGGAATAGTTGGAAC

i 100 110 120 130 4 15:D WﬁII] WIB

lot AB732TE  TTCTTTAAGTTTACTAATTCGAGCAGAATTAAGTCAACCAGGIGTATTITATTGGAARTGATCAAATTTATAATGTITATTGTAACTG
Be2AMA03TE  TTCTTTAAGTTTACTAATTCGAGCAGAATTAAGTCAACCAGGTGTATITATTGGAAATGAT CARATTTATAATGTTATTGTAACTG
DedFNJ9O1B2  TTCTTTAAGTTTACTAATTCGAGCAGAATTAAGTCAACCAGGTGTATTTATIGGAAATGATCARATTTATRAATGTTATTGTAACTG
e 4. GUATAOND  TTCTTTAAGTTTACTAATTCGAGCAGAATTAAGTCAACCAGGTGTATTTATTGCAARTGATCAAATTTATAATGTTATTGTAACTG
D GUATANMD TTCTTTAAGTTTACTAATTCGAGCAGAATTAAGTCAACCAGGTGTATTTATTGCAAATGAT CAAATTTATAATGTTATTGTAACTG
le6.6US0S074  TTCTTTAAGTTTACTAATTCGAGCAGAATTAAGTCAACCAGGTGTATTITATTGGAARTGATCAAATTTATAATGTITATTGTAACTG
w7 GUI0A07TE  TTCTTTAAGTTTACTAATTCGAGCAGAATTAAGTCAACCAGGTGTATTTATTGGAARTGATCAAATTTATAATGTITATTGTAACTG
e GUS0BOTE  TTCTTTAAGTTTACTAATTCGAGCAGAATTAAGTCAACCAGGTGTATTTATTGCAARTGATCAAATTTATAATGTTATTGTAACTG
Do 0.GUIOBORB  TTCTTTAAGTTTACTAATTCGAGCAGAAT TAAGTCAACCGETGTATTIATIGEAARTGAT CARATTTATAATGTTATTGTAACTE
Lot HFS62641  TTCTTTAAGTTTACTAATTCGAGCAGAATTAAGTCAACCAGGTGTATTITATTGCAARTGATCARATTTATAATGTITATTGTAACTG
Dt HFE6IM2  TTICTTTAAGTTTACTAATTCGAGCAGAATTAAGTCAACCAGGTCTATTTATTGEAARTGATCAAATTTATAATGTITATTGTAACTG
Le {JHFE62788  TTCTTTAAGTTTACTHATTCGAGCAGAATTAAGTCARCCAGGTGTATTTAT IGEAAATGAT CARAT TTATAATGTTATTGTAACTS
w13HQM0083 TTCTTTAAGTTTACTAATTCGAGCAGAATTAAGTCAACCAGGIGTATTTATTGCAAATGAT CAAATTTATGATGTTATTGTAACTG
etd HOTME1GE  TTCTTTAAGTTTACTAATTCGAGCAGAATTAAGTCAACCAGGTGTATTITATTGCAARTGATCAAATTTATAATGTITATTGTAACTG
Det6.NG92T36  TTCTTTAAGTTTACTAATTCGAGCAGAATTAAGTCAACCAGGTGTATTTATTGCAARTGATCAAATTTATAATGTITATTGTAACTG
Ce {6.JNBG2T40  TTCTTTAAGTTTACTHATTCGAGCAGAATTAAGTCARCCRGETGTATTTATIGEARATGATCARAT TTATAATGTTATTGTAACTS
Lo i7.00263844  TTCTTTAAGTTTACTAATTCGAGCAGAAT TAAGTCARCCAGGTIGTATTTATIGCARATGAT CARATTTATAATGTTATTGTAACTG
Bef.M0d05td  TTCTTTAAGTTTACTAATTCGAGCAGAATTAAGTCAACCAGGTGTATITATTGGAAATGAT CAAATTTATAATGTTATTGTAACTG
B 190007287  TTCTTTAAGTTTACTAATTCGAGCAGAATTAAGTCAACCAGGTGTATTTATIGGAAATGATCARATTTATRAATGTTATTGTAACTG
e 20.X207280  TTCTTTAAGTTTACTAATTCGAGCAGAATTAAGTCAACCAGGTGTATTTATTGCAARTGATCAAATTTATAATGTTATTGTAACTG
Le 2.KCI54R0  ETCTHTMACEETECTAATTCGAGCAGAGT TAGGEC ARCCAGGHCERT THAT 1GCABATGATCARAT TTATAATGTBATTGTAACHG
e 22.KCO7026  TTCTTTAAGTTTACTAATTCGAGCAGAATTAAGTCAACCAGGTGTATTITATTGGAARTGATCAAATTTATAATGTITATTGTAACTG
D23 KF19189  TTCTTTAAGTTTACTAATTCGAGCAGAATTAAGTCAACCAGGTGTATTTATTGCAARTGATCAAATTTATAATGTTATTGTAACTG
Do 24 KH0M308  TTCTTTAAGTTTACTAATTCGAGCAGAATTAAGTCAACCAGGTGTATTTATTGCAARTGATCAAATTTATAATGTTATTGTAACTG
Do 25.K0401308  TTCTTTAAGTTTACTAATTCGAGCAGAAT TAAGTCAACCAGGTGTATTITATTGGAARTGATCAAATTTATAATGTITATTGTAACTG
Ce 6. TIERUCki0! TTCTTTAAGTT TACTAATTCGAGCAGAAT TAAGTCAACCAGGTGTATITATTIGGAAATGAT CARATTTATAATGTTATTGTAACTG
Dw 27.TERUCkn02 TTCTTTAAGTTTACTAATT CGAGCAGAAT TAAGTCAACCAGGTGTATTTATTGEAARTGAT CAAATTTATAATGTITATTGTAACTG
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MBI CTCATGCTTTTATTATAATTITITTTATAGTAATACCAATCATAATTIGGAGGATTTGCAAATTGATTAGTTCCTTTAATGTTAGGA
el AMiONMTS  CTCATGCTTTTATTATRATTTTITTTITATAGTAATACCAATCATARTTIGGAGGAT TTGGARATTGATTAGTICCTTTAATGT TAGGA
Ce 3FNIGE1]  CTCATGCTTTTATTATRATTTITTTTATAGTAATACCRATCATARTTGGAGGATTTGGARATTGATTAGTTICCTITAATGTTAGGA
Ce J GUITADT  CTCATGCTTTTATTATAATTTTTTTTATAGTAATACCAATCATAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCCTTITAATGT TAGGA
Ce5.GUATIND CTCATGCTTTTATTATAATTTTITTTTATAGTAATACCAATCATARTTGGAGGAT TTGGARATTGATTAGTTCCTTITAATGTTAGGA
Ce.GUSIR07E  CTCATGCTTTTATTATAATTITITTTATAGTAATACCAATCATAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCCTTTAATGT TAGGA
Ce7.GUIROTG  CTCATGCTTTTATTATRATTITITTTTATAGTAATACCRATCATARTTGGAGGATTTGGARATTGATTAGTTICCTITAATGTTAGGA
Ce0.0LS0B0T8  CTCATGCTTTTATTATAATTTITTTTATAGTAATACCAATCATAATTGGAGGATTITGCAAATTGATTAGTITCCTTTAATGTTAGGA
LeO.GUIORORY  CTCATGCTTTTATTATAATTTITTTTATAGTAATACCAATCATARTTGGAGGATTTGCARATTGATTAGTTCCTTITAATGT TAGGA
Ce 0. HFAE264t  CTCATGCTTTTATTATRATTTTITTTITATAGTAATACCAATCATARTTGGAGGATTTGCARATTGATTAGTTICCTTTAATGT TAGGA
Ce 1 HESE2T2  CTCATGCTTTTATTATAATTTTITTTATAGTAATACCAATCATAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTITCCTTTAATGTTAGGA
Ce1lHFS6218  CTCATGCTTTTATTATAATTITITTTTATAGTAATACCAATCATARTTGGAGGATTTGGARATTGATTAGTTICCTTITAATGT TAGGA
Le13HOMG8BI  CTCATGCTTTTATTATHATTTITTTTTATAGTAATACCAATHATAATIGGAGCAT THGCAAATTGATTAGTTCCTTTAATGT TAGGA
el HOTHURIG  CTCATGCTTTTATTATAATTTTTTTTATAGTAATACCAATCATART TGGAGGAT TTGGARATTGATTAGTTICCTITAATGT TAGGA
e 15NG36  CTCATGCTTTTATTATAATTTIITTTATAGTAATACCAATCATAATTGGAGGATITGGAAATTGATTAGTTCCTTTAATGTTAGGA
CeffJNSOI49  CTCATGCTTITATTATAATTTTTTTTATAGTAATACCAATMATARTIGGARGATTTIGEAARTTGATTAGTTCCTTTAATRTTAGGA
Ceq7.002304  CTCATGCTTTTATTATAATTTITTTTATAGTAATACCRATCATARTTGGAGGATTTGCARATTGATTAGTTCCTTITAATGT TAGGA
Ce 18084 CTCATGCTTTTATTATAATTT T TTATAGTAATACCAATCATAATTGGAGGAT TTGGAARTTGATTAGTTCCTTTAATGT TAGGA
Ce 1004207287 CTCATGCTTTTATTATRATTITITTTTATAGTAATACCAATCATARTTIGGAGGATTTGGARATTIGATTAGTTICCTITAATGTTAGGA
Ce 0O CTCATGCTTTTATTATAATTTTITTTATAGTAATACCAATCATAATTGGAGGATITGGAAATTGATTAGTITCCTTITAATGT TAGGA
Ge | KCHG20  CHCATGUTTTTATTATAATTTIHT ITATGGTRATGCCAATIATAATTGEAGGATTTGEARATTGATTACTHCCHITAATRT TAGGE
B D2KCOTONE  CTCATGCTITTATTATAATTTTTTITATAGTARTACCAATCATAATTGGAGGAT ITGEARATTGATTAGTTCCTITAATATTAGGA
Ce 23 KF919189  CTCATGCTTTTATTATRATTITITTTTATAGTAATACCAATCATARTIGGAGGATTITGCARATTGATTAGTTICCTITAATGTTAGGA
D 20 KDI30R  CTCAMGCTITTATTATAATTTTTTTITATAGTAATACCARTCATAATTGGAGGAT ITGEAAATTGARTAGTTCCTITAATGTTAGGA
e 25 KANY  CTCATGCTTTTATTATAATTITTTTTATAGTAATACCAATCATAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCCTTTAATGTTAGGA
Ce 26. TERUCHiRD! CTCATGCTTTTATTATAATTTITTTTATAGTAATACCAATCATART TGGAGGAT TTGGARATTGATTAGTICCTITAATGT TAGGA
Ce 27 TIERUGkIn02 CTCATGCTTTTATTATAATTT T T TATAGTARTACCAATCATAATTGGAGGATITGCAAATTGATTAGTTCCTTTAATGTTAGGA
Eqﬂ EE:D Zﬁﬂ E%D GFID 3!0 3;I] 33|I] 3@
e BT GCTCCAGATATGGCCTITCCTCGAATARATAATATAAGTTITIIGRATACTACCTCCITCATIGACACTACTACTTTCAAGTAGTTT
e lAMINTE  GCTCCAGATATGGCCTTTCCTCGAATAAATAATATAAGT T ITGAATACTACCTCCTTCAT TGACACTACTACTTICAAGTAGTTT
Le1FNI9S12  GCTCCAGATATGGCCTTITCCTCGAATAAATAATATAAGTTTTIGAATACTACCTCCTITCATIGACACTACTACTTITCAAGTAGTTT
e dGUATIONT  GCTCCAGATATGGCCTITCCTCGAATAAATAATATAAGTTTTTGAATACTACCTCCTITCATIGACACTACTACTITCAAGTAGTTT
Ce5GUATIND GCTCCAGATATGGCCTITCCTCGAATAAATAATATAAGTTIT ITGRATACTACCTCCITCATIGACACTACTACTTITCAAGTAGTTT
Cef.GUIR0T  GCTCCAGATATGGCCTTITCCTCGAATAAATAATATAAGTTTTTGAATACTACCTCCTITCATTGACACTACTACTTTCAAGTAGTTT
Ce7.6USB0TE  GCTCCAGATATGGCCTTTCCTCCARTAAATAATATAAGT T TTIGAATACTACCTCCTICAT TGACACTACTACTTTICAAGTAGTTT
Ce8.0UIRTE  GCTCCAGATATGGCCTITCCTCGAATAAATAATATAAGTTITTTGAATACTACCTCCITCATTIGACACTACTACTITCAAGTAGTTT
Le0.GLS08084  GCTCCAGATATGGCCTTTICCTCGARTARATAATATAAGTTTITGAATACTACCTCCTITCATIGACACTACTACTTICAAGTAGTTT
Ce 10 HFA62EH  GCTCCAGATATGGCCTITCCTCGAATARATAATATAAGTTT TTGAATACTACCTCCTTCAT TGACACTACTACTTTCAAGTAGTTT
G 10 HSE211?  GCTICCAGATATGGCCTTTCCTCGAATAAATAATATAAGTTTITGAATACTACCTCCTTCAT IGACACTACTACTTICAAGTAGTTT
12 HESE2780  GCTCCAGATATGGCCTITCCTCCAATAAATAATATAAGT ITITGAATACTACCTCCTTCAT IGACACTACTACTTICAAGTAGTTT
Ce13.HO3B08  GCTCCAGATATGGCCTITCCTCGAATAAATAATATAAGTTTITGRATACTACCTCCITCATTIGACACTACTACTTTCAAGTAGTTT
G 1L HOTMENE  GCTCCAGATATRGCCTTTCCTCGARTAARTAATATARGTTTTTGAATACTACCTCCTTCATTRACACTACTACTITCAAGTARTIT
Ce15.0NG92736  GCTCCAGATATGGCCTITCCTCGAATAAATAATATAAGTTTTTGAATACTACCTCCTITCAT TGACACTACTACTTTCAAGTAGTTT
e 16NGMY  GCTCCAGATATGGCCTITCCTCGAATAAATAATATAAGTITITGAATACTACCTCCTTCAT IGACACTACTACTTICAAGTAGTTT
Ce 7000304 GCTCCAGATATGGCCTITCCTCGAATAAATAATATAAGTTT ITGRATACTACCTCCITCAT IGACACTACTACTTITCAAGTAGTTT
Ce 1B JX00514  GCTCCAGATATGGCCTITCCTCGAATAAATAATATAAGTTTTTGAATACTACCTCCTTCAT TGACACTACTACTTTCAAGTAGTTT
9T GCTCCAGATATGGCCTTTCCTCGAATAAATAATATAAGT T ITGAATACTACCTCCTTCAT IGACACTACTACTIICAAGTAGTTT
Ce20JA9T0  GCTCCAGATATGGCCTITCCTCGAATAAATAATATAAGTITTTGAATACTACCTCCITCATIGACACTACTACTTITCAAGTAGTTT
Do 2 kG340 GCHCCHGATATMGCHATTTCCTCGAATARATAATATARGT TTHIGAATANTACCHC CTCHT THACHC THMTGHT 17 CHAGHACTHT
Ce22KC370296  GCTCCAGATATGGCCTTITCCTCGAATAAATAATATAAGTTTTTGAATACTACCTCCTTCATTGACACTACTACTTTCAAGTAGTTT
e 23KENMES  GCTCCAGATATGGCCTTTCCTCCARTARATAATATAAGTITTTIGAATACTACCTCCTICAT TGACACTACTACTTTCAAGTAGTTT
e LKUOIA0E  GOTCCAGATATGGCCITTCCTCRAATGART AATATARGT ITTTGAATACTACCTCCTTCATTGAC AMTACTACTITCAAGTARTTT
Ce 25 KUN30Y  GCTCCAGATATGGCCTITCCTCGAATAAATAATATAAGTTITTIGRATACTACCTCCITCATIGACACTACTACTTITCAAGTAGTTT
Ce 26. TIERUGKIY GCTCCAGATATGGCCTTTCCTCGAATARATAATATAACT TTTTGAATACTACCTCCTTCAT TGACACTACTACTTTCAAGTAGTTT
Ce 27 TIERUCKIR02 GCTCCAGATATGECCTITCCTCGAATAAATAATATAAGTTT ITGAATACTACCTCCTITCATIGACACTACTACTTITCAAGTAGTTT
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DA AGTAGAARATGEAGCTGGEACTGGATGRACAGTGTATCCCCCTCTITCATCTIGRAACAGCTCATGCTIGEAGCTICAGTAGACTTAG
B DAADMTS  AGTAGAARATGGAGCTGGEACTGGATGAACAGTGTATCCCCCTCITTCATCIGRAACAGCTCATGCIGEAGCTICAGTAGACTTAG
Ce3FNJOSIED  AGTAGARAATGRAGCTRGHACTGEATGAACAGTGTATCCCCCTCITTCATCTGEAACAGCTCATGCTGRAGCTTCAGTAGACTTAG
Ced GUATODT  AGTAGAAAATGGAGCTRGGACTGLATGAACAGTGTATCCCCCTCTTTCATCTGGAACAGCTCATGCTGEAGCTTCAGTAGACTTAG
Ce 6. GUATAND  AGTAGARAATGGAGCTGRGGACTGEATGAACAGTIGTATCCCCCTCTTTCATCTGGAACAGCTCATGCTGEAGCTICAGTAGACTTAG
Do 6.6U900074  AGTAGARAATGEAGCTRGGACTGEATGAACAGTGTATCCCOCTCTITTCATCTGGAACAGCTCATGCTGRAGCTTCAGTAGACTTAG
Ce7.GU0R06  AGTAGAARATGGAGCTGGEACTGGATGAACAGTGTATCCCCCTICTTTCATCIGRAACAGCTCATGCTIGEAGCTICAGTAGACTTAG
L8 GUIBDTE  AGTAGAAAATGGAGCTGGEACTGGATGAACAGTGTATCCCCCTCTTTCATCTGGAACAGCTCATGCTCEAGCTTCAGTAGACTTAG
Do 0.0UIBB  AGTAGAAAATGGAGCTGCMACTGEATGAACAGTGTATCCCCCTCTTICATCTGRAACAGCTCATGCTGRAGCTICAGTAGACTTAG
BADHESE26H  AGTAGAARATGGAGCTGGEACTGGATGAACAGTGTATCCCCCTCTTTCATCIGGAACAGCTCATGCIGEAGCTICAGTAGACTTAG
Cef.HFA6M2 AGTAGARAATGGRAGCTRGLACTGEATGAACAGTGTATCCCCCTCTITTICATCTGRAACAGCTCATGCTIGRAGCTTCAGTAGACTTAG
D 1LHPSBE  AGTAGARAATGGAGCTGGRACTGEATGAACAGTGTATCCCCCTCTTTCATCTGRAACAGCTCATGCTGEAGCTTICAGTACACTTAG
B 11HO0003  AGTAGAARATGGRGCTGGEACTGGATGAACAGTGTATCCCCCTCTTTCATCTGRAACAGCTCATGCTIGRAGCTICAGTAGACTTAG
BLHOTURE  AGTAGAARATGEAGCTGGEACTGGATGAACAGTGTATCCCCCTCTTTCATCIGRARCAGLTCATGCICEAGCTICAGTAGACTTAG
Ce15.NGE2T36  AGTAGARAATGGAGCTRGHACTGEATGAACAGTGTATCCCCCTCTTTCATCTGGAACAGCTCATGCTGRAGCTICAGTAGACTTAR
GG AGTAGARAATGGAGCTGGHACTGEATGAACAGTGTATCCOCCTCTTTCATCTGEAACAGCTCATGCTGEAGCTTCAGTACANTTAG
17026304 AGTAGAAAATGEAGCTGRGGACTGEATCAACAGTIGTATCCCCCTCTTTCATCTGGAACAGCTCATGCTGEAGCTTCAGTAGACTTAG
B 10 X0d051d  AGTAGAARATGGAGCTGGEACTGGATGAACAGTIGTATCCCCCTCTTTCATCTIGRAACAGCTCATGCTIGCEAGCTTICAGTAGACTTAG
Ce19.0X207267  AGTAGAAAATGEAGCTRGHACTGGATGAACAGTGTATCCCCCTICTITTICATCTIGGAACAGCTCATGCTGRAGCTTCAGTAGACTTAG
Ce 20 X072 AGTAGAAAATGGAGCTGGLACTGLATGAACAGTGTATCCCCCTCTTTCATCTGGAACAGCTCATGCTGEAGCTTCAGTAGACTTAG
O 0 KCHEBD  AGTAGAARAMGGECCHGGNACTGEATCAACHCTITATCCHCCRCTT CHT CHGCAAMNGCRCATGCTCCAGCHTCAGTACANTTAG
D DHCON96  AGTAGARAATGERLCTGGLACTGEATGAACACTGTATCCCCCTCTTTCATCTRGAACAGCTCATGCTGRAGCTTCAGTAGACTTAG
DR IENYE  AGTAGARAATGGRGCTGGEACTGEATGAACACTGTATCCCCCTCTTTCATCTGRAACAGCTICATGUTGRAGCTICAGTACACTTAG
B K308 AGTAGAARATGGAGCTGGEACTGGATGRACAGTGTATCCCCCTCTTTCATCTGRAACAGCTCATGCTCEAGCTICAGTAGACTTAG
e 25 U010 AGTAGARAATGGAGCTRGLACTGEATGAACAGTGTATCCCCCTCTTTCATCTGGAACAGCTCATGLTCEAGCTTCAGTAGACTTAG
Bk 26, TERUCKDRD! AGTAGAARATGGAGCTGGEACTGGATGAACAGTGTATCCCCCTCTTTCATCIGRAACAGCTCATGCTIGEAGCTTICAGTAGACTTAG
Ce 27 TERUCKIN02. AGTAGARAATGEAGCTRGLACTGEATGAACAGTGTATCCCCCTCTTTCATCTGEAACAGCTCATGCTGEAGCTTCAGTAGACTTAG

H 0 40 40 40 4 0 il0

e 737 CTATTTITICTTTACATTTAGCAGGAATTTCATCAATTTTAGGTGCAGTAARTT ITATTACAACAGTAATTAATATACGATCITCA
B2 AAIME  CTATTTTTICTTTACATTTAGCAGGAATTTCATCAATTTTAGGTGCAGTARATT TTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTTCA
B IPNNOSIEE  CTATTTITTCTTTACATTTAGCAGGAATTTCATCAATTTTAGGTGCAGTAAATT TTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTTCA
B 4GUITANS  CTATTTITICTTTACATTTAGCAGGARTTTCATCAATTTTAGGTGCAGTAAATT TTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTTCA
B 5GUITAN0  CTATTTITICTTTACATTTAGCAGGAATTTCATCAATTTTAGGTGCAGTAARTT ITATTACAACAGTAATTAATATACGATCTTCA
B 60U CTATTTOTTCTTTACATTTAGCAGEAATTTCATCAATTTTAGGTGCAGTARATT ITATTACAACAGTAATTAATATACGATCTTCA
B 7.GUS0076  CTATTTTTTICTTTACATTTAGCAGGARTTTCATCAATTTTAGGTGCAGTAAATT TTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTTCA
GeB.GURITE  CTATTTITICTTTACATTTAGCAGGARTTTCATCAATTTTAGGTGCAGTAAATTITATTACAACAGTAATTAATATACGATCTTCA
Ce O GLOOBIRE.  CTATTTTTTCTTTACATTTAGCAGGAATTTCATCAATTTTAGGTGCAGTARATTITATTACAACAGTAATTARTATACGATCTICA
G iDL HES6264  CTATTTTTTCTTTACATTTAGCAGGAATTTCATCAATTTTAGGTGCAGTAAATT TTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTTCA
Cei1.HFRN2  CTATTTTTTCTTTACATTTAGCAGGAATTTCATCAATTTTAGGTGCAGTARATT ITATTACAACAGTAATTAATATACGATCTTICA
(e 12HPS6288  CTATTTTTICTITACATTTAGCAGGAATTTCATCAATTT TAGGIGCAGTARATTTTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTTICA
B 130390663  CTATTTITICTTTACATTTAGCAGGAATTTCATCAATTTTIAGGTGCAGTARATT ITATTACAACAGTAATTARTATACGATCTTCA
B LHQTURE  CTATTTITTCTTTACATTTAGCAGGAATTTCATCAATTTTAGGTGCAGTARATT TTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTTCA
B 15JNGITE  CTATTTITTCTTTACATTTAGCAGGAARTTTCATCAATTTTAGGTGCAGTAAATT TTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTTCA
Do NEGZTAS  CTADTTTTICTITACATTTAGCAGGAATTTCATCAATTT TAGGTGCAGTAAATTITATIACAACAGTAATTARTATACCATCRICA
Be 1700263000 CTATTTITTCTTTACATTTAGCAGRAATTTCATCAATTTTAGGTGCAGTAAATT ITATTACAACAGTAATTAATATACGATCTTCA
B A0.JKM05t4  CTATTTTTTCTTTACATTTAGCAGEARTTTCATCAATTTTAGGTGCAGTARATT TTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTTCA
100027 CTATTTITTICTTTACATTTAGCAGGAATTTCATCAATTTTAGGTGCAGTAAATT TTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTTCA
20297290  CTATTTITICTTTACATTTAGCAGGARTTTCATCAATTTTAGGTGCAGTAAATTTTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTTCA
e N HCIBN  CTATTTTTICTITACATTTAGCRGGAATTTCGT CHATTT TAGCEGCRGTAAATT TTATTACACAGTATTARTATACGATCTHCE
e ODHCOT96  CTATTTTTTCTTTACATTTAGCAGGAATTTCATCAATTT TAGCRGCAGTARATT TTATIACAACAGTARTTARTATACGATCTTCA
B 2IRF9G188  CTATTTITTCTTTACATTTAGCAGGAATTTCATCAATTTTAGGTGCAGTAAATT TTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTTCA
Ce 20 KAM306  CTATTTITICTTTACATTTAGCAGGARTTTCATCAATTTTAGGTGCAGTAAATT ITATTACAACAGTAATTAATATACGATCTTCA
Ce2KA0309  CTATTTITTICTTTACATTTAGCAGGAATTTCATCAATTTTAGGTGCAGTAAATT ITATTACAACAGTAATTARATATACGATCTTCA
B 26, TERUCKpiR0! CTATTTTTTCTTTACATTTAGCAGEARTTTCATCAATTTTAGGTGCAGTARATT TTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTTCA
B 7. TERUGkpiR02 CTATTT T T T ACATTTAGCAGEARTTTCATCAATTTTAGGTGCAGTAAATT TTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTTCA
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e ABTB2TE  GRAATTACTCTTGATCGAATACCTTTATTIGTTTGATCAGTAGTAATTACTGCAGTITTATTACTTICTTTCTTTACCTGTTTTAGE
e2ANA0MTE  GGAATTACTCTIGATCGAATACCTTTATTTGTTTGATCAGTAGTAATTACTGCAGTTTTATTACTTICTTTCTTTACCTGTTITTAGC
LeJFNI95182  GGAATTACTCTIGATCGAATACCTTITATITGITTGATCAGTAGTAATTACTGCAGTITTATTACTTCTTTCTTTACCTGTTTTAGE
Ce dGUATINNS  GGAATTACTCTTGATCGAATACCTTTATTTGTTTGATCAGTAGTAATTACTGCAGTITTATTACTTICTTTCTTTACCTGTTTTAGE

R GUTAND  GRAATTACTCTTGATCGAATACCTTTATTIGTITGATCAGTAGTAATTACTGCAGTTTTATIRCTTCTTICTTTACCTGTTTTAGC
CeG.GUIB0TE  GGAATTACTCTIGATCGAATACCTTTATTTGTTTGATCAGTAGTAATTACTGCAGTTTTATTACTTICTTTCTTTACCTGTTTTAGE
[e7.GU0B0T6  GGAATTACTCTIGATCGAATACCTTTATTIGTTTGATCAGTAGTAATTACTGCAGTITTATTACTTICTTTCTTTACCTGTTTTAGE
LeQ.GUIBITE  GGAATTACTCTIGATCGAATACCTTTATTTIGTITTGATCAGTAGTAATTACTGCAGTITTATTACTTCTTTCTTTACCTGTTTTAGE

Led.GUIOB0BY  GGAATTACTCTTGATCGAATACCTTTATITGITTGATCAGTAGTAATTACTGCAGTTITATTACTTCTTTCTTTACCTGTTTTAGLE
e 0 HFEE264  GGAATTACTCTTGATCGAATACCTTTATTTGTTTGATCAGTAGTAATTACTGCAGTITTATTACTTICTTTCTTTACCTGTTITTAGE
B 11 HFSEIN)  GGARTTACTCTIGATCGAATACCTTITATTTGIITGATCAGTAGTARTTAMGCAGTTTITAT TACTTCTTTCTITTACCTRTTTTAGE
Ce{1HFEE2788  GGAATTACTCTTGATCGAATACCTTTATTTGTTTGATCAGTAGTARTTACTGCAGTTTTATTACTTICTTTCTTTACCTGTTTTAGE
Ce 13 HOJEEE)  GLGATTACTCTTGATCGAATACCTTIATTTGTTTGATCAGTAGTAATTACTGCAGTTITATTACTTCTITCTTTACCTGTTTTAGL
el HOTUEIE  GGAATTACTCTIGATCGAATACCTTTATTTIGTITTGATCAGTAGTAATTACTGCAGTTTTATTACTTCTTTCTTTACCTGTTTTAGE
Ce 15 NGB2TIE  GLAATTACTCTIGATCGAATACCTTTATTTIGTITGATCAGTAGTAATTACTGCAGTTITATTACTTICTTTCTTTACCTGTTTTAGL
G i8NGS CGAATTACTCTIGATCGAATACCHTITATTITGTTTGATCAGTAGTARTTACTGCAGTTTTAT TACTICTTTCTTITACCTRTTITAGE
Ced7.J0%3RH  GGAATTACTCTTGATCGAATACCTTTATTTGTTTGATCAGTAGTAATTACTGCAGTTTTATTACTTCTTTCTTTACCTGTTTTAGE
Ce AR 0M0S GGAATTACTCTTGATCGAATACCTTTATTTGTTTGATCAGTAGTAATTACTGCAGTTTTATTACTTCTTTCTTTACCTGTTTTAGE
e 007287 GGAATTACTCTIGATCGAATACCTTTATTIGTTTGATCAGTAGTAATTACTGCAGTITTATTACTTCTTTCTTTACCTGTTTTAGE
e 2007290 GGAATTACTCTTGATCGAATACCITTATTITGTITTGATCAGTAGTAATTACTGCAGTITTATTACTTCTTTCTTTACCIGTTTTAGE
o1 KO8N GEMATTACECTIGANCGAATACCEBTATTTGTRTGATCHGTAGTMATTACTGCART TTTAT TACTRC TRT CTTTACCHS TRETEGC
e LKCOTOE  GGAATTACTCTIGATCGAATACCTTTATTTGTTTGATCAGTAGTAATTACTGCAGTTTTATTACTTICTTTCTTTACCTGTTTTAGE
Dk 2KE01910  GGAATTACTCTTIGATCGAATACCITTATTTIGTTTGATCAGTAGTAATTACTGCAGTITTATTACTTICTTTCTTTACCTGTTTTAGLE
G 20KUOI0E  CGAATTACTCTIGATCGAATACCTTITATTTGTITGATCAGTAGTARTTACTGOMETTTTAT TACTICTTTCTTITACCTGTTITAGE
e25.KANIMY  GGAATTACTCTTGATCGAATACCTTTATTTGTITTGATCAGTAGTARTTACTGCAGTTTTATTACTTICTTTCTTTACCTGTTTTAGLE
Ce 26. TERUCKDD! GEAATTACTCTIGATCGAATACCTTTATTTIGTTTGATCAGTAGTAATTACTGCAGTTTTATTACTTCTTTCTTTACCTGTTITTAGLE
e 27. TERUCKiD0Y GGAATTACTCTIGATCGAATACCTTTATTIGTTTGATCAGTAGTAATTACTGCAGTITTATTACTTICTTTCTTTACCTGTTTTAGE
fill il £30 M L] L] ] 80

CelfBrialiE  TGGTGCTATTACTATGITATTAACAGATCGARATTTAAATACTTCATTCTTTGATCCAARTTGCAGGAGEAGATCCARTTTTATATC
e AN40MT6  TGGTGCTATTACTATGTTATTAACAGATCGAAATTTARATACTTCATTCTITCATCCAATTGGAGE

e FNIGEID2  TGGTGCTATTACTATGITATTAACAGATCGAAATTTARATACTTCATTCTTIGATCCARTTGGAGGAGCAGATCCARTTTTATATC
Ce dGUATIONS  TGGTGCTATTACTATGITATTAACAGATCGARATTTAAA

Ce5.GUANNOD  TGGTGCTATTACTATGITATTAACAGATCGARATTTAAA

Def.GUBITY  TGGTGCTATTACTATGITATTAACAGATCGARATTTARATACTTCATTCTTTGATCCAARTTGGAGGAGEAGATCCAATTTTATATC
(e7.GUI0B0T6  TGGTGCTATTACTATGTTATTAACAGATCGAAATTTAAABACTTCATTCTTTGATCCAATTGCAGGAGGAGATCCARTTTTATALC
Le8.GU0B0TS  TGGTGCTATTACTATGITATTAACAGATCGAAATTTARATACTTCATTCTITICGATCCAARTTGGAGGAGCAGATCCARTTTTATATC
G .GLOOAOR  MGLEGCTATTACTATGTTATTAACACATCGARRTTTAARTACTTCATTCTTTCATCCAATTGGAGGARGAGATCCAATTTTATATE
GofQHFEE20H  TCGTGCHATTACTATGTTATTAACAGATCGAAATTTARRTACTTCATTCTTTGATCCAATTGRAGGAGGAGATCCAATTTTATATL
el RG22 TGGTGCTATTACTATGITATTAACAGATCGAAATTTARATACTTCATTCTTIGATCCAATTGGAGGAGCAGATCCAARTTTTATATC
D2 HFSEITED  TGGTGCTATTACTATRMTATTAACACATCCARATTTARATACTTCATTCTTTEATCCARTTGGAGGARGAGATCCARTTTTATANC
Ce13HOMBBE)  TGGTGCTATTACTATGTTATTAACACATCCARRTTTAAATACTTCETTCTTTCATCCARTTGGAGGARCAGATCCARTTTTATARD
el HOTMEE  TGGTGCTATTACTATGITATTAACAGATCGARATTTARATACTTCATTCTTTGATCCAATTGGAGGAGCAGATCCARTTTTATATC
e 15 NGB2TYE TGGTGCTATTACTATGITATTAACAGATCGAAATTTARATACTTCATTCTTTCGATCCAATTGGAGGAGEAGATCCAATTTTATATC
G i8NGS WGLEGCTATTACTATRTTATTAACARATCGARATTTARATACTTCATTCTTTCARCC ARTTGGAGGARGAGATCCARTTTTATATE
Ce 70026304 TGGTGCTATTACTATGITATTAACAGATCGAARATTTAAATACTTCATT

0. M04054  TGETGCTATTACTATGTTATTAACAGATCGAAATTTAAATACTICATICTTTGATCCAATTGGAGRAGLAGATCCAATT ITATATC
e 07287 TGGTGCTATTACTATGITATTAACAGATCGARATTTAAATACTTCATICT

e 200007290 TGGTGCTATTACTATGTTATTAACAGATCGAAATTTAAATACTTCATIC

G 2 KC3GB0  GLHGCHATTACTATHTTATTAACACATCGARRTTTAAATACHTCATTITTTCATCC AGREGGAGGARCACARC CAATT TTATARC
Ce 2LKCO70296  TGGTGCTATTACTATGITATTAACAGATCGAAATTTARATACTTCATTCTTTGATCCAATTGGAGGAGCAGATCCAATTTTATATC
e 23.KF019188  TGGTGCTATTACTATGITATTAACAGATCGAAATTTAAATACTTCATTCTTTGATCCAATTGGAGGAGCAGATCCAARTTTTATATC
G 2LKMOII0B  TGGTGCTATTACTATGTTATTAACACATCGARATTTARATACTTCATTCTTTEATCCARTTGGAGGARCACABCCARTTTTATATE
Ce 256401309 TGGTGCTATTACTATGITATTAACAGATCGARATTTARATACTTCATTCTTIGATCCAATTGCAGGAGEAGATCCARTTTTATATC
e 26. TERUCkpiD! TGGTGCTATTACTATGTTATTAACAGATCCARAT TTAAATACTTCATTCTT IGATCCAATTGRAGGAGRAL

Ce 27. TERUCkpin0] TGGTGCTATTACTATGITATTAACAGATCGARATTTARATACTTCATTCTTT

Sekil 4.10. Kayseri yoresinde belirlenen Cx. pipiens izolatlar1 ile Diinyadaki diger bazi Cx. pipiens
izolatlarinin parsiyel mt-COI gen bolgesine gore niikleotid dizilimlerinin hizalamalar:

Calismada Kayseri yoresinden toplanmis ve parsiyel mt-COI niikleotid sekanslar1 ortaya
belirlenmis olan TrERUCxpip0l1 ve TrERUCxpip02 izolatlarmin pairwise analizleri
sonucu %100,0 identik olduklar: belirlenmistir (Tablo 4.5). Ayrica Cx. pipiens Kayseri
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izolatlarinin Diinyanin farkli bolgelerinden GenBank’a kayith diger Cx. pipiens
izolatlariyla ortalama %0,3+0,1 genetik farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Kayseri Cx.
pipiens TTERUCxpip01 ve TrERUCxpip02 izolatlar1 Rusya (FN395182, AM403476),
Isveg¢ (JX040514), Danimarka (KJ401309), Ingiltere (JN592736, JQ253844), Amerika
Birlesik Devletleri (JX297287) ve Meksika’dan (JX297290) izole edilmis Cx. pipiens
kompleks izolatlariyla %100,0 identik bulunurken Tablo 4.5°de gosterilen Diinyanin
farkli bolgelerinden izole edilmis diger izolatlarla ise %0,1-2,3 genetik farklilik
gostermistir (Sekil 4.10). Bu sonuglarla Neighbor Joining Metodu (K.mura Two
Parameter, Bootstrap 1000) ile olusturulan filogenetik agacta (Sekil 4.11) goriilecegi
izere Cx. pipiens Kayseri izolatlar1 mt-COI gen bolgesine gore identik olduklar1 diger
izolatlarla birlikte aym filogenetik bransta yer almis ve dolayisiyla ayni genotipte

olduklar1 belirlenmistir.

JX040514 Culex pipiens Isvec

GU474010 Culex pipiens P2AB ABD

HF562712 Culex pipiens SAW 564 Almanya

FN395182 Culex pipiens lksha4 Rusya

AM403476 Culex pipiens pipiens Rusya

KJ401309 Culex pipiens No3 Danimarka

JN592736 Culex pipiens 12 Cliffe 2010 Ingiltere

JQ253844 Culex pipiens pipiens 10773 Ingiltere

AB738278 Culex quinquefasciatus 1002YON2011 Japonya

GU908076 Culex pipiens mosg281-11ab Kanada

GU908078 Culex pipiens mosgPP2 Kanada

GU908074 Culex pipiens mosq174-12 Kanada

JX297287 Culex quinquefasciatus TUC9 ABD

GU474003 Culex pipiens P7FA ABD

JX297290 Culex quinquefasciatus SAR2 Meksika

@ Cx. pipiens TrERUCxpip01 Kayseri Turkiye

@ Cx. pipiens TrERUCxpip02 Kayseri Turkiye

34 |- Cx. pipiens HQ724616 Turkiye

— HF562641 Culex pipiens SAW 526 Almanya

HF562788 Culex pipiens ALL 3 20 Aimanya
KC970296 Culex quinquefasciatus JL 21 Hindistan

-|;F919189 Culex pipiens M026 Arjantin

KJ401308 Culex pipiens No2 Danimarka

L GU908084 Culex pipiens mosqPP9 Kanada

HQ398883 Culex quinquefasciatus TH148-8 Tayland

23

89

—— JN592749 Culex pipiens 05 EImley 2010 Ingiltere
KC354820 Anopheles pseudopunctipennis

—
0.02
Sekil 4.11. Kayseri yoresinden izole edilen Cx. pipiens izolatlar1 ile GenBank’a kayitli diger benzer bazi
izolatlarin parsiyel mt-COI gen bolgesine gore filogenetik iliskileri (Neighbour Joining — Kimura Two
Parameter modeli, Boostrap:1000). Q. Kayseri izolatlar1; Dis grup olarak Anopheles pseudopunctipennis
(KC354820) kullanilmustir. Olgek cizgisi bolgeye gore niikleotid degisimini gostermektedir
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4.4. Ergin disi Cx. pipiens Tiirlerinin Kan Beslenmesinde Konak Spekturumu ve
Tiirleri

Ergin disi Cx. pipiens Orneklerinden bireysel olarak elde edilen genomik DNA
ekstraktlarmin mitokondrial cyt b gen bdlgesinden dizayn edilen kanatli ve memeli
spesifik primerler ile molekiiler analiz sonuglar1 Tablo 4.6’da verilmistir. Tablo 4.6’da
goriilecegi iizere incelemesi yapilan toplam 376 6rnegin 148’1 (%39,4) kanath ve/veya
memeli kan1 yoniinden pozitif bulunmustur. Pozitif belirlenen orneklerin toplam 43’
yalnizca memeli, 98’1 yalnizca kanatl, 7°si ise hem kanath hem de memeli kam
yoniinden pozitif bulunmustur. Beslenme egilimlerinin istatistiksel analizinde Cx.
pipiens icin kanath tercihi 6nemli bulunmustur ()*=40,970, p<0,05). Mitokondrial cyt b
gen bolgesi icin kanath ve memeli kani1 pozitif belirlenen bazi izolatlarin agaroz jel

izerinde goriiniimleri sirasiyla Sekil 4.12 ve Sekil 4.13°de verilmistir.

Tablo 4.6. Bireysel olarak incelenen ergin disi Cx. pipiens 6rneklerinin memeli ve kanatli kan1 yoniinden
pozitiflikleri

Konak kam yoniinden pozitiflik

Incelenen disi simuliid sayis1 Kanath Memeli Kanatli+Memeli Toplam
Say1 % Say1 % Say1 % Say1 %
376 98 | 26,1 | 43 11,4 7 1,9 148 | 39,4

M 12 34 56 7 89 1011

Sekil 4.12. Ergin disi Cx. pipiens orneklerinde kanatli mt-cyt b gen bolgesini amplifiye eden spesifik
primerler ile amplifikasyon sonucu elde edilen bazi amplikonlarin jel elektroforezde goriiniimii. M:
Marker; 1,3,5,6,7: Pozitif 6rnekler, 10: Pozitif kontrol (Kanatli DNA’s1); 11: No DNA
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M1 23456 78310111213141516

Sekil 4.13. Ergin disi Cx. pipiens orneklerinde memeli mt-cyt b gen bolgesini amplifiye eden spesifik
primerler ile amplifikasyon sonucunun jel elektroforezde goriiniimii. M: Marker; 1,3-11,14,15: Pozitif
ornekler, 2: No DNA; 16: Pozitif kontrol (sigir DNA’s1)

Konak kan1 yoniinden pozitif belirlenen 6rneklerden kanath i¢in 15, memeli i¢in de 15
izolat klonlandiktan sonra konak tiirii tayini i¢in elde edilen plasmidler sekans analizine
tabii tutulmustur. Plasmidlerden elde edilen mt-cyt b sekanslarinin GenBank’ta blastn
analizleri sonucu konak tiirii identifikasyonlar1 yapilmis ve konak tiirlerinin dagilimi
Tablo 4.7°de verilmistir. Konak tiirii belirlenen izolatlarin ayrica mt-cyt b gen bolgesine
gore filogenetik agac iizerinde yerlesimleri kanath i¢in Sekil 4.14, memeli icin de Sekil
4.15’de verilmistir. Tablo 4.7°de goriilecegi lizere sekans analizi yapilan kanath konak
kan1 pozitif 15 disi Cx. pipiens izolatindan 9’unun Passeriformes takiminda, 3’{iniin
Accipitriformes, 2’sinin Columbiformes ve birinin de Strigiformes takiminda yer alan
kanath tiirlerinden kan emdigi belirlenmistir. Passeriformes takiminda belirlenen
izolatlarin 2’sinin Alakarga (Garrulus glandarius), 5’inin Saksagan (Pica pica), 2’sinin
de Tepeli toygar (Galerida cristata) tiirlerine ait oldugu belirlenmistir. Accipitriformes
takiminda belirlenen izolatlarin 2’sinin Baya sahin (Buteo buteo), birinin de Kiigiik
kartal (Hieraaetus pennatus), Columbiformes takimindakilerin ikisinin de Kumru
(Streptopelia decaocto), Strigiformes takiminda belirlenen tek izolatin da Kukumav
(Athene noctua) tiirlerine ait oldugu molekiiler olarak ortaya konmustur.

Sekans analizi yapilan memeli konak kani pozitif 15 disi Cx. pipiens izolatindan 6’s1
insan (Homo sapiens), 4’u sigir (Bos taurus), 3’ koyun (Ovis aries), 2’si de kopek

(Canis lupus familiaris) kani pozitif belirlenmistir.
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Tablo 4.7. Memeli ve kanathi kan1 yoniinden pozitif belirlenen ve klonlama sonrasi sekans ve genetik
analizlerle konak tiirii belirlenen 6rneklerin konak tiir dagilimlari

Klonlanan .
. Identifiye Edilen
1zolat Konak tiirii N
Ornek Sayisi
Sayis1
Takim Tiir
Alakarga (Garrulus glandarius) 2
Passeriformes | Saksagan (Pica pica) 5
3 Tepeli toygar (Galerida cristata) 2
[
15
<Zt Baya sahin (Buteo buteo) 2
§ Accipitriformes
Kiigiik kartal (Hieraaetus pennatus) 1
Columbiformes | Kumru (Streptopelia decaocto) 2
Strigiformes Kukumav (Athene noctua) 1
Insan (Homo sapiens) 6
E Kopek (Canis lupus familiaris) 2
15
é Koyun (Ovis aries) 3
Sigir (Bos taurus) 4
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Cpipd
Pica pica HQ915867
100 | Cpip8
Cpip?
Cpip6
Cplps "
— Gamulus glanderius GGU86034
= Gammulus glandarius AB239527
] 5 Garrulus glandarius JNO18413
14| |Cpipd

98 I Cpipd

Cpip12

Cpip13
Galerida cristata EF445425
100 |Amene noctua AJ003949
I Cpiptt
Cpip15

Saksagan (Pl plca)

Passeriformes

1m|

:Inlum (Athene noctua)

rmes

Columbif Strigifo

- 100 Cpip10
I ieraaetus pennatus EU345502
Buteo buteo AF380305 ]
Buteo buteo EU345518
Buteo butso XB6741
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filogenetik aga¢ tizerinde yerlesimleri
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filogenetik aga¢ tizerinde yerlesimleri



5. TARTISMA VE SONUC

Yeryiiziinde teshisi yapilan ve sistematikteki yeri belirlenen canlilarin % 80’den
fazlasini artropoda teskil eder. Artropoda anacinin en biiyiik sinifin1 olusturan Insecta
ise yeryiiziinde bilinen canlilarin % 50’den (~900.000 tiir) fazlasin1 olusturur. Insektler,
ekosistemin fonksiyonlarinda 6zellikle bitkilerin tozlasmasinda kritik manada polenator
olarak anahtar rollere sahiptirler. Ote yandan pek ¢ok tiir, bizzat kendisi parazit olmanin
yaninda ¢ok sayida cesitli patojeni bitki, hayvan ve insanlara vektor olarak naklederler.
Bunlar arasinda Diptera dizisi Nematocera dizi boliimiine bagh Culicidae ailesi 6nemli

bir yer tutmakta ve bu ailede 3.500’# askin sivrisinek tiirii bulunmaktadir.

Culicidae ailesinde yer alan Culex soyu en genis gruplardan birini olusturmakta olup 26
soy altinda 768 tiirii icermektedir (91). Culex alt soyunda 198 tiir bulunmakta olup
bunlardan ¢ogu filariasis’e yol agcan nematodlara (Wuchereria bancrofti, Brugia malayi,
Brugia timori, Dirofilaria immitis, Dirofilaria repens vd.) (92,93) ve cesitli
arboviruslara (94,95) vektorlik yapabilmektedir. Kuzeydogu Brezilya’da W.
bancrofti’'nin primer vektorii Cx. quinquefasciatus olarak bildirilirken (92), Cx.
coronator ve Cx. declarator tiirleri Saint Louis encephalitis virusunun (SLEV)
potansiyel vektorleri olarak kaydedilmistir (96). Arjantin’de Cx. quinquefasciatus ve

Cx. interfor SLEV’in swrasiyla primer ve sekonder vektorleri oldugu belirtilmistir (97).
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Venezuella equine encephalitis virus kompleksde bulunan Rio Negro viriisii, Cx.
coronator ve Cx. maxi’den izole edilmistir (98). Culex soyundaki tiirlerin ayrica Kuzey
Amerika’da West Nile viriisiiniin vektorii oldugu belirtilmistir (99). Tiirkiye’de
giiniimiize kadar sivrisinek tiirleri iizerine yapilan c¢alismalarin daha ¢ok morfolojik
identifikasyonlara dayali prevalans calismalar1 oldugu goriilmekte olup molekiiler
tabanli calismalarin cok sinirli oldugu goriilmektedir. Calismamizda hedef tiir
kompleksi olarak belirledigimiz Cx. pipiens’in istanbul (100), Adana (101,102), Ankara
(103,104), Antalya (105,106), igel (107), Mugla (108), Sanhurfa (109), Kars (110) ve
Kayseri (80,111) yorelerinde farkli prevalanslarda yayginlik gosterdigi kaydedilmistir.
Cx. pipiens ve naklettikleri patojenler iizerine yapilan sinirli sayidaki molekiiler
caligmalarda ise Biskin ve ark. (112), Kayseri’nin Felahiye yoresinden topladiklari

sivrisinek Orneklerinde tiir teshislerini takiben enfektif ve enfekte sivrisinek tiirlerin

belirlenebilmesi i¢in her bir 6rnegin bas-toraks ve abdomeni diseke edilerek, tiir ve

toplama bolgesine gore gruplanmis toplam 54 adet havuzdan genomik DNA ekstrakte

edilmis ve D. immitis spesifik primerler kullanilarak PCR ile incelenmistir. Calismada

(112) toplam 54 havuzdan Ae. vexans’larin bas-govde ve karmlarindan olusan iki

havuzda D. immitis DNA’lar1 saptanmis, yorede gozlenen minimum enfeksiyon orani
(MIRs) % 0,33 olarak belirlenmistir. Ayrica c¢alismada (112) Ae.vexans’lardan
olusturulan 20 havuzda MIRs %1,04 olarak saptanmis, Cx. pipiens’lerden olusturulan
34 havuzda ise D. immitis DNA’larma rastlanilmadig1 kaydedilmistir. Yildirim ve ark.
(80), Kayseri yoresinde topladiklar: sivrisineklerin tiir teshislerinden sonra olusturulan
1198 havuzdan (599 bas+toraks, 599 abdomen) genomik DNA ekstraksiyonunu takiben
D. immitis spesifik primerler ile PCR analizleri gerceklestirmislerdir. Calismada (80) iki
sezon boyunca incelenen 6153 adet disi sivrisinekte D. immitis ile minimum enfeksiyon

oram1 (MIRs) 0,26 belirlenmis, D. immitis DNA’larina yalnizca Ae. vexans ve Cx.
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pipiens tiirlerinden olusan havuzlarda rastlanmis, Ae. vexans icin MIRs 0,41, Cx.
pipiens icin ise 0,12 olarak belirlenmistir. Inci ve ark., (113), aym sivrisinek havuzlari
izerinde yliriittiikleri ¢calismada kanatli haemosporidian protozoonlarint (Plasmodium,
Haemoproteus) Nested-PCR ile arastirmislar, elde ettikleri izolatlarin mitokondrial cyt-
b gen bolgelerini sekanslayarak filogenetik olarak karakterize etmislerdir. Calismada
(113) incelemesi yapilan toplam 1198 genomik DNA havuzunun 128’inde (59
bas+toraks, 69 abdomen) (%10,7) nested PCR analizi ile de pozitiflik saptanmis,
incelenen 6153 adet disi sivrisinekte avian haemosporidianlar1 ile minimum enfeksiyon
oran1 (MIRs) 1,12 olarak belirlenmistir. MIRs, Ae. vexans i¢in 0,60, Cx. pipiens i¢cin
2,09, Cx. theileri i¢cin 1,04, Cs. annulata icin de 1,06 saptanmustir. Ayrica calismada
(113) sekans analizi gergeklestirilen pozitif 13 izolatin GenBank kayitlari
gerceklestirilmis (HQ677623-24, JF411401-8, JF430404-6), blastn analizleri sonucu 11
bas/thoraks pozitif havuzundan elde edilen DNA dizilerinin Plasmodium sp., 2
abdomen havuzundan elde edilen DNA dizilerinin ise Haemoproteus sp. oldugu
belirlenmistir. Caligmada (113) filogenetik analiz sonucunda Plasmodium soyundaki 11
izolatin 4 ana filogenik grupta, Haemoproteus soyundaki 2 izolatin ise tek filogenik
grupta yerlestigi ortaya konmustur. Calismamizda hedef tiir kompleksi olarak
belirledigimiz Cx. pipiens Ornekleri “Dirofilaria immitis’in Vektor Sivrisineklerde
Molekiiler Biyolojik Tanis1 ve Kayseri Yoresinde Vektor Sivrisineklerin Ekolojisi”
isimli ve 1070533 kodlu TUBITAK arastirma projesi kapsaminda Kayseri yoresinden
2008 ve 2009 sezonlarinda farkli 46 odaktan toplanmis olan sivrisinek Ornekleri
arasindan identifiye edilmistir. Identifikasyona tabii tutulan toplam 1284 ergin disi
sivrisinekten 376’s1 (%29,3) Cx. pipiens olarak teshis edilmis ve tiim orneklerde ergin

Cx. pipiens disilerinin morfolojik 6zellikleri saptanmistir.

Culex soyunda mevcut alt soy klasifikasyonu disi ve erkeklerin morfolojik 6zelliklerine
gore yapilmaktadir (114, 115). Culex soy altindaki tiirler alt1 gruba, cesitli alt gruplara
ve tiir komplekslerine boliinmektedir (91). Neotropikal tiirler Coronator ve Pipiens
gruplarinda yer almaktadir (91). Erkek genital organlarinin 6zellikleri genellikle tiirlerin
yeterli identifikasyonuna olanak saglamaktadir. Bunun yaninda disilerin eksternal
morfolojik 6zellikleri de identifikasyonda kullanilmaktadir. Ancak disilerin morfolojik
karakterlerinin polimorfik 6zellik gosterebilmesi ve/veya farkl tiirler arasinda benzerlik

gosterebilmesi sebebiyle mevcut c¢ogu teshis anahtarlari1 dikkatli kullanilmalidir.
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Bilinmeyen tiir komplekslerinin varligi1 da ayrica identifikasyonu zorlagtirmaktadir.
Mevcut ¢alismada da morfolojik identifikasyonlardaki sz konusu zorluklar ve yalnizca
disilerin incelenmesi sebebiyle tiir teshisleri Cx. pipiens kompleks olarak yapilmis tiir
isimleri Cx. pipiens olarak alimmistir. Tiir teshisleri ayrica molekiiler ve sekans
analizleri ile konfirme edilmistir. Nitekim DNA sekans teknolojisi giiniimiize tiir
identifikasyonlarinda ve molekiiler taksonomide (116-119), Culicidae gruplarinin i¢inde
veya arasindaki filogenetik iliskinin gosterilmesinde (120-122) ve vektor tiir
popiilasyonlarinin ~ genetik  yapisinin  belirlenmesinde  (123) yaygin  olarak
kullanilmaktadir. Mitokondrial cytochrome ¢ oxidase subunit I (COI) geni takson ve tiir
barkodlamasinda ve filogenetik karakterizasyon ve iligkilerin belirlenmesinde yaygin
kullanilan gen bolgelerinin basinda gelmektedir (86,124,125). Sivrisinek tiirlerinin
identifikasyonu amaciyla 6rnegin Kanada (126), Hindistan (95), Cin (127), Brezilya ve
Arjantin’den (125) oOrneklenen sivrisineklerde ve Anopheles soyunun Nyssorhynchus
soy altindaki tiir komplekslerinin ortaya konmasi (118,119,128) gibi ¢esitli ¢calismalarda
COI barkod sekanslar1 kullanilmistir. COI geninin parsiyel sekanslar1 da ayrica
sivrisineklerde tiir komplekslerinin onaylanmasinda (129, 130), Anopheles darlingi
Root’da filogenetik paternlerin ortaya konmasinda (131) ve Brezilya’nin c¢esitli
ekobolgelerinde An. darlingi ile An. triannulatus popiilasyonlarinin filocografik
paternlerinin  kiyaslanmasinda kullanilmistir (132). Hebert ve ark. (133), tgr
komplekslerinin varligin1 belirlemek icin ortalama interspesifik genetik farkliligin
tortalama intraspesifik genetik farkliliktan en az 10 kat yiiksek olmasi gerektigini
kaydetmislerdir. COI genindeki intra ve interspesific varyasyon paternlerinin cesitli
hayvan gruplarinda benzer oldugu kaydedilmekle (133) birlikte Ruiz-Lopez ve ark.
(128), ortalama intraspesifik Kimura two-parameter (K2P) uzakligini sivrisinekler icin
%0,2-1,4 ve ortalama interspesifik varyasyonu %?2-5,6 arasinda olmasi gerektigini
onermislerdir. Mevcut ¢alismada da tiir teshisleri yapilan Cx. pipiens orneklerinden
secilen bazi izolatlarin parsiyel mt-COI geni amplifiye edilmis ve jel tizerinde 709 bp
biiyiikliiglinde amplikonlar belirlenmistir. Bu amplikonlardan uygun konsantrasyonda
olan ikisi jel piirifiye edildikten sonra PCR primerleri ile sekans analizlerine tabii
tutulmus ve yaklastk 600bp wuzunlukta niikleotid sekanslar1 elde edilmistir.
TrERUCxpip0O1 ve TrERUCxpip02 olarak isimlendirilen izolatlarin GenBank kayitlar1
saglanmis (KJ188203, KJ188204) ve tiir identifikasyonlar1 molekiiler olarak konfirme
edilmistir. Bu calisma Tiirkiye’de Cx. pipiens kompleks tiirlerinin mt-COI gen
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bolgesine gore karakterizasyonlarinin yapildig1 ilk calismadir. Bununla birlikte
GenBank kayitlarinda Fransiz arastiricilar tarafindan Cx. pipiens’e ait Tiirkiye’den de
bir izolatin (Genbank aksesyon: HQ724616) dahil oldugu mitokondrial genom
caligmasimin yapildig1 goriilmektedir. Bu noktada arastirict grubunda herhangi bir Tiirk
arastiricinin bulunmamasi ile Tiirkiye’nin biyolojik varliklarinin yabanci bilim insanlar:
tarafindan kullanilmig olmasi ¢esitli soru isaretlerini ortaya koymaktadir. Calismamizda
TrERUCxpip01 ve TrERUCxpip02 izolatlarmin pairwise analizleri sonucu %100,0
identik olduklar1 ve diinyanin farkli bolgelerinden GenBank’a kayith diger Cx. pipiens
izolatlariyla ortalama %0,3+0,1 genetik farklilik gosterdikleri tespit edilmistir. Kayseri
Cx. pipiens TrERUCxpip0l ve TrERUCxpip02 izolatlar1 Rusya (FN395182,
AM403476), Isve¢ (JX040514), Danimarka (KJ401309), Ingiltere (JN592736,
JQ253844), Amerika Birlesik Devletleri (JX297287) ve Meksika’dan (JX297290) izole
edilmis Cx. pipiens kompleks izolatlartyla %100,0 identik bulunurken Diinyanin farkli
bolgelerinden izole edilmis diger izolatlarla ise %0,1-2,3 genetik farklilik gostermistir.
Intra ve interspesifik varyasyonlar goz oniine alindiginda elde edilen sonuclar Ruiz-

Lopez ve ark.nin (128) ongoriilerine paralel bulunmustur.

Sivrisinek tiirlerinin vektorliik potansiyellerinin belirlenmesine yonelik ¢alismalarda
vektor etkinligi iizerine cografik alan, ekolojik faktorler ve sivrisineklerin konak
tercihlerinin 6nemli oldugu bilinmektedir (74,76, 134). Bir bolgede vektorliik
potansiyeli belirlenen bir sivrisinek tiiriiniin diger bazi1 bolgelerde vektor etkinliginin
diisiik oldugu veya hi¢ olmadig1 goriilmektedir. Kan ile beslenen (haematophagous)
artropodlarin beslenme yapilar1 ve konak tercihleri, bir ¢ok patojenin ¢ogalmasi ve
omurgali konaklara bulagsmasi ag¢isindan olduk¢a onemlidir (36,37). Vektorlerde
beslenme yapilarinin ve konak tercihlerinin belirlenmesi, vektor-borne hastaliklarla
etkili miicadele stratejilerinin ve politikalarinin olusturulmasina, salgin risklerinin
azalmasina ve hem insan hem de hayvanlarda bu hastaliklarin ekoepidemiyolojilerinin
daha iyi anlasilmasina olduk¢a 6nemli katkis1 vardir (36). Kosmopolit bir yayilisa sahip
olan ve Kuzey Ev Sivrisinegi olarak da bilinen Cx. pipiens insan ve hayvan sagligini
etkileyen cesitli patojenlerin onemli bir vektorii olarak nitelenmektedir (2). Cx. pipiens
kompleks tiirlerinin kan beslenmesinde konak tercihleri iizerine c¢esitli caligmalar
yapilmistir. Munoz ve ark. (37), Ispanya’nmin cesitli bolgelerinden topladiklar1 65 adet

Cx. pipiens orneginden 43’iinii konak kanmi yoniinden pozitif belirlemisler, mt-COI
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sekans analizleriyle konak tiir dagilimint memeli grubunda kopek (Canis lupus
familiaris) %14,3, kedi (Felis catus) 21,4 ve Insan (Homo sapiens) %35,7; kanath
grubunda ise tahtal giivercin (Columba palumbus) %4,8, tavuk (Gallus gallus) %?2,4,
yesil paraket (Myiopsitta monachus), bayag1 serce (Passer domesticus) %4,8, kumru
(Streptopelia  decaocto) %2,4 ve karatavuk (Turdus merula) %4,8 olarak
belirlemislerdir. Arastiricilar (37), calisma sahasinda (Barselona) Cx. pipiens’in kan
beslenme paterninde kanatli konak tercihini memeli grubuna oranla daha diisiik
belirlemisler ve neticede West Nile Virus (WNV) naklinde ve ¢ogalmasinda onemli
olan kanatlilarin konak olarak diisiik diizeyde bulunmasi ile bu viral hastaligin diinyanin
diger bolgelerine gore calisma sahasinda daha az risk tasiyabilecegini 6ne siirmiislerdir.
Nitekim kanatlilardan daha yogun olarak beslenen sivrisinek popiilasyonlari, insan ve
diger memelilerin sivrisinekleri enfekte etmek icin yeterli viremiyi gosterememesi
sebebiyle WNV’nin cogalmasi i¢in daha yiiksek kapasiteye sahiptirler (135). Cx.
pipiens Kuzey Amerika’da WNV’nin 6nemli enzootik vektorii ve Avrupa’daki WNV
salginlarinda esas ana vektor olarak belirlenmistir (136, 137). Amerika (8) ve
Avrupa’da (138,139) yapilan cesitli arastirmalarda Cx. pipiens’in kan beslenmesinde
kanatli konak spekturumu %64-97 oraninda belirlenmis ve memeli konaklara goére kan
beslenmesinde kanatli konak tercihleri 6nemli bulunustur. Garcia-Rejon ve ark (140),
Meksika’da Cx. pipiens tiir kompleksi icerisinde yer alan Cx. quinquefasciatus’un kan
beslenmesinde konak egilimi ve spekturumu iizerine yaptiklar1 molekiiler tabanli
caligmada toplam 658 doymus disi 6rnegin %82’sini kanath, %18’ ini ise memeli kan1
pozitif belirlemisler, en sik omurgali konaklar1 Galliformes (47,1%), Passeriformes
(%23,8), Columbiformes (%11,2) kuslar1 ve (%8,8) olarak belirlemislerdir. Bruno
Gomes ve ark (141), Portekiz’de ornekledikleri Cx. pipiens pipiens ve Cx. pipiens
molestus alt tiirlerinin kan beslenmesinde serolojik yontemlerle kanath tercihini %90’ 1n
izerinde belirlemislerdir ve bu kanathlarmn biiyilk c¢ogunlugunun Passeriformes
takiminda yer aldigini saptamiglardir. Calismamizda ergin disi Cx. pipiens
orneklerinden bireysel olarak elde edilen genomik DNA ekstraktlarinin mitokondrial cyt
b gen bolgesinden dizayn edilen kanatli ve memeli spesifik primerler ile molekiiler
analizi sonucunda incelemesi yapilan toplam 376 6rnegin 148’1 (%39,4) kanath ve/veya
memeli kam1 yoniinden pozitif bulunmustur. Pozitif belirlenen Orneklerin %29,1°1
yalnizca memeli, %66,2’si yalnizca kanath, %4,7’si ise hem kanatli hem de memeli

kan1 yOniinden pozitif belirlenmis olup beslenme egilimlerinin istatistiksel analizinde
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Cx. pipiens igin kanath tercihi 6nemli bulunmustur (p<0,05). Elde edilen bu sonug
cesitli arastiricilarin  bulgulart (138-141) ile paralellik gostermistir.  Konak kani
yoniinden pozitif belirlenen Orneklerden kanath icin 15, memeli i¢in de 15 izolat
klonlandiktan sonra konak tiirii tayini icin elde edilen plasmidler sekans analizine tabii
tutulmus ve konak tiirii identifikasyonlar1 yapilmigtir. Kanatli konak kani pozitif 15 disi
Cx. pipiens izolatindan 9’unun Passeriformes takiminda, 3’liniin Accipitriformes,
2’sinin Columbiformes ve birinin de Strigiformes takiminda yer alan kanatl tiirlerinden
kan emdigi belirlenmistir. Passeriformes takiminda belirlenen izolatlarin 2’sinin
Alakarga (Garrulus glandarius), 5’ inin Saksagan (Pica pica), 2’sinin de Tepeli toygar
(Galerida cristata) tiirlerine ait oldugu, Accipitriformes takiminda belirlenen izolatlarin
2’sinin Baya sahin (Buteo buteo), birinin de Kiiciik kartal (Hieraaetus pennatus),
Columbiformes takimindakilerin ikisinin de Kumru (Streptopelia decaocto),
Strigiformes takiminda belirlenen tek izolatin da Kukumav (Athene noctua) tiirlerine ait
oldugu molekiiler olarak ortaya konmustur. Elde edilen sonuglar Cx. pipiens’in kan
beslenmesinde Passerin kuslarin 6nemli oldugunu gostermis olup ayrica Bruno Gomes
ve ark.nin (141) bulgulariyla da benzerlik gostermistir. Sekans analizi yapilan memeli
konak kam pozitif 15 disi Cx. pipiens izolatindan ise 6’s1 insan (Homo sapiens), 4’
sigir (Bos taurus), 3’1 koyun (Ovis aries), 2’si de kopek (Canis lupus familiaris) kanm
pozitif belirlenmistir. Calismada insan kani pozitifligi diger memelilere oranla yiiksek

bulunmus olup bu sonu¢ da Munoz ve ark.nin (37) bulgulariyla paralellik gdstermistir.

Sonug olarak bu calisma ile Tiirkiye’de ilk kez Cx. pipiens tiir kompleksi iizerine
morofolojik ve molekiiler analizler bir arada kullanilarak karakterizasyon, filogeni ve
kan beslenmesinde konak tercihi ve spekturumunun belirlenmesi iizerine bilimsel
veriler elde edilmistir. Calismayla arastirma yoresinde belirlenen Cx. pipiens
izolatlarinin mt-COI gen bolgesine gore karakterizasyonlar1 yapilarak filogenileri ortaya
konmus ve GenBank kayitlar1 gerceklestirilerek yoresel izolatlar kayit altina alinmastir.
Mevcut ¢alisma, Tiirkiye’de cesitli sivrisinek tiirlerinin epidemiyolojisi ile yaygm tiir
ve/veya alttiirlerin sitogenetigi ve genotiplerinin ortaya konmasi lizerine yapilacak
caligmalara model olma niteligindedir. Calisma ile ayrica s6z konusu tiir kompleksinin
kan beslenmesinde konak egilimleri ve konak tiirleri molekiiler olarak saptanmis ve bu
tiirlerin hem kanatli ve hem de memeli tiirlerinden beslenebilmesinin yaninda kanath

tercihinin daha Onemli oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar da arastirma bdlgesinde
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ozellikle Rift Valley fever, Sindbis viriis, St. Louis encephalitis ve West Nile Fever gibi
viral enfeksiyonlarm yaninda filariosis, dirofilariosis ve avian malaria gibi bir¢ok
paraziter enfeksiyonun nakli acisindan soz konusu tiir kompleksinin yiiksek risk
potansiyeli tasidigini ortaya ¢cikarmistir. Elde edilen sonuglar, Tiirkiye’de Cx. pipiens tiir
kompleksi ve naklettikleri patojenler iizerine kapsamli molekiiler epidemiyolojik

caligmalara ihtiya¢ oldugunu da ortaya ¢ikarmistir.
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