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ORTA KIZILIRMAK HAVZASININ NEVSEHIR BGLﬁMﬁNDE SORUN
OLUSTURAN KARASINEK (DIiPTERA: SIMULIIDAE) TURLERININ
MOLEKULER KLASIFIKASYONU

T.C. Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Veteriner Parazitoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Arahk 2011
Damsman: Doc. Dr. Alparslan YILDIRIM

OZET

Bu calisma, Kizilirmak nehrinin Nevsehir’in Urgiip ve Giilsehir ilcelerinden gecen boliimiinde,
sorun olusturan simuliid tiirlerinin molekiiler karakterizasyonunun yapilmast amaciyla
planlanmistir. Bu amacla Mayis-Eyliil 2011 tarihleri arasinda biri Urgiip diger ikisi ise Giilsehir
ilceleri olmak iizere toplam {i¢ toplama istasyonundan 150 adet simuliid larva orneklemesi
yapilmistir. Toplanan larvalarin 6nce morfolojik incelemeleri yapilmis daha sonra molekiiler
analize gecilmistir. Ornekleme bolgelerinden secilmis toplam 7 larvadan genomik DNA
ekstraksiyonunu yapilmig ve elde edilen DNA’lar parsiyel mitokondriyal cytochrome oxidase
subunit 1 ve ribosomal complete internal transcript spacer 2 ve parsiyel 28S gen bolgelerini
amplifiye eden spesifik primerler ile PCR’a tabii tutulmustur. Elde edilen amplikonlarin sz
konusu gen bolgeleri yoniinden filogenetik analizi i¢in aymi primerler ile sekans analizi
gerceklestirilmistir. Elde edilen izolatlarin GenBank kayitlar1 yapilmis ve diinyadaki benzer
izolatlar ile Multiple alignmentlar1 yapilarak filogenetik analizleri gergeklestirilmistir.
Morfolojik incelemesi yapilan 150 larvanin Simulium sp. genel oOzelliklerini gosterdigi
belirlenmigstir. Mt-COI gen bolgesinin filogenetik analizi sonucu Kizilirmak izolatlar1 arasinda
%97,2-100,0, diinyadan diger Simulium izolatlar1 ile aralarinda ise %87,0-100,0 oraminda
identiklik belirlenmistir. Mt-COI gen bolgesine gore Kizilirmak izolatlar1 Litvanya’dan
GenBank’a kayit yapilmis S. equinum izolatlar1 ile identik bulunmus ve S. (Wilhelmia) equinum
olarak identifiye edilmislerdir. Ribozomal ITS-2 ve 28S gen boélgelerinin filogenetik analiz
sonucu ise Kizilirmak izolatlar1 arasinda %97,6-100,0, diinyadan diger Simulium izolatlar1 ile
ise %75,6-85,8 oraninda identiklik belirlenmistir. Ribozomal ITS-2 gen bdlgesine gore tiim
Kizilirmak izolatlarinin analize tabii tutulan diger izolatlara gore ayri filogenetik bransta yer
aldig1 saptanmustir. Sonug olarak bu ¢aligma ile Tiirkiye’de ilk kez Orta Kizilirmak Havzasinda
sorun olusturan Simulium tiirlerinin molekiiler karakterizasyonlar1 yapilmustir ve Simulium (

Wilhelmia ) equinum’ un varligl ortaya konmustur.

Anahtar Kkelimeler: Simulidae, Kizilirmak, Nevsehir, larva, Molekiiler karakterizasyon
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THE MOLECULAR CLASSIFICATION OF BLACK FLY (DIPTERA:
SIMULIIDAE) SPECIES WHICH POSE A PROBLEM IN NEVSEHIR PART OF
CENTRAL KIZILIRMAK BASIN

Erciyes University, Graduate School of HealthSciense
Department of Veterinery Parasitology
Master’s Thesis, December 2011
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Alparslan YILDIRIM

ABSTRACT

This study was carried out to determine the molecular characterization of simuliid species which
cause a problem in the part of Kizilirmak localized in Urgiip and Giilsehir districts of Nevsehir.
Between May and September 2011, totally 150 simuliid larvae were collected from three
collection sites, one in Urgiip and the other two are in Giilsehir. Morphological examination was
performed before molecular analyzes. Genomic DNA extractions were utilized on 7 larvae
selected from sampled area and PCR analyses were performed with the primer pairs that
amplified mitochondrial partial cytochrome oxidase subunit 1 and ribosomal complete internal
transcript spacer 2 and partial 28S gene regions. Sequence analyses using the same primer pairs
were performed on the obtained amplicons in order to phylogenetic analyses of related gen
regions. GenBank records of isolates were done and performing multiple alignments between
the obtained isolates and other similar isolates from the world completed phylogenetic analyses.
All of the 150 larvae showed the general characteristics of Simulium sp. according to
morphological analyses. The identity rates between the Kizilirmak isolates and other isolates
form the world was determined as %97,2-100,0 and %87,0-100,0 according to the phylogenetic
analyses of mt-COI gene region. Kizilirmak isolates were identical to the S. equinum isolates
recorded from Lithuania to the GenBank according to the mt-COI gene region and identified as
S. (Wilhelmia) equinum. While the identity rates between the Kizilirmak isolates and other
isolates form the world were determined as %97,6-100,0 and %75,6-85,8 according to the
phylogenetic analyses of ribosomal ITS-2 and 28S gene regions. All Kizilirmak isolates were
placed in a separate phylogenetic group with the other analyzed isolates according to the
ribosomal ITS-2 gene region. In conclusion the molecular characterization of Simulium species

from Central Kizilirmak Basin was firstly revealed in Turkey with this study.

Key words: Simulidae, Kizilirmak, Nevsehir, larvae, Molecular characterization
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1.GIRIS VE AMAC

Diptera dizisi, Nematocera dizialt1 ve Simuliidae ailesinde yer alan karasinekler ( Black
Flies ) hem insan hem de hayvan saghgini tehdit etmelerinin yaninda ekonomik ve
ekolojik bakimdan da onemli insektlerdir (1). Orta Kizilirmak Havzasi’'nda Yamula
Barajinin 2006 yilinda faaliyete gecmesi ile birlikte Kizilirmak Nehri’nin Kayseri ve
Nevsehir illerinden gecen yaklagik 150 kilometrelik kisminda Simulium  sp.
popiilasyonunda afet boyutunda biiyiik bir artis meydana gelmis ve bolgede Simulium
spp. salgin1 bas gostermistir (2). Kayseri Valiligi’nin koordinatorliigiinde 2007 yilinda
baslatilan ve halen devam eden miicadele projesi ile karasinek sayisindaki artis kismen
de olsa engellenmistir (2). Ancak biotik potansiyeli yiiksek olan bu sineklerin
olusturduklar1 tehdit devam etmektedir. Yorede yiiriitilen miicadeleye ragmen,
probleme yol acan Simuliidae tiir veya tiirlerinin belirlenmesine yonelik molekiiler
tabanli bir arastirma heniiz yapilmamistir. Boyle bir arastirma Tiirkiye’de de yoktur.
Simuliidae ailesindeki tiirlerin morfolojik identifikasyonlar1 olduk¢a kompleks olup,
beraberinde bir takim teshis hatalarina yol agabilmektedir. Giiniimiizde molekiiler
biyolojinin gelisimine paralel olarak, ozellikle ¢esitli mitokondrial ve ribozomal gen
bolgelerininin  amplifikasyonu ve  DNA  dizi analizleriyle  Simuliidlerin
klasifikasyonunun on plana ¢iktigr goriilmektedir. Bununla birlikte Orta Kizilirmak
Havza’st Kapadokya icerisinde yer almast ve yorenin c¢ok Onemli bir turizm

potansiyeline sahip olmasi, diinyanin hemen her bolgesinden yilda yaklasik ii¢ milyon
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civarinda yabanci turistin yoreye gelmesi bu sineklerin vektorliigiinii yaptig1 cesitli
patojenler ve olusturduklar1 risk potansiyeli agisindan da c¢ok Onemlidir (2). Bu
calismada, yorede sorun teskil eden Simuliid larvalarinin mitokondriyal cytochrome
oxidase subunit 1 ve ribosomal internal transcript spacer 2 ve 28S gen bdlgelerinin
molekiiler analizlerinin  yapilarak, izolatlarin molekiiler karakterlerinin ve
filogenilerinin diinyadaki diger simuliid izolatlar1 ile kiyaslanarak ortaya konulmasi ve
izolatlara ait gen dizilimlerinin Tiirkiye nin biyolojik varliklar1 olarak GenBank’a kayit

edilmesi amaclanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. SIMULIUM TURLERININ SINIFLANDIRMADAKI YERI

Diinyada yaklagik 1750 tiirii kapsayan Diptera dizisi igerisinde Nematocera dizi
boliimiinde yer alan ve diinyanin her bolgesinde goriilebilen 6nemli ailelerden birisi de
Simulidae (Karasinekler, Blackflies) ailesidir. Simulidae ailesinde bu giine kadar 2101’1
yasayan, 12’si ortadan kalkmig (fosil) toplam 2113 tiir tarif edilmis ve bunlarin 1697’si
Simullium soyunda yer almistir (1). Bu tiirlerin ¢ogunda disilere diinyanin cesitli
bolgelerinde yerel halk tarafindan degisik isimler [Buffalo Gnats (ingiltere), mawi
(Afrika), pium veya borrachudos (Brezilya), potu (Hindistan), jejenes (Venezuela),
bocones (Kosta Rika), rodadores (Kiiba), karasinek, kanbur sinek, mucuk veya iivez

(Tiirkiye)] verilmistir.

Simulium tiirlerinin Systema Naturae 2000’e gore sistematikteki yeri Geneious 5.0

yaziliminda hazirlanarak Sekil 2.1°de verilmistir (3).
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Sekil 2.1. Simulium tiirlerinin sistematikteki yeri

2.2. SIMULIUM TURLERININ MORFOLOJiSi

Simuliidler; Kiiciik, esmer, kalin viicutlu, kambur sirtlh Nematocerlerdir (Sekil 2.2).
Simuliumlar disarida yasarlar (exophilic) ve disarida beslenirler (exophagic). Kanat
uzunluklar1 1,5-6 mm ve genellikle giindiizcii sineklerdir. Disilerde tek tek
elementlerden olugsmus (ommatidia) olan gozler kiiciikk ve antenlerin dorsalinde ayri

olarak yer almistir. Erkeklerde ise gozler daha genis ve antenlerin dorsalinde
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bitisiktirler. Antenler her iki cinste de aynidir ve genellikle 11 segmentlidirler. Palpler 5
segmentli olup kisa olan hortumdan oldukca uzundurlar. Kanatlar kisa, genis, pulsuz,
beneksiz ve parlaktir. Ven dolasimi kanadin 6n kenar1 boyunca uzanan iyi gelismis
radial venlerle karakterizedir. Zayif goriiniimlerine ragmen kanatlar oldukca
giicliidiirler. Bu sayede uzak mesafelere u¢ma yetenegi kazanmislardir. Durgun

havalarda 100 km’den fazla ucgabilirler. Etkin ucus alanlar1 18 kilometrelik cap

icerisindedir (4, 5).

Simuliidae

Kisa ve gii¢li
antenler

kaln ve giiglii, posterior
< venler zayif

Kiigiik kambur
sinekler

Sekil 2.2. Ergin Simulium sp.

2.3. YASAM DONGUSU

Karasineklerin pek ¢ok tiiriinde yagam siklusunda farkliliklar vardir. Simuliidlerin larva
dagilimma etki eden en Onemli etkenler mevsim, akinti hizi, madde tipi ve su
derinligidir. Yumurtalar1 yaygin olarak 30-800 arasinda, ortalama 200-300’liikk gruplar

halinde akan sularin kenarlarina ya da direkt olarak suyun i¢ine birakirlar (5-7).



2.3.1. Yumurta

Yumurtalar, once krem-beyaz, sonra siyaha yakin bir renge doniisiirler. 100-400 pum
uzunlugunda ve oval-ii¢ koselidir. Yiizeyleri diizdiir. Gozle goriilebilir yumurta kabugu
ic yumurta membrani ve endokoryondur ya da ¢ok az koryonik plastron gelismistir (6,
7). Oksijen basmcinin yiiksek oldugu akintili sularin yiizeylerine birakilan yumurtalar
da 1yi gelismis bir plastrona gereksinim yoktur. Sonbaharin sonlarinda birakilan
yumurtalardan takip eden baharda su sicakligi yiikselene kadar larva cikisi olmaz.

Simuliid yumurtalar1 kuruluga kars1 hassastirlar (5-7).
2.3.2. Larva

Yumurtalar, larva iiretmek i¢in agilirlar. Hava sicakhigi 20-22°C iken 4-5 giinde
yumurtadan larva cikar. Larva kuyruk emicisi (sucker) ile tas, kiitiik veya su bitkileri
gibi herhangi bir objeye tutunur ve ipeksi ipligi ile 1slanmaktan korunur. Larva, kendi
yasamini siirdiiriip yerlesebilecegi bir yer bulur ve orayi ipek bir ag ile (zarla) 6rmeye
devam eder. Ayni zamanda larvalar maddelere tutunmak icin bol miktarda protein
yapistirict da iiretirler. Larvalar su yiizeyine yakin kalirlar. Hizli akimin oldugu ¢ok
biiyiik nehirlerde larvalar birka¢c metre derinlikte bulunabilirler. Larvalar bir ¢ift basit
g0z, sklerozite basi ve kum saati gibi uzamus viicuda sahiptir. Viicutlar1 90°-180°
biikiilme hareketi yapar. Bas kisminda yelpaze tasimaktadir. Larvalar genellikle 10-100
um biiyiikliigiindeki organik besinlerle (mikroorganizmalar, Orn: Bakteriler) beslenirler.

Bunlar su akiminin hizlandig1 yerlerde boldur (5-7).
2.3.3. Pupa

Son larva doneminden sonraki gelisim evresidir. Pupanin basi ve toraksi tek bir parca
halinde yani sefalotoraks icinde birlesmistir ve segmentli bir karin bulunmaktadir.
Toraks, dikenleri ve koza iplikleri ile ilgili kancalar1 olusturur ve pupa yerinde kalir.
Sefalotoraks kozanin akim yoniine dogru yer degistiren bir cift uzamis dallara ayrilmis
solungaclar tasir. Beslenmeyen pupa, i¢cinde eriskin gelistiginden gitgide kararir. Pupa

kabuklar1 dagildiginda erigkin hava akimiyla siiriiklenir ve hemen u¢gmaya baslar (5-7).



2.3.4. Ergin

Pupadan ergin sineklerin ¢ikmasi, genellikle ve ¢ogunlukla 151k ve 1siya bagli olarak
giindiiz olmaktadir. Pupadan erginlerin ¢ikisi, hava sicakligi 24-28 °C araliginda ve su
sicakligr en diisiik 8 °C iken olmakta ve 9.00-12.00 saatleri arasinda pik seviyeye
ulagmaktadir (5-7).

2.4. UREME

Ergin sinekler iireme yerlerinde birbirlerine yaklasirlar ve ciftlesme yerde sekillenir.
Erkek simulidler disileri 50 cm’den taniyabilir ve ciftlesmek icin onlara yonelirler.
Dollenen disi simulid 30-800 adet yumurta birakabilir. Dollenmis disiler siirii halinde
giin batimi1 ve karanligin basladig1 zaman araligindaki kisa siirede yumurtalarin1 akigkan
olan su iizerindeki otlara birakirlar. Bazi tiirler cm®’ye 2000-3000 yumurta birakirlar.
Kara sinekler sadece hizli akan sularda, barajlardan birakilan sularda, 6zellikle hidro
elektrik barajlarinda tribiinlerden c¢ikan sularda ve daglardan nehirlere akan su
kesimlerinde iiremektedirler (5-7). Simulium tiirlerinde biyolojik siklus Sekil 2.3’de

verilmistir.

Sekil 2.3. Simulium tiirlerinde hayat siklusu, 1: Ergin sinek; 2: Yumurtlama; 3: Larva; 4: Pupa; 5:

Pupadan ¢ikis



2.5.BESLENME

Simulium spp. disileri giindiizleri konaklarindan kan emmek i¢in saldirirlar. Baz: tiirler,
viicudun burun, kulak ve gz gibi organlarina girmek isterler. Bu 6zellikleri insanlar1 ve
evcil hayvanlar1 rahatsiz eder. Erkekleri ise bitki 6ziitii ile beslenirler. Disi simulidlerin
cogu yumurtalarin gelisimi i¢cin kan emmeye ihtiya¢ duyarlar. Bu amagla insan ve
bircok memeliden kan emebilirler. Erkekler ise bitki nektari ile beslenirler. Bu sinekler
ozellikle giindiiz 9.° - 17.%° saatleri arasinda maksimum aktivite gosterirler. Kan emen
disilerin 6mrii 30 giine kadar uzarken bitki 6ziitii ile beslenen erkekler ortalama 10 giin

yasarlar (5-7).

2.6. SIMULIUM TURLERININ ZARARLARI VE VEKTORLUK ROLLERi
Simuliidler bizzat kan emerek zarar vermeleri yaninda, pek ¢ok patojeni de naklederler.
Bu sekilde patojenlere vektorlikk yapmalar1 medikal ve veteriner onemlerini daha da
artirmaktadir. Bu sinekler insan ve hayvanlarin agiz, burun delikleri, gozleri, kulaklar1
basta olmak iizere viicudun degisik boliimlerime saldirarak rahatsizlik verirler. Cok az
ses ¢ikarirlar ancak, aydinlanmig ortamlarda derhal derinin iizerine konarak kan emerler.
Genellikle ¢ok sayida ortaya cikarlar, kiimes hayvanlar1 ve diger ¢iftlik hayvanlarina
stiriiler halinde saldirarak hayvanlarin solunum yollarin1 tikayarak ve/veya toksinleri
(similotoksikozis) ile oliimlere sebebiyet verebilirler. Bu sineklerin sokmalar1 olduk¢a
irritatiftir. Viicudun agikta kalan boliimlerini, Ozellikle yiiz ve boyun bolgelerini
sokarlar. Simulid karasinekler tarafindan insanlara nakledilen en Onemli parazitler
Onchocerca volvulus ve Mansonella ozzardi tiirii nematodlardir. Bu tiirler, diinyanin
Afrotropikal ve Netropikal bolgelerinde yaklasik 17 milyon insanin yakalandigi
“onchocerciasis veya nehir korliigi” olarak bilinen hastaliktan sorumludurlar. Bunun
yaninda kanathilara Leucocytozoon enfeksiyonunu bulastirirlar. Simuliidler kan emerek
yaptiklar1 parazitligin yaninda Onchocerca volvulus, O. gutturosa, O. cervipedis, O.
dukei, O. lienalis, O. ochengi, O. ramachandrini, O. tarcicola, Dirofilaria ursi,
Splendidofilaria fallisensis, Mansonella ozzardi, Trypanosoma avium, Try. confusum,
Try. corvi, Try. numidae, Leucocytozoon anatis, L. smithi, L. caulleryi, Hemoproteus
nettionis tirleri gibi parazitlerin yaninda c¢esitli viral (Arbovirus) ve bakteriyel

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

T1bbi 6nemlerinin yaninda, Simuliidler akarsu ekolojisinin temelini olustururlar. Zira bu

sineklerin aquatik gelisim evreleri (larva) bulunduklar1 sudaki ¢Oziinmeyen organik
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maddelerin filtrasyonunu saglayarak besin zincirinde suyun icilebilir hale gelmesinde
katkida bulunurlar. Karasinekler, temiz su kaynaklarmin c¢evre kirliligine kars1 diizenli
kontrollerinde de ¢ok dnemlidirler. Ciinkii aquatik gelisim evreleri nehirler gibi temiz su
yataklarinin organik ve inorganik kontaminantlara (6rn., seker fabrikasi atiklari,
ciftliklerden gelen hayvansal atiklar, tarima acik ekilip bicilen alanlardan cevreye
yayilan zirai miicadele ilaci insektisitler ve giibreler) karsi olduk¢a duyarhdirlar.
Karasinekler, ayrica morfolojik olarak tiirlerin olusumunun ve retikulat evrimin

anlasilmasinda korunumlu 6zel bir evrimsel 6neme sahiptirler (1, 5-7).

Simuliidae, morfolojik olarak olduk¢a homojen bir ailedir. Bu sinekler, medikal ve
veteriner Oonemleri olduk¢a yiiksek olmasina karsin genellikle ihmal edilmislerdir.
Simuliidlerin taksonomisinde cesitli problemler vardir. Oncelikle diinya iizerinde halen
cesitli bolgesel Simuliid faunalar hakkinda bilgiler yetersizdir. Yeni bulundugu
alanlarda bunlarla ilgili olarak biofarklilik arastirmalarma ve revizyoner calismalara
ihtiya¢ bulunmaktadir. Bunun yaninda hali hazirda supraspesifik klasifikasyon stabil

olmayip problemlidir. Bircok tiir veya tiir gruplar1 yanls soylarda klasifiye edilmektedir

1, 5-7).

Cesitli kan emici Diptera tiirlerinde beslenme i¢in konak tercihi cesitli enfeksiyozler
icin risk faktorlerinin ortaya konulmasinda 6nemli oldugu bildirilmistir. Bu amagcla
kanath, memeli ve diger omurgalilara spesifik mitokondriyal gen bolgelerini ¢ogaltan

primerler kullanilmaktadir (8, 9).
2.7. TURKIYE’DE SiMULIID SINEKLER UZERINE YAPILAN CALISMALAR

Tiirkiye’de giiniimiize kadar simuliid sinekler ve onlarin etkileri {izerine yapilmis
kapsaml ¢aligmalar ¢ok simirhidir. Bununla birlikte, 1994 yil1 ilkbaharinda Erzurum’un
bazi ilgelerinde sigirlarin giiniin giinesli saatlerinde kiigiik karasinek saldirilar1 sonucu
yaklasik 100 hayvanin 6ldiigii vakada, sigirlara saldiran ve Olime sebep olan kiiciik
karasineklerin Almanya’da yapilan laboratuar teshisleri sonucu Tetisimulium bezini
(Corti) (= T. condici Baranov) (Diptera, Simulidae) oldugu ortaya konmustur (10). Daha
sonra Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dalinda bir kadina ait idrar 6rneginde Simulium sp. larvasi bildirilmistir (11).
Tiirkiye’nin Simulium faunasima katki saglayacak smirli sayida ¢alisma rapor edilmistir
(2, 10, 12-22). Bu c¢alismalardan Kazanc1i ve Cleargue-Gazeau, (12) Tiirkiye’de

Simuliidae faunasi iizerine ilk detayli ¢calismay1 yapmuslar ve 22 tiir (20’si yeni kayit)
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rapor etmislerdir. Takiben Cleargue-Gazeau ve Kazanci, (13) Tiirkiye’de 26 tiirii (7’si
yeni kayit) bildirmislerdir. Balik ve ark., (14), Dikili-Ayvalik yoresinde Yelkoprii
magarasi ve civarinin sucul faunasinin tespiti amaciyla yaptiklar1 calismada Eusimulium
angustitarse’yi rapor etmislerdir. Sirin ve Sahin (15), Sakarya Nehir Havzasi’'nda 23
tiirll (10’u yeni kayit) rapor etmislerdir. Crosskey ve Zwick (16), Tiirkiye’nin Anadolu
boliimiinde 9 yeni tiirii tarif etmislerdir. Yine Zwick (17), daha once kaydedilmis
tiirlerin yeni istasyonlardan kayitlarini vermistir. Kazanci ve Ertung (18), Tirkiye
Simuliidae faunasina iligkin 19 tiiri (5’1 yeni kayit) ve bu tiirlerin baz1 ekolojik
ozelliklerini bildirmislerdir. Ayni arastiricilar (19), Tiirkiye’nin kuzey, bat1 ve
giineyinden topladiklar1 6rneklerde 15 tiir (5’1 yeni kayit) identifiye etmislerdir. Ertunc
ve ark., (20), Yedi Goller Milli Parki’'nda Simuliidae faunasi iizerine yaptiklari
arastirmada 7 tiir identifiye etmislerdir. Ertung (21), Tiirkiye’nin batisindaki bazi
akarsu sistemlerinin (Koycegiz Goli ¢evresi, Biiyilk Menderes Nehri cevresi ve
Yedigoller Milli Parki) Simuliidae faunasi {izerine yaptig1 ¢calismada 1 alt familyaya ait
2 cins, 5 alt cins ve 17 tiir saptamistir. Kazanci ve Ertun¢ (22), Yesilirmak Nehir
Havzasr’nin Simuliidae faunasmni ve Simuliidae tiirlerinin su kalitesi ile iliskilerini
belirlemek amaciyla yaptiklar1 caligmada 10 tiir (1’1 Yesilirmak Havzasi i¢in ilk kayit)
identifiye etmislerdir. Diger yandan Yilmaz ve ark. (2) Kayseri-Nevsehir arasinda kalan
Orta Kizilirmak alaninda Simulium enfestasyonlariin afet boyutundaki artisini rapor

etmislerdir.
2.8.SIMULIID SINEKLER UZERINE YAPILAN MOLEKULER CALISMALAR

Simulidlerin taksonomik klasifikasyonu konvansiyonel olarak larvada kromozomal
analiz, pupada morfoloji ve erginlerinde dis yap1 morfolojisine dayanmaktadir. Tiir
ayrimi morfolojik ve sitolojik olarak ¢ok zordur (5, 23, 24). Bunun yaninda bu aile icin
genis ¢aph kladistik filogenetik ¢alismalar sadece birka¢ calisma ile smirhdir (5, 25,
26). Karasineklerin taksonomisi ile ilgili DNA sekans ¢alismalar1 16S ribozomal RNA
ve transfer RNA (28) gen bolgelerinin arastirilmasiyla baslamistir. Daha sonra ise 16s
rRNA ve NADH subunit 4 (ND4) gen bolgeleri kismen kullanish olmustur (5, 29, 30).
Son yillarda ise Simulium tiirlerinin DNA tabanh klasifikasyonunda ise ITS (Internal
transcribed spacers) (31) ve COI (Cytochrome oxidase I) (32) gen bdlgeleri polimorfik
bolgeleri ve bu sekilde ozgiilligli yiiksek molekiiler klasifikasyon yapilmaya

baslanmistir.
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Hebert ve ark.(33, 34) Simuliidae ailesindeki tiirlerin identifikasyonu i¢cin DNA’nin
mitokondrial sitokrom oksidaz gen bolgesinin yaklasik 658 bp bdolgesini amplifiye
etmislerdir. 5 cinse (Prosimulium, Twinnia, Stegopterna, Cnephia ve Simulium) ait 15
Nearktik karasinek tiiriinde niiklear rDNA’nin ITS1 gen bolgesi Simuliidler iizerindeki
ilk sistematik caligmalardwr. 18S ve 5.8S arasinda bulunan ITS1 gen bolgesi ¢ok
degisken bir bolgedir (35). Simuliidler’ deki ITS1 gen bolgesi calismalar:
onchocerciasis’in tastyiciligmi yapan Simulium damnosum iizerinde yogunlagmistir.
Simulium tiirlerinin ITS1 gen bolgesi 240 niikleotitden 400 niikleotide kadar degisik
uzunluktadir (36-38). Tayland da 29 Simulium tiirii bilinmektedir. Pramual ve ark. (39)
Tayland da sitokrom oksidaz gen bolgesi tabanli sekanslarda Gomphostilbia (Simulium)

alt tiirtinde 13 tiirii identifiye etmiglerdir.

16S rRNA ve ND4 (NADH dehydrogenase subunit 4) genlerinin mitokondriyal DNA
sekanslarina bagh olarak, Tang ve ark. (40) Bat1 Afrika’daki Simulium damnosum’un 6
susu ile olan filogenetik yakinlhigin1 gostermiglerdir. Ayni gen bolgeleri hem Afrika
hemde Giiney Amerikadaki farkl Simulium tiirlerinin filogenetik akrabaliklar1 {izerinde

de calisilmustir (38, 41).

Kriiger ve ark. (42), mitokondrial 16 S rRNA gen sekansi ¢alismalar1 ile Simulium
damnosum’un Dogu ve Bati Afrika sugslarinin filogenetik akrabaligini ortaya

koymuslardir.

Higazi ve ark, (29), Sudan’in farkh yerlerinden toplanan Simulium orneklerinin 16 S
rRNA ve ND4 gen sekanslar1 ile S. damnosum ve S. sirbanum’un filogenetik olarak

birbirlerine yakin olduklarin1 gostermislerdir.
2.9. SIMULIUM TURLERI iLE MUCADELE

Simuliid sinekler Insekta smifinda miicadelesi en zor olan arthropodlardandir. Bu
sineklere karsi diinyanin cesitli bolgelerinde miicadele programlar1 uygulanmistir.
Ozellikle sinir asan nehirlerde, iilkeler arasi isbirligi ile kapsamli c¢alismalar
yiiriitiilmiistiir. Bu miicadelelerde Diinya Saglik Teskilati (WHO) tarafindan izin verilen
larvicid etkili Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) kullanilmistir. Kana’da (43),
Amerika Birlesik Devletleri (7), Brezilya (44), Arjantin (6), Hindistan (45), Tiirkiye (3)
ve Afrika kitasmin bircok boliimiinde Simiulidae miicadelesinde Bti sistematik sekilde

kullanilmis ve basarili sonuclar alinmistir.
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Orta Kizihrmak Havzasinda Afet Boyutunda Yasanan Simulium Enfestasyonu

Orta Kizilirmak Havzasinda Kayseri ili Yemliha Kasabasinda insa edilerek 2003 yilinda
su tutmaya baglayan Yamula Barajinin 2006 yilinda faaliyete gecmesi ile birlikte
Kizilirmak nehrinin Kayseri ve Nevsehir illerinden gecen 150 kilometrelik kisminda
Simulium spp. populasyonunda afet boyutunda biiyiik bir artis meydana gelmis ve
bolgede Simulium sp. salgint bas gostermistir. Karbondioksite affinitesi olan ergin
Simulium tiirleri, insanlarin ve hayvanlarin agiz ve burunlarina saldirdiklar1 i¢in bolgede
biiyiik rahatsizlik olusturmustur (Sekil 2.4). Bir turizm bolgesi olan Kapadokya’da
Simulium afeti 2007 yilinda biiyiik bir hizla ilerlemis ve hem bolge turizmini hem de
kirsal alanlarda cift¢ilerin ¢aligmalarinin yani sira insan ve hayvan saghgimni da tehdit
eder duruma gelmistir. Futbol turizminin ilerlemis oldugu Nevsehir’in ilcesi olan
Avanos’ta futbol takimlar1 Simulium salgmindan dolayr 2007 yilinda bolgeyi terk
etmeye baglamis, esnaflar is yerlerine gidemez ve diikkanlarini acamaz hale gelmisler,
hemen hemen giinliik hayatin durma noktasina geldigi ilcede biiyiik ekonomik kayiplar
meydana gelmistir. Kapadokya bolgesinde turistik amach tracking faaliyetleri, binicilik
sporu gibi bir¢ok turistik etkinlik sekteye ugramistir. Orta Kizilirmak havzasinda nehrin
gectigi bolgeler ve yakin ¢evresinde tarim ile ugrasan cift¢iler Simulium sp. nedeniyle
magdur olmuglar ve tarlalarinda calisamaz duruma gelmislerdir. Salgin nedeni ile
merada otlayan hayvanlarda strese bagl verim diisiikliikleri gozlenmistir. Bu sekilde
Kapadokya bolgesinde gerek turizm gerekse tarim ve hayvancilik faaliyetleri iizerine

biiylik 6l¢iide olumsuz etkiler olusturan Simulium tiirlerine karsi kapsamli miicadele

caligmalar1 baslatilmistir (2).

Sekil 2.4. Kizilirmak gevresinde Insan ve Hayvanlara saldiran Simulium Tiirleri ( Orijinal )
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Orta Kizihrmak Havzasimin Yapisi

Bolgenin Genel Yapisi

Afet boyutunda simuliid enfestasyonunun goriildiigii ve miicadelenin yapildigr Orta
Kizilrmak Havzasmin Yamula Barajindan itibaren Kayseri ve Nevsehir illerinden
gecen kismm yaklasik 150 kilometre olup nehrin 43 kilometresi Kayseri Il smirlari

icerisinde, 107 kilometresi Nevsehir il sinirlari icinde yer almaktadir (Sekil 2.5).

Kayseri ilinde Yamula Baraji Kocasinan Ilcesinde insa edilmis olup nehrin barajdan
sonraki kismi Kocasinan ve Incesu ilcelerinden gecmektedir. Nehrin bu boliimiinde
nehir iizerinde dort adet koprii bulunmaktadir. Kopriilerden birincisi Yemliha
Kasabasinda bulunmaktadir. Tkinci Koprii Incesu ilce sinirlari icerisinde olan demiryolu
kopriisiddiir.  Uciincii  koprii  Kayseri-Ankara Otobaninin nehir iizerinden gectigi
kopriidiir. Dordiincii koprii ise Tekgoz Kopriisii olarak bilinen M.S. 1202 yilinda

yapilmis olan tarihi bir kopriidiir.

Kizilirmak nehri Nevsehir ilinde ise siras1 ile Urgiip, Avanos ve Giilsehir ilcelerinden
gecmektedir. Bu boliimde nehir {izerinde alt1 adet koprii bulunmaktadir. Bu kopriilerden
birincisi Sarihidir koyiinde, ii¢c tanesi Avanos ilgesinde, besincisi Giilsehir il¢esinde ve

altincis1 Nevsehir ile Kirsehir il sinirinda Abusagi Kasabasinda yer almaktadir.

Yore insani, nehrin Kayseri ve Nevsehir illerinde gecen boliimiinde agirlikli olarak
geleneksel tarim ve hayvancilikla ugragmaktadir. Diger yandan Nevsehir’in ozellikle

Avanos ve Urgiip ilcelerinde turizm, baslica ekonomik sektordiir (2).
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Sekil 2.5. Simulium spp. salginmin goriildiigii Orta Kizilirmak Havzasi

Orta Kizihrmak Havzasinda Simulium spp. Salgininin Nedenleri

Yamula Baraji Hidroelektrik santralinin 2006 yilinda faaliyete ge¢mesi ile birlikte
Simulium spp. populasyonunda biiyiikk bir artis meydana gelmistir. Baraj faaliyete
gecmeden Once ilkbahar aylarinda kar sularinin erimesi ve yagislarin etkisi ile nehirde
seller meydana gelmekte ve nehir tabanindaki bitki Ortiisii temizlenmekte ve sellere
bagli olarak nehir yatagi alevuyon icermekteydi. Yamula Baraji Hidroelektrik
Santralinin faaliyete gec¢mesi ile birlikte nehir debisi 80 metrekiip/saniye ile 150
metrekiip/saniye degerleri arasinda sabitlenmis olup nehir tabanindaki su bitkileri ¢ok
yillik bitkiler haline doniismiistiir. Bu bitkiler Simulium larvalarmin  yaz-kis

tutunabilmesi i¢in uygun bir ekosistem haline gelmistir (2).

Yamula Baraji Hidroelektrik santrali insaasindan sonra nehirde adeta bir siizge¢ gorevi
gormiis ve nehirin temizlenmesine neden olmustur. Yemliha Baraji Hidroelektrik
Santrali tirliblinii baraj golii yiizeyinin 1003,53-973,53 metre asagisindan temiz ve
soguk suyu nehir yatagina vermekte ve 96,47 metre net dizayn diisiisii ile suyun
oksijenlenmesine neden olmaktadir. Disi Simulium’lar yumurtalarii bol oksijenli temiz

akarsulara biraktiklar1 icin, bu su ortamu ergin Simulium sp. i¢in ¢ok uygun bir
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yumurtlama alanini olusturmustur (1,2). Diger yandan 2004 yilinda Kayseri Atik Su

aritma tesisinin faaliyete gecmesi de nehir suyunun temizlenmesine katki saglamistir.

Yamula Baraji ve Hidroelektrik santralinin nehirde bir siizge¢ gorevi gorerek suyun
temizlenmesini saglamasi, hidroelektrik santrali tiriibiinlerinden 96,47 metre net dizayn
diististi ile nehir suyunun oksijen diizeyinin artmasi, nehrin debisinin barajin etkisi ile
80-150 metrekiip/saniye araliginda sinirlanmasi ve Kayseri Atik Su Aritma Tesisinin de
nehir suyu temizligine katki saglamasi ile birlikte Kizilirmak Nehrinin Kayseri ve
Nevsehir illerinden gecen 150 kilometrelik kismi  Simulium  erginlerinin
yumurtlayabilecegi, larvalarinin su alt1 bitkilerine kolaylikla tutunabilecegi ve bu
bitkiler iizerinde kolaylikla yasam dongiisiinii devam ettirip énce pupa yasam formu,
daha sonra ergine doniisebilecegi uygun bir ekosistem haline gelmesi bolgede Simulium

salginina neden olmustur (2).

Simulium Salgimnin Bolgeye Etkileri

Turizm Uzerine Etkileri

Bolge, 60 milyon yil once Erciyes, Hasandagi ve Giillidag’in piiskiirttiigii lav ve
kiillerin olusturdugu yumusak tabakalarin milyonlarca yi1l boyunca yagmur ve riizgar
tarafindan asindirilmasiyla ortaya cikmistir. Insan yerlesimi Paleolitik doneme kadar
uzanmaktadir. Hititler'in yasadigi topraklar daha sonraki donemlerde Hristiyanligin en
onemli merkezlerinden biri olmustur. Kayalara oyulan evler ve Kkiliseler bolgeyi
putperestlerin zulmiinden kacan Hiristiyanlar i¢in devasa bir siginak haline getirmistir.
Kapadokya bolgesi, basta Nevsehir olmak iizere Kirsehir, Nigde, Aksaray ve Kayseri
illerine yayilmig bir bolgedir. Kapadokya bolgesi, doga ve tarihin biitiinlestigi bir yerdir.
Cografi olaylar Peribacalari'mi1 olustururken, tarihi siirecte, insanlar da bu peribacalarinin
iclerine ev, kilise oymus, bunlar1 fresklerle siisleyerek, binlerce yillik medeniyetlerin
izlerini giiniimiize tasimistir. Insan yerlesimlerinin Paleolitik doneme kadar uzandigi
Kapadokya'nin yazili tarihi Hititlerle baslar. Tarih boyunca ticaret kolonilerini
barmdiran ve iilkeler arasinda ticari ve sosyal bir koprii kuran Kapadokya, ipek

Yolu'nun da 6nemli kavsaklarindan biridir (2).

Bu ozellikleri ile yerli ve yabanci bir¢ok turistin ilgi odagi haline gelmis olan bolge
turizmi 2007 yilinda Simulium spp salginindan dolayr olumsuz etkilenmistir. Bolgeyi
her yil yaklasik 3 milyonu civarinda turist ziyaret etmektedir. Simulium sp. erginleri

karbondioksit affinitelerinden dolay1 insanlarmn agiz ve burunlarina saldirarak biiyiik



16

rahatsizliklar olusturmaktadir. Sadece giindiiz aktivitesi olan Simulium sp. erginleri
ozellikle havalarm sicak oldugu giinlerde insanlarin nefes almalarini engelleyecek kadar
yogunlasmakta ve insanlarin acik alanlarda dolagsmalarini engellemektedir. Simulium sp.
salginmin ¢ok yogun goriildiigii 2007 yil1 yaz mevsiminde bdlgede bir ¢cok insan maske

takmayi tercih etmistir (2).

Son yillarda Nevsehir ili Avanos ilgesinde gelisen futbol turizmi de 2007 yilinda ortaya
cikan Simulium salginindan olumsuz 6lgiide etkilenmistir. Spor yapan insanlarin
solunumlar1 hizlandigindan daha c¢ok karbondioksit salinimi yapmakta ve bu da
Simulium erginlerinin futbolculara daha yogun bir sekilde saldirmalarina neden
olmaktadir. 2007 yili Temmuz aymda Avanos Ilgesini bir haftada Simulium salgin
nedeni ile 40 tane futbol takimi terk etmis ve bolgedeki futbol turizmi biiyiik sekteye

ugramistir (2).
Hayvancihk Uzerine Etkileri

Simulium erginleri karbondioksit affinitelerinden dolay1 insanlara oldugu kadar
hayvanlarada rahatsizlik vermektedir. Simulium salgiinin basladigr 2007 yili yaz
aylarinda salgin 6zellikler biiyiik bas hayvanlarda burun deliklerini tikayacak boyutlara
ulagmustir. Merada otlayan hayvanlarda salgindan dolay1 asir1 rahatsizhik goriilmiistiir.
Meraya ¢ikan hayvanlarin asir1 rahatsizlik duyduklar1 ve beslenemedikleri gozlenmistir.
Hayvancilikla ugrasan ciftcilerin sicak yaz giinlerinde bu rahatsizliktan dolay1
hayvanlarini meraya c¢ikartmak yerine ahirlarda kapali tutmayr tercih ettikleri
goriilmiistiir. Hayvanlarim1 meraya c¢ikartan ciftgilerin  Simulium erginlerini uzak
tutabilmek icin merada ates yakarak siirekli dumanlama yaptiklar1 gozlenmistir. Bunun
yaninda Simulium erigkinleri kanathlarda bir protozoon olan Leucocytozoon tiirlerine

vektorliik yapmaktadirlar (2).
Tarimsal Faaliyetler Uzerine Etkileri

Simulium tiirlerinin erkekleri bitki oziitii ile, disileri ise kan emerek ve bitki 6ziitleri ile
beslendiklerinden ¢ogunlukla yesil alanlarda ve tarimsal arazilerde yogunlagmaktadir
(1). Tarimla ugrasan c¢iftciler 2007 yilinda baslayan salginda tarlada verimli bir sekilde
calisamamuslardir. Ciftgilerin  bu rahatsizliktan korunmak icin maske taktiklar:

goriilmiistiir (2).
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Halk Saghg Uzerine Etkileri

Simuliidler bizzat kan emmenin yanmda insan ve hayvanlara saldirilar1 ile zarar
verdikleri gibi bircok patojenin bulastirilmasinda da vektdr olarak gorev yapmalari
bakimindan 6nemlidirler. Az ses ¢ikarirlar ancak, aydinlanmis ortamlarda derhal derinin

tizerine konarak kan emerler.

Sokma oldukca irritatiftir. Ozellikle yiiz ve boyunu isirirlar. Simuliidlerle zoonotik
karakterli nematodlardan Onchocerca tiirleri nakledilir. Nehir korliigii olarakta bilinen
Onchocercosis insanlarda kalicig1 korliige neden olmaktadir. Sokmalar genellikle agrili
degildir ancak, birka¢ giin siiren bir kasinti, sislik ve irritasyon olusabilir. Zehir, bezler
tizerine spesifik etkilidir ve kulaklarla boyunda masoidite benzer semptomlara neden

olabilir (1,2).

Bu calismada, yorede sorun teskil eden ve Kizilarmak’in Nevsehirin Urgiip ve Giilsehir
ilcelerinden gecen boliimiinde bazi istasyonlardan toplanmis olan simuliid larvalarinin
mitokondriyal cytochrome oxidase subunit 1 ve ribosomal internal transcript spacer 2 ve
28S gen bolgelerinin molekiiler analizlerinin yapilmasi, ve GenBank’a kayith diger
simuliid izolatlar1 ile kiyaslanarak molekiiler karakterlerinin ve filogenilerinin ortaya

konulmas1 amaclanmastir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. SAHA CALISMALARI
3.1.1. Arastirma Sahasi

Calisma Mayis-Eyliil 2011 tarihleri arasinda Kizilirmak nehrinin Nevsehir’in Urgiip ve
Giilsehir ilgelerinden gecen boliimiinde, simuliid yogunlugu dikkate alinarak
belirlenmis ii¢ toplama istasyonunda gergeklestirilmistir (Sekil 3.1, Sekil 3.2, Sekil 3.3,
Sekil 3.4.). Ornekleme yapilan bolgelerde es zamanh olarak GPS ile bolgenin
koordinatlar1 ve haritas1 ¢ikarilmistir (Tablo 3.1). Aym1 zamanda sicaklik, pH ve rolatif
nem Ol¢iimii yapilmistir. Bununla birlikte simuliidlerin biyolojisinde onem arz eden
bolgenin nehir yatagi, vejetasyonu, suyun debisi ve karakteri gibi ¢esitli 6zellikleri kayit

altina alinmustir.
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134 km

Sekil 3.3. Ornekleme istasyonu C

3.1.2. Simuliid larvalarinin toplanmasi

Simuliid larvalar1 nehir yatagi i¢inde tutunduklar: bitkilerden forsepsler yardimi ile agzi
vida kapakl vialler icerisine toplanmistir. Fiksatif olarak simuliid larvalar1 i¢in %95°lik
etil alkol kullanilmistir (46). Larva orneklemesi yapilan odaklar ve toplanan larva sayisi

Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1 Simulium larvalarinin toplandig1 odak ve larva sayilari

istasyon Koordinat Bagh oldugu merkez Larva sayisi
A 38°43°.58.78"°K; 34°55°.45.91”°D Urgiip 50
B 38°45°.25.17"°K; 34°36°.55.32”’D Giilsehir 50

C 38°46°.33.74°K; 34°34°.12.75°D Giilsehir 50
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o Urgap
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Sekil 3.4. Simuliid larva 6rneklemesi yapilan istasyonlarin harita iizerinde goriiniimii

3.2. LABORATUVAR CALISMALARI
3.2.1. Morfolojik inceleme

Toplanan larvalarin mikroskobik incelemesi Olympus SZ11 marka ve model alttan
aydinlatmali stereo mikroskopta yapilmig ve Olympus DP60 mikroskop kamerasinda

goriintiiler kaydedilmistir.
3.2.2. Molekiiler inceleme
3.2.2.1. Genomik DNA Ekstraksiyonu

Simuliid tiirlerinin molekiiler klasifikasyonu ve filogenisi icin seg¢ilen odaklardan
toplanan larvalardan genomik DNA ekstraksiyonu, Erciyes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali Laboratuari'nda bulunan ekstraksiyon {iinitesinde
yapilmigtir. Simuliid larvalarnin  her biri ©6nce sterii DNA’se RNA’se free
mikrosantrifiij tiiplerine alinmis ve iizerlerine siv1 azot ilave edilerek steril pestle ile toz
haline getirilmistir. Daha sonra tiiplerin iizerine 25ul proteinase K ve 200ul Tissue
Lysis Buffer (Bioneer) ilave edilerek, 60°C’de 1 gece su banyosunda tutulmustur. Daha
sonra tiipler ultrasantrifiije yerlestirilerek 14.000 rpm’de 1dk santrifiij edilmistir.
Tiiplerden santrifiij sonrast 200ul alinarak tam otomatik DNA/RNA ekstraksiyon
cihazinda (Bioneer ExiprepTM 16) genomik DNA ekstraksiyonu gerceklestirilmistir.
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Final eliisyon 50ul olacak sekilde ayarlanmis ve elde edilen genomik DNA miktarlar1
Nanodrop spektrofotometre (ACT Gene ASP-3700) kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Genomik
DNA ekstraktlar1 kullamlana dek -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2.2 DNA amplifikasyonu ve Elektroforez

Larvalardan elde edilen genomik DNA ekstraktlar1 ribosomal internal transcript spacer
2 (ITS-2) ve 28S gen bolgesinin yaklasik 430 bp gen fragmentini amplifiye eden ITS2F
(5’-TTGAACGCATATCGCACTTCTTGC-3’) ve ITS2R (5’-CCTTATTAATATGCTT
AAATTCAGGG-3’) (35); mitokondrial cytochrome oxidase I (mt-COI) gen bolgesinin
yaklastk 658 bp gen fragmentini amplifiye eden LCOI1490 (5°-
GGTCAACAAATCATAAAGAT ATTGG-3’)  ve HCO2198 (5’-TAAACTTCAGG
GTGACCAAAAAATCA-3’) (34) primerler ile PCR tabii tutulmustur.

Reaksiyon karigimi her iki primer seti i¢in de 25ul final konsantrasyonda hazirlanmastir.
Ribosomal ITS2 gen bolgesi ve mt-COI gen bolgesi igin ilgili kaynaklarda (46, 47)
belirtilen protokoller modifiye edilerek reaksiyon karisimi: 10X PCR buffer, 2 mM
MgCl,, 0.2 mM her bir ANTP, 1.3 uM her bir primer, 2.3U Taq DNA polymerase ve
50ng template DNA kullanilmistir.

Laminar kabin icerisinde steril sartlarda hazirlanan PCR reaksiyon karisimi 0,5 ml'lik
DNA'se ve RNA'se free ependorf tiipleri igerisine konulmustur. Tiipler thermalcycler
cihazina (Thermo Hybaid) yerlestirilerek amplifikasyona tabi tutulmustur. Ribosomal

ITS-2 gen bolgesinin amplifikasyonu icin gerekli PCR sartlar1 asagida verilmistir (46).

1. 95 °C 5dk 1 siklus
2.94°C 1dk

3.58°C 1dk 35 siklus
4.72°C 2dk

5.72°C 10dk 1 siklus

Mt-COI gen bolgesinin amplifikasyonu icin uygulanan termal profil asagida
gosterilmistir (47).
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1.96°C 1dk 1 siklus
2.94°C 1dk

3.55°C 1dk 35 siklus
4.72°C 1.5dk

5.72°C 10dk 1 siklus

PCR analizlerinde herhangi bir kontaminasyonun meydana gelip gelmedigini

belirlemek amaci ile steril deiyonize su negatif kontrol olarak kullanilmistir.

PCR ile amplifikasyon sonucu elde edilen amplikonlarin goriintiilenmesi amaciyla
9%1,5'lik agaroz jel hazirlanmistir. Elde edilen PCR iiriinlerinin her birinden 10 pl alinip
90 V'da 50 dk, jel elektroforeze tabii tutulmustur. Sonuglar CLP Jel Dokiimantasyon
Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz programu (UVP INC Uplant, CA ) ile

goriintiilenip analiz edilmistir.
3.2.2.3. Sekanslama ve Filogenetik Analiz

Larvalarin ribosomal ITS-2 ve mt-COI gen bolgelerinden elde edilen PCR fiiriinleri,
High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) kullanilarak jel piirifiye edilmistir.
Piirifikasyon sonrasi ornekler ITS-2 gen bolgesinin analizi i¢in ITS2F ve ITS2R, mt-
COI gen golgesi icin LCO1490 ve HCO2198 primerleri ile cift yonlii olarak
sekanslanmistir. Cift yonlii DNA dizisi ortaya konan orneklerin BioEdit Sequence
Alignment (48) ve Geneious 5.5.5 (49) yazilimlar1 ile pairwise alignmentlar1 yapilarak
final dizilim 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 ve Geneious 5.5.5 (49)
yazilimlarinda (50) Multiple alignmentlar1 yapilarak filogenileri arastirilmis ve
molekiiler karakterizasyonlar1 ortaya konmustur. Filogenetik agacin olusturulmasinda
Neighbor Joining metodu model olarak ise Tamura-Nei modeli kullanilmastir.

Resampling metodu Bootstrap, replikasyon sayis1 1000 belirlenmistir.



4. BULGULAR

4.1. SIMULIID ORNEKLEMESIi YAPILAN iSTASYONLARIN OZELLIiKLERIi

Nehir Debisi: Kizilirmak nehrinin miicadele yapilan bolgedeki debisi mevsime,
tarimsal faaliyetlere ve Bayramhacili Barajinin elektrik iiretim programina gore
degisiklik gostermektedir. Ornekleme zamaninda su debisi A, B ve C istasyonlar1 icin

sirastyla 130, 135, 140 metrekiip/saniye Ol¢iilmiistiir

Nehir Suyu Sicakhigi: Arastirma yoresinde nehir suyu sicakliklart mevsime ve 1sinin
olciildiigii bolgeye gore degisiklik gostermektedir. Ornekleme zamaninda su sicakhig A,

B ve C istasyonlar1 i¢in sirasiyla 8,3, 8,7 ve 9,1 °c Olctilmiistiir.

Ph Degerleri: Calisma yapilan bolgede Ph degerleri A, B ve C istasyonlar1 icin

sirastyla 7,4, 7,5 ve 7,9 olarak 6l¢iilmiistiir.

O, Degerleri: Calisma yapilan bolgede Ph degerleri A, B ve C istasyonlari i¢in sirasiyla
5,2,7,1 ve 6,5 olarak oOlciilmiistiir.

Ornekleme alanlarma ve simullid gelisme donemlerine ait bazi formlarin goriintiileri

Sekil 4.1-4.3’de verilmistir.



Sekil 4.1. Simulium yamurtalari ( Orijinal )

Sekil 4.2. Su bitkisine tutunmug Simulium sp. Larvalar ( Orijinal )
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Sekil 4.3. Simulium larvasi ( Orijinal )

4.2. MORFOLOJIK ANALIiZ SONUCLARI

Incelenen larvalarda viicudun bas, toraks ve abdomen olmak iizere ii¢ kisimdan
olustugu ve simirlar1 ¢cok belirgin olmayan 11 segmentten meydana geldigi goriilmiistiir
(Sekil 4.4). Basin genis oldugu ve belirgin bir bicimde viicuttan ayrildigi, basta iyi
gelismis bir ¢ift anten, agiz parcalar1 ve bir ¢ift sefalik fan bulundugu belirlenmistir

(Sekil 4.5).



Sekil 4.4. Simulium sp. larvalar (Orijinal)

Sekil 4.5. Simulium sp. larvasi (Orijinal)
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Viicudun gogiis bolgesi kalin olup ventral tarafinda, ucunda kancalardan oluslmus bir
halkanin bulundugu bir adet proleg gozlenmistir. Abdomen sekiz segmentten meydana
gelmis olup ilk kisminin daha ince ve sonuna dogru tekrar genisledigi goriilmiistiir.
Viicudun sonunda ¢ok sayida kanca igceren bir halka (posterior proleg) goriilmiistiir.
Anal acikligin dorsal kisminda “rektal organ” ya da “anal solungaglar” adi verilen
cikintilarin yer aldigi goriilmiistiir. Bas kapsiiliinde post genal yarik, sefalik apotom
tizerinde ise benek seklinde lekeler ve sefalik fanlarm varhigi dikkati ¢ekmistir.
Larvalarin gogiis bolgesinde, solunga¢ histoblastlart (pupal solunum filamentleri)

toraksin iki yaninda dis viicut ortiisiiniin altinda kivrilmis bir sekilde tespit edilmistir.
4.3. MOLEKULER ANALIiZ SONUCLARI
4.3.1. PCR Sonuglar

Incelemesi yapilan 3 bolgeden toplanan toplam 150 larvanin ribosomal ITS-2 ve 288 ile
mt-COI gen bolgelerinin spesifik primerler ile parsiyel amplifikasyonlar1 sonucu

iiriinlerin jel agarozda goriiniimleri Sekil 4.6’ ve Sekil 4.7’ de gosterilmistir.

M 1 2 3 4 5

430 bp

Sekil 4.6. Simuliid larvalarinin complete ITS-2 ve parsiyel 28S gen bolgesini amplifiye eden ITS2F ve
ITS2R primerleri ile PCR sonucu elde edilen pozitif amplikonlarin jel elektroforezde goriintimii M:
Marker; 1,2,3,4: Pozitif 6rnekler; 5: Negatif kontrol
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658 bp

Sekil 4.7. Simuliid larvalarimin parsiyel COI gen bolgesini amplifiye eden LCO1490 ve HCO2198
primerleri ile PCR sonucu elde edilen pozitif amplikonlarin jel elektroforezde goriintimii M: Marker;
1,2,3: Pozitif 6rnekler; 4: Negatif kontrol

Elde edilen amplikonlarin jel piirifikasyonlar1 sonrasi DNA miktarlar1 olciilmiis ve
uygun konsantrasyonda olanlardan A bolgesi icin 3, B ve C bolgeleri icin ise 2’ser
amplikon sekans analizi i¢in ayrilmistir. Jel piirifiye amplikonlarin agaroz jeldeki

goriinimleri Sekil 4.8 ve Sekil 4.9’da verilmistir.

M 1 2 3

Sekil 4.8. Simuliid larvalarinin complete ITS2 ve parsiyel 28S ribozomal gen bolgesinin
amplifikasyonu sonrasi jel piirifiye edilen 6rneklerin jel elektroforezde goriiniimii. M:
Marker; 1,2,3: Pozitif 6rnekler
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Sekil 4.9. Simuliid larvalarinin parsiyel mt-COI gen bolgesinin amplifikasyonu sonrasi jel piirifiye edilen

4.3.2. Sekans Analizi Sonuclari

orneklerin jel elektroforezde goriiniimii. M: Marker; 1,2,3,4,5, 6: Pozitif 6rnekler

Sekanslar1 tamamlanan ve GenBank kayitlar1 yapilan izolatlara ait DNA dizilerinin,

izolasyon kaynagi ve yeri, incelenen gen bolgesi ile GenBank aksesyon numaralar1

Tablo 4.1'de verilmistir. Izolatlarin mt-COI gen bolgesine gore niikleotid ve amino asit

dizileri Sekil 4.10-4.16'de, ribozomal ITS-2 ve 28S gen bolgesine gore niikleotid dizileri
ise Sekil 4.17-4.23'de verilmistir.

Tablo 4.1. GenBank kayitlar1 yapilan Simulium sp. izolatlarin incelenen gen bolgesi, izolasyon yeri ve
kaynagi ile GenBank aksesyon numaralar1

izolat izolasyon Yeri DNA Izolzlsyon Gen Bolgesi Aksesyon
kaynag Numarasi
. Ribozomal ITS-2, 28S JQ066783

Kizilirmak 1 Urgiip Larva
Mt-COI JQ030883
. ITS-2, 28S JQ066784

Kizilirmak 2 Urgiip Larva
Mt-COI JQ034308
. ITS-2, 28S JQ066785

Kizilirmak 3 Urgiip Larva
Mt-COI JQ034313
ITS-2, 28S JQ066786

Kizilirmak 4 Giilsehir Larva
Mt-COI JQ034309
ITS-2, 28S JQ066787

Kizilirmak 5 Giilsehir Larva
Mt-COI JQ034310
ITS-2, 28S JQ066788

Kizilirmak 6 Giilsehir Larva
Mt-COI JQ034311
ITS-2, 28S JQ066789

Kizilirmak 7 Giilgehir Larva
Mt-COI JQ034312
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1 10 0 a0 40 a0 ii]

Kizilirmak 1 TTTTEGAGC CTGAGCTEGAATAGTAGGTAC TTCCC TTAGTATAC TTATTCGAGC CEAATT

Frama 2 FEEGDA W ATEEE G T SR - D & A

?EI El:l EIEI 1D[I 11|] 1"I:I

Kizilirmak 1 AGGAEALEEAGGLTCTLTAATTGGAuAEGALEhAATTTATAATGTAATTGTTAETGLTEA

Frame 2 NEENEN P BERTS 3 D o Y AN T X EE

1EIEI 14[I 15[I 1EEI 1?I:I 1EIEI

Kizilirmak 1 TGC TTTTGTAATAATTTTTTTTATAGTTATGE CAATTATAATTG GAGGATTTGGAAATTG

Frame? IED F TR r F NN ¢ DTG F BRI W

1EIII:I II:III:I 21|I:I EZ:I:I 23|I:I Eﬂtﬂ

Kizilirmak 1 ATTAGTACC TTTAATATTAGGAGCCCCAGATATAGCATTCC CAC GAATAAA TAATATAAG

Frame 2 EERVE P BT A D GDOERS A F P OREEY U S

Eﬁll:l EEI'IIJ ET:TI EE';EI E!E:I] 3|::|:|

Kizilirmak 1 TTTTTGACTTTTACCACCTTCATTAACATTAT TATTAGCTAGCAGAA TAGTAGAAGCAGG

Frame 2 F WiHEEN P Fr S T RN A2 5 5 I 2

31IEI BEII:I EIEIEI 34|-[I SE:I:I QEEI:I

Kizilimak 1 AGC TG GAC AGGATGAACTETTTAC CCCCCATTATCCTCGEGAATTGCTCATECAGGAGT

Frame? IEAEE TERW TEEY P P EES S EEEETATEERCATEERGN

3?|:I EEEI SEII:I 4["] 41|:I 4"I:I

Kizilirmak 1 ATCAGTTGATTTAGLAATTTTTTLETTGCATTTAGEEGGAATTTLATEAATTTTAGGAGC
Frame? D8N A B r s NN L 00l s |

4?0 4‘|1[I ‘k?l:l 4E’:I:I 4?:0 4«?:|:I

Kizilirmak 1 TETAAATTTTATTACAACAATTATTAATATAC GATCAAATGGAATTACTTTTGATCGAAT

Frame 2 B F BT T AR S RN T F ORI

4EIIEI ﬁl:lll:l 51||:I ﬁi:l:l 53|I:I 5-11]

Kizilitmak 1 ACCGTTATTTGTTTGATCTGTAGTAATTACAG CTATTTTAT TATTATTATC CCTACC TGT

Frame? HEPEET EER S NS T 'y TN -l ¢ .

ﬁﬁll:l ﬁl?[l 5?II:I 5Eil:l 55:0 ﬁl::[l

Kizilirmak 1 TTTAGC T6GGGCTATTACAATG TTATTAACAGATC GTAATTTAAACACTTCATTTTTTGA

Frame? EEECATEETAEN T S T 808 & 9WEETHs T 's° F F i@
E1EI EE[I EEII:I E4[I ESI:I ESEI

Kizilirmak 1 TCCAGC Tli'.-rli':r GGGA GGA. GAC I'.'.EJLATT TTA TATC AACATT TJ!LT TTTEAT TTTT Tiziz TCAC.IL
Frame? I F BN P N Y DS F WC F OF

Sekil 4.10. Kizilirmak 1 izolatinin parsiyel mt-COI niikleotid ve aminoasit sekanslar1 (JQ030883)



Kizilirmak 2
Frame 2

Kizilirmalk 2
Frame 2

Kizilirmalk 2
Frame 2

Kizilirmak 2
Frame 2

Kizilirmalk 2
Frame 2

Kizilirmalk 2
Frame 2

Kizilirmak 2
Frame 2

Kizilirmak 2
Frame 2

Kizilirmak 2
Frame 2

Kizilirmak 2
Frame 2

Kizilirmak 2
Frame 2
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1 10 20 a0 40 A0 G0
AGCCTGAGCTCGGATAGTAGGTACTTCCCTTAGTATACTTATTCGAGCCGAATTAGGAC A
A ¥V OE FPEENEGTT S5 HE S N R ) T
T"l:l EI:I EIEI 1I]I] 11I] 12I]
CCCAGGCTCTCTAATTGGAGACGACCAAATTTATLATGTMTTGTTACTGCTCATGCTTT
B F s g il . T T AR T
13I:| 14!] 15E| 1EI:I 1'|"I:| 1E|]
TGTAATJLMT'ITTTTTATAGTTATGCCAATTATMTTGGEGGATTTGGMLATTGATTAGT
F s r G 6 F TN v
15:|:I EEII[I 21IEI EEIEI ES;I:I E=I1-[I
GCCTTTAATATTAGGAGCTCCAGATATAGCATTCCCACGAATARATAATATAAGTTTTTG
Er BT v P BN A F P RENNEES T oW
Ef:l:l :l?l:l 27':I:I EEIHJ EE:I:I EIEIIEI
ACTTTTACCACCTTCATTAACATTATTATTAGCTAGCAGAATAGTAGAACCAGGAGCTGG
BN r r ST 5 S e X E LR
31I:I SEI:I Sﬂl:l 34!] Sﬁl:l EIEI:I
GACAGGATGAACTGTTTACCCCCCATTATCCTCGGGALTTGCTE ATGC ARGAGCATCAGT
ETEEY TEE Y F PER: S rEFLrSmOe 5 R
BTD EEU SQD 4EI[I 41EI 4EI]
TGATTTEGCAATTTTT'IEGTI'ACAT"ITAGCCGGMT'ITCETCMTTTTAGGAGCTGTAAE
AEE r 5 EEEEE L TS S5 L BT
43|:I 44[I 4!5|:I f-1EI|:I 4T|:I -'130
TTTTATTACAAC AATTATTAATATACGATC ALATGGAATTACTITTGATCGAATACCACT
ITHET THEEETENEE STWEEE T r BT r B
4!E:EI ﬁl:lll:l 51II:I SEIEI 53||:I 5=|H]
ATTTGTTTGATC TGTAGTAATTACAGC TATTTTATTAT TATTATCCCTACCTGTTTTAGE
Br By TS T L SN - BN r B h
ﬁf:l:l 5E|i|] 5?:I:I 5?0 SE:I:I EI:III]
TGGGGCTATTACAATGTTATTAAC AGATCGTAATT TARACACTTCATTTTI TIGATCCAGE
PSRBT DR T B RN T ‘ST F F EEE P R
810 620 830 640 650 654
TGGAGGAGGAGACCCAATTTTATACCAAEMTTM TTTGATTTTT H;GTCACCC
SN ¢ N Y POSESEEE F W T © H

Sekil 4.11. Kizilirmak 2 izolatinin parsiyel mt-COI niikleotid ve aminoasit sekanslar1 (JQ034308)
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1 10 2 el 4 &l i
Kizilirmalk 3 GﬁGLLTGAGLTEGGATAGThGGT&LTTLEETTAGT&TALTTATTCGAGEEGAATT&GGAL
Frame 3 A W A R B T SHE S HEERE R A -
?u B 0 10 o 120
Kizilirmak 3 ALLL&GGTTLTETAATTGGAGALGALEAAATTT&T#ATGTAATTGTTAETGLTEATGCTT
Frame2 HS B BES i T T A X
130 140 150 160 170 180
Kizilirmak 3 TTGTAATAATTTTTTTTATAGTTATGECAATTATAATTGuiuGATTTGGAA#TTGATTAG
Frame3 PSS TF F N r B
190 20 210 ::I 20 241
Kizilirmal 3 TACCTTTA&T&TT#GGAGCECCAGATATGGEATTCCCGCG#AT&AATAATATAAGTTTTT
Frame? WP BANEENEGE A P AN A F P RN NN = F
240 260 21 280 20 il
Kizilirmak 3 GACTTTTACCGCC TTCATTAACATTAT TATTAGC TAGCAGAATAGTA GAAGCAGFAGCT:
Frame? WHSEEE P F 5 Bl T DS 10 © - DNV A °GE A ©
gl a 30 g 30 3
Kizilirmak 3 GAAE&GGATGAAETGTTTAECCCCCATTATEETERGGAATTGEEEATGCGGG&GLATL&G
Frame? BTN THEY P P ERS STEEENEOEEYSE
3l 30 3 40 410 42
Kizilirmak 3 TTGATTTAG?&&TTTTTTCCTTGCiTTTAGCCGGAATTTChTCAATTTTAGGhGCTGTAA
Framed WD A B F S HEAEN A TSN 5 S AEENGT X B
40 41 40 40 470 4
Kizilirmal 3 AITTTATTACAACAATTATT&hThTﬁEGATEAAATGGAATTACTTTTGATCG&ATGCCAT
Frame? B PFEET THEEVEE R SENEGEEE T FME RN R
40 500 510 520 GEl 541
Kizilirmak 3 TATTTGT TT-ATC TETAGTAATTACAGC TATTT TATTATTATTATCC CTACCTGTTTTAG
Frame? B P EE R S S 7 A SRR S B r S
i 50 i 56 50l Gl
Kizilirmak 3 CTGGGGC?&TTACAATATTGTTﬁﬂCAGATEGTAATTT&&ACACTTCATTTTTTG#CCC&G
Frame? KEEEAEE T IS T B R OWENE TS F rEEep
BID 20 Bl 640 B0 654

Kizilirmak 3 CTGGAGGAGGAG&EEEAATTTTATALLAALATTTﬁTTTTGATTTTTTGGTCALE
Frame 3 RNEEEGEGEN P EEE v (0 F W F F IEWHS

Sekil 4.12. Kizilirmak 3 izolatinin parsiyel mt-COI niikleotid ve aminoasit sekanslar1 (JQ034313)
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1 fn 20 el 40 50 60
Kizilirmak 4 AAATCATMLGRTATTGGAALI TTATAT 11 TATTTT lGGAGCCTGEGCTGGAATAGTAGGTAC
Frame 2 BN K T THE Y F B S A ¥ LR T
70 Gl 0 100 1o 120
Kizilitmak 4 TTCCCTTAGTATACTTATTCGAGCCGAATTAGGACACCCAGGCTCTCTAATTGGAGACGACCA
Frame 2 S Hll S ST R A NG HE P OF 5 IR GEIETEG
130 140 150 160 170 180
Kizilitmak 4 AATTTATAATGTAATTGTTACTGCTCATGC TTTTGTAATAATTTTTTTTATGGTTATGCCAAT
Frame? HEEEY SHOBEESENSS T "ABER L r DOEEESTN F T DR ¢ B
140 200 210 22 20 40 20
Kizilitmak 4 TATAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTGCCTTTAATATTAGGAGCCCCAGATATGGCATT
Frame?2 EEEEERENGENEY F BT U ENEVE r BN A P DD L F
260 el 260 200 el gl
Kizilirmak 4 COCACGAAT AL TAATATAAGT T TTTGACTTTTACCACC TTCATTAACATTATTATTAGC GAG
Framea 2 PRI EES F WP ¢ S T VEE L S
320 30 340 30 360 a
Kizilirmak 4 CAGMLTAGTAGAAGCAGGAGCTEGGACAGGATGLACTGTTTACCCCCCP.'ITATCCTCGGGAAT
Frame 2 SHEEN . 5 r s TR Y THE Y P PEES s I
30 e 400 40 420 4 440
Kizilirmak 4 TGCT‘CATGCLGGAGCM‘CAGTTGMTTAGCE.LAT'ITTTTCCTTGCA'ITTAGECEGMTTTCATC
Frame? EASEAMGE LN S DG A EE r S HEEENEE ) SCOR s S
40 40 410 430 4 500
Kizilirmalk 4 AATTI'TAGGAGCTGTAMTT'ITATTACAACM.TTATTMLTATGCGﬂTCﬁMTGGMTTACTTT
Frame 2 G L FEE T TEEEENEE R S USGEE T T
i 520 530 540 Gl 560
Kizilirmalk 4 TGELTCGAATGCCACTA'ITTG'ITTGATCTGTAGTMLTTACAGCTAT'ITTA’ITATTATTATCCCT
Frame 2 EDF R r ERr BNV S NN T ) NS -
570 56 500 B Bl 820 Bl
Kizilirmak 4 ACCTGTT'I'TAGC.TGGGGCTATTACMTGTTATTMCAGATC.GTAATTTAMCACTTCMTTTT
Frame? WP LS NN TS T B0 R INENNS TS F T
40 50 B0 #70 40 G

Kizilitmak 4 TGATCCAGCTGGAGGAGGAGACCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCA
Frame 2 Bl P "R P N Y ST ¢ W T T OEE

Sekil 4.13. Kizilirmak 4 izolatinin parsiyel mt-COI niikleotid ve aminoasit sekanslar1 (JQ034309)
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1 10 0 an 40 ] B0
Kizlifmak 5 GATATTGGAACTTTATATTTTATTTTTGGAGCCTGAGC TGGAATAGTAGGTACTTCCCTTAG
Frame 1 EDSESGS T B Y §F EE F ORS00 I T S S
?FI EFI Elll:l 1[:|:| 11II:I 11:I]
Kiziirmak § TATACTTATTCGAGCCGAATTAGGACACCCAGGTTCTCTAATTGGAGACGACCAAATTTATA
Frame1 NSNS R A 'EEEE GO P OG5 MEEIETGOIESDEEE Y O
1:;"] 1=|1[I 15|I:I 1E":I:I 1FII:I 1E-;[I

Kizlirmak § ATGTAATTGTTACTGC TCATGCTTTTGTAATARTTITTTTTATAGTTATGCC AATTATAATT

Frame ! WO T "CWEE 2 F NN F T SRS P EUEENENT
1E:|:I EEIIEI 21II:I EEIEI Z?I] Eiﬂ

Kiziirmak 5 GGAGGATTTGGALATTGATTAGTACCTTTAATATTAGGAGCCCCAGATATGGCATTCCCGCG

Frame1  SSEE PSSV N P A" P AT F PR

Ef:l:l EE':EI E'l';l:l ZEIIEI EEIII:I EEIII:I 31||:|

Kizlifmak 5 AATARATAATATAAGTTTTTGACTTTTACCGCCTTCATTARCATTATTATTAGCTAGCAGAL

Frame1 CESEENSHENES F WIS P P 5 HE T DEEENN L 5 S50

BE:EI 33;I] 3111 3f:|] 3EII|:I 3]:'I:I
Kizlirmak 5 TAGTAGAAGCAGGAGCTGGGACAGGATGAACTGTTTACCCTCCATTATCCTCAGGARTTGCC
Frame1 NS ATNGE T HGSW THEEY P P EES S G
38||:I EIEIIEI 4[:I:I 41||:I 41:[I 4Ell:l
Kiziirmak 5 CATGCGGGASCATCAGTTGATTTAGCAATTTTTTCCTTGCATTTAGCCGGAATTTCATCAAT
Frame! EEEMSGETR S INEIRENN A BN r S BENSHONNE A OGTEIM S S M
44[I 4!5|:| 4EI:I 47"I:I 4BI:I 4El[|

Kiziirmak 5 TTTAGGAGCTGTAAATTTTATTACARCAATTATTARTATACGATCAAATGGARTTACTTTTG

Frame1 NGV F B T T EEENNAEEE R SRR T T @
EE:I] 51|I:| 52||] 5:;II:| 5-"11] 5f:l:|

Kizlifmak 5 ATCGAATGCCATTATTTGTTTGATCTGTAGTARTTACAGCTATTTTATTATTATTATCCCTA

Frame! HEREENEP HE F NS ¥ S NSNS T A S S

ﬁf:l:l 5?:|:I ﬁE-;I:I 5E|||:I EIEIII:I E1||:I EZII:I

Kizlirmak 5 CCTGTTTTAGCTGGGGCTATTAC AATATTGTTAACAGATCGTARTTTARACACTTCATTTTT

Frame1 P SR SGE NI T DENNENNEN T BN R UNIENNNE T S F T
E:ﬂ] E'H] Eﬁ[l EEI] E'i?l:l EIT"4

Kizilirmak & TGJLTCCRGCTGGLGGLGGAGACCCAATTTTATACCALCATTTATI‘TTGATTTTT
Frame 1 I P ASCONGINCONGN P BTN Y SOOCHNN F W T

Sekil 4.14. Kizilirmak 5 izolatinin parsiyel mt-COI niikleotid ve aminoasit sekanslar1 (JQ034310)
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1 10 i n 4 50 60

Kizilirmak & ACAAATCATAALGATATTGGAACTTTATATTTTATTTTTGGGGCCTGAGCTGGAATAGTAGGT
Frame 1 TR R T Y FEN TR C

g B0 b 10 H 120
Kizilirmak 6 ACTTCCCTTAGTATACTTATTCGAGCCGAATTAGGACACCCAGGTTCTCTAATTGGAGACGAL
Frame 1 T S Hill S SN £ A BT P 3 5 G enEns
130 140 150 16 i1 180

Kizilirmak & CAAATTTAT@ATGTAATTGTTACTGETCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTATAGTTATECCA
Frame! DAY SN T A EEE N F AT F T N
160 200 210 2 20 40 280

Kizilirmak 6 ATTATAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTACCTTTAATATTAGGAGCCCCAGATATGGCA
Frame1 EISENETENGEN F SN 7D P G A P SR

260 2 260 200 a 310
Kizilirmak 6 TTCOCGCGAATAARTARTATAAGTTT TTGACTTTTACCGCCTTCATTAACATTATTATTAGCT
Frame 1 F PREEINSNEE S FPVEEE© ¢ 5 N T BN L
320 3 M0 30 30 am

Kizilirmak & AGCAGAATLGTAGAAGCAGGAGFTGGAACAGGATEAACTGTTTACCCCCCATTATECTCAGG@

Frame 1 S SN oA TIEEYT THEY P PEES S
30 30 4 410 420 40 4“0

Kizilirmak & ATTGCCCATGCGGGAGCLTCAGTTGATTTAGCAATTTTTTCCTTGCATTTAGCCGGAATTTCA
Frame! S A SHE A 9GT A S5 BVEVDOEEE A BN F S BTSN L TGN S

40 40 470 40 400 500

Kizilirmalk & TCAATTTTAGGAGCTGTAAATTTTATTACAACAATTATTAATATACGATCALATGG&ATTACT

Frame 1 SHERET 4+ BN FElN T TEEENVEE R 5 WOEEE T
510 520 530 540 Gl 5l

Kizilirmak 6 TTTGATCGAATGCCATTATTTGTTTGATCTGTAGTAATTACAGCTATTTTATTATTATTATCE
Frame 1 FEFTEEPETF BT SN T L N S

570 560 50 B0 Bl 620 B0

Kizilirmak & CTACCTGTTTTAGCTGGGGCTATTAEAATATTGTTAACAGATCGTAAITTALACACTTCATTT
Frame! NP DN DR NS T N T 6D R ONUBEENE T 57 F
840 Bl B0 B0 Gl B

Kizilirmak & TTTGACCCAGCTGGAGGAGGAGACCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTC
Frame 1 FEEP WG P N I F W T OF e

Sekil 4.15. Kizilirmak 6 izolatinin parsiyel mt-COI niikleotid ve aminoasit sekanslar1 (JQ034311)
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1 10 2 u 4 il il
Kizilirmak 7 TCATAAAGATATTEGAACTTTATATTTTATTTTTGGAGCCTGAGCTEGAATAGTAGGTACTTC
Frame 2 RN THE Y rEEr NV L s G
Tl i i 1o e 120
Kizilirmalk 7 CCTTAGTATACTTATTCGAGCEGAATTAGGACACCCAGGCTCTCTAATTGGAGACGAECAAAT
Frame? RS N © A/ r @ s B SR
i 140 150 fen I 1EII|ZI
Kizilirmalk 7 TTATAATGTAATTETTAETGCTCHTECTTTTGTAATAATTTTTTTTATAGTTATGCCAATTAT
Frame? EYINOENESTENNE T A EEA'r TS r r N P N
100 200 210 2 0 40 260
Kizilirmak 7 AATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTACCTTTAATATTAGGAGCCCCAGATATAGCATTCCC
Frame 2 G F GENN NS P DN T A P EDOEM A F P
:qn i 260 il 3 310
Kizilirmak 7 ACGLATALATA A T T AT TTT TGAC TTTTACC ACC TTC ATTAAC ATTATTATTAGC TAGCAG
Frama 2 P NTNEE s F VN r SsEE TN L 5 S
0 3 M 0 30 am
Kizilirmak 7 AATAGTAGALGCA@GAGCTGGGACAGG}TEAAETGTTTiCCCCCCATTATECTCGGGAATTGC
Frame 2 B ) s THEEY THREY P PEES S TN A
380 n 40 410 40 i 0
Kizilirmak 7 TCATECAGGAGQATCAGTTGATTTAGQAATTTTTTCCTTGCATTTAGCCEGAATTTCATEAAT
Frame? (EEEATGE A S HOBNTONER L BN Fr S HESHEN & SohaE s s .
40 40 470 40 40 510
Kizilirmalk 7 TTTAGGEGCTGTAAATTTTATTACAACAATTATTAATATACGATCAAATGGAATTACTTTTGA
Frame? SN FEE T T R S GNSEE T F @
510 520 510 540 580 5l
Kizilirmalk 7 TCGAATLCCGTTATTTGTTTGATETETAGTAATTACAGCTATTTT&TTATTATTATCCCTACC
Frame? WEEE? BT BT S WS T 70 TN S W T
i il 51 B0 B0 620 B
Kizilirmalk 7 TGTTTTAGCTGGGGCTATTAEAATGTTATTARCAGATCGT;ATTTAAACAETTC&TTTTTTGA
Frame 2 N LT T TN RTWEENIT ST FED
40 B0 B0 o0 Gl B2

Kizilirmak 7 TCCAGCTGGGGGAGGAGACCCAATTTTATATCAAEATTTATTTTGATTTTTTGGTEACCCTG
Frame? B P INNGEEEED P BN ¢ NN F Y F T NEREN P

Sekil 4.16. Kizilirmak 7 izolatinin parsiyel mt-COI niikleotid ve aminoasit sekanslar1 (JQ034312)
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1 10 20 an 40 a0 ]
T TATTCTATTTAGT TAGAATGGCTTGAGET TCATATCGGTTGAGTGCTATAATTTATCAA

internal transcrked spacer 2

T a0 an 100 110 120
TAGAACTETICTTTCGCAAGAAAGACGTACCTGTCAAC TATGAGACTTETGCAATTAACG

internal transcrbed spacer 2

130 140 150 180 170 180
GCCAAGACTCATATTTCGATTAAATCACGAGATATGACTCAATCAAATACAATTTATCATA

internal transchked spacer 2

180 200 210 220 230 240
ACTTGCTTATGETAGCCTATTTGACATTTTATATGATACTATCATTTCTTAAT TG TAAAT

irternal transcriied spacer 2

240 260 270 280 200 300
TGTATATGTGGATTATAATACAATATGTCAATAATTGCGTCGAAATAAGTCAATTTAAATG

internal transcriked spacer 2

31|I] 32|I] GCIIIJ 3-30 35|I] SEIiI]
AATGTATTTGAATATACTATAAATTATACATAGCCTCAACTCATGTGAGACTACCCCCTG

interhal transcrbed spacer 2 - 265 rihosomal RNA

S?IEI SEIHEI
AATTTAAGCATATTAATAAG

RS TiEosamal RNA

Sekil 4.17. Kizilirmak 1 izolatinin ribozomal complete ITS-2 ve parsiyel 28S niikleotid sekansi
JQ066783)

i 10 20 30 40 L1} 5]
TTTATTCTATTTAGTTAGAATGGEC TTEAGGTTCATATGE TTEAC TG CTATAATT TATCAATAG

internaltranscribed spacer 2

T0 B0 ag 100 10 120
AACTETTOTTTCECAAG AAAGACETACGTETCAACTATGAGACTTG TECAATCAACGEC CAAG

irternal franscribed spacer 2

130 1440 150 160 170 180
ACTCATATTTE ATTAAATCACGAGATATCACTCAATCAAATACAATTTATC ATAACTTCCTTA

internaltranscribed spacer 2

1E:EI EE:EI 21IEI EQIEI ES;EI 21!:! 2:':EI
TeETAGCCTAT TG AC AT TTTATATGATACTATCATTTC TTAATTG TARATTTATATG TEEA

irterral transcribed spacer 2

260 270 280 200 aon o
TTATAATACAATATGT CAATAATTGEE TG AAATAAG TCAAT TTAAATGAATG TATTTGAATAT

irternal franscribed spacer 2

32IIZI 35||EI 3‘}0 35I|:I GII?EI 3?:'I:I 3?:'5
ACTATAAATTATACATAGC CTCAACTCATGTHAGACTACCCCCTGAATTTAAGCATATTA

¢ 203 Tibosomal RRA
internal transcribed spacer 2

Sekil 4.18. Kizilirmak 2 izolatinin parsiyel ribozomal complete ITS-2 ve parsiyel 28S niikleotid sekansi
JQ066784)
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ab 10 li] an 40 a0 il
TTTATTCTAT T TAGTTAGAATGGC TTGAGGT TCATATEET TEAGTGCTATAATTTATCAA

irterrial transcriied spacer 2

70 a0 an 100 10 120
TAGAACTGTTCTTTCECAAGAAAGACGTACGTGTCAACTATGAGACTTGTGCAATCAACG

iRternal trans cribed Spacer 2

130 140 150 160 170 180
GCCAAGACTCATATTTGAT TAAATCACGAGATATGAC TCAATCAAATACAATTTATCATA

interfial franscribed spacer 2

140 200 210 22 230 240
ACTTGCTTATGGTAGCCTAT TTGACATTTTATATGATACTATCATTTCTTAATTGTAAAT

irterRaErtranscribed Spacer 2

260 260 270 280 200 00
TTETATATGTGGAT TATAATACAATATCGTCAATATTGEETGAAC TAAGTCAATTTARAATGE

Ternal franscred Spacer 2

an am 330 340 350 360
AATGTATTTGAATATACTATAAATTATACATAGCCTCAACTCATGTGAGAC TACCCOCTE

irternal transcribed spacer 2 - 205 ribosomal RNA

an an
AATTTAAGCATATTAATAA

285 rihosomal RNA

Sekil 4.19. Kizilirmak 3 izolatinin parsiyel ribozomal complete ITS-2 ve parsiyel 28S niikleotid sekansi
(JQO66785)

1 10 20 kli} 40 a0 B0
T TTATTCTAT TTAGT TAGAATGGEC T TEAGGTTCATATGE T TGAGTGC TATAATT TATCAA

irterral ranscrbed Spacer 2

T an an 100 110 120
TAGAACTGTTC T TTCGCAAGAAAGACGTACGTGTCAAC TATGAGCACTTGTGCAATCAACG

imternal transcribed Spacer 2

130 140 160 160 170 180
GCCAAGACTCATATTTGAT TAAATCACGAGATATGACTCAATCAAATACAATTTATCATA

irteral tfranscribet spacer 2

190 200 210 22 230 240
ACTTGCTTATGGTAGCC TAT T TGACAT T T TATATGATACTATCATTICT TAATTGTAAAT

irtErnal transcrbed Spacer 2

260 260 270 280 200 300
TGTATATGTGGATTATAATACAATATGETCAATAATTCGGTGAAATAAGTCAATT TAAATG

TAternatranscbed Spacer 2

3o 320 330 340 350 360
AATGTATTTGAATATACTATAAATTATACATAGCCTCAACTCATGTGAGACTACCCOCTG

irternal transcibed Spacer 2 - 285 rihosomal RIA

arn 380

AATTTAAGCATATTAATAACG
285 ribosomal RNA

Sekil 4.20. Kizilirmak 4 izolatinin parsiyel ribozomal complete ITS-2 ve parsiyel 28S niikleotid sekansi
JQ066786)
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1I] "D SEI 4D 5[! ED
TTTATTCTATTTAGTTAGAATGGCTTGAGGTTCATATGGTTGAGTGCTATAATTTATCAA

e nal franscribed spacer 2

70 a0 an 100 1o 120

TAGAACTGTTCTTTCGCAAGAAAGACGTACGTGTCAACTATGAGACTTGTGCAATCAACGE

internal transcribed Spacer 2

130 140 160 160 170 180
GCCAAGACTCATATTTGATTAAATCACGAGATATGACTCAATCAAATACAATTTATCATA

ifterfal franscribet spacer 2

190 EDU 21|] 220 "30 "4EI
ACTTGCTTATGGTAGCCTATTTGACATTTTATATGATACTATCATTTCTTAATTGTAAAT

irternal transcribed Spacer 2

250 260 270 280 200 ano
TGTATATGTGEATTATAATACAATATGTCAATAATTGGGTGAAATAAGTCAATTTAAATGE

fFtEr il (ranscrbed spacer 2

31I] 3¢U 330 34D 350 SEEI
AATGTATTTGAATATAC TATAAATTATACATAGCCTCAACTCATGTGAGACTACCCCCTG

internal transcribed spa

- 785 rifosamal RNA

S?IJ 3?‘9

AAT TTAAGCATATTAATAA
somal RRA

Sekil 4.21. Kizilirmak 5 izolatinin parsiyel ribozomal complete ITS-2 ve parsiyel 28S niikleotid sekansi
(JQO66787)

1 10 20 an 4 50 i1}
P T TATTCTATTTACT TAGAATGECTTEAGETTCATATCEETTEAGTEC TATAATT TATCAA

ftErrial franscrped Spacer 2

70 80 an 100 1o 120
TAGAACTGTTCTTTCGCAAGAAACACGTACGTGTCAACTATGAGACTTGTGCAATCAACS

internaltransCrbed Spacer 2

130 140 150 160 170 1380
GOCAAGACTCATATTTGAT TAAATCACGAGATATCACTCAATCAAATACAATTTATCATA

irtErmal ranscrhed Spacer &

190 200 210 22 230 240
ACTTGCTTATGGTAGCCTAT T TGACAT T TTATATGATACTATCATTTCTTAATTGTAAAT

interfal franscrbed Spacer 2

240 260 am 0 20 ang
TGTATATGTGGATTATAATACAATATGTCAATAATTGGGTGAAATAAGTCAATTTAAATLG

Trterial transcribed spacer 2

31|I] :]EIU :]CIiU Ci‘IHJ 35|U SEII]
AATGTATT-AATATACTATAARAATTATACATAGCCTCAACTCATGT-AGACTACCCCCTZA

internalfranscribed Spacer 2 ¢ 205 fihosomal RNA

ST:'I] 37:‘9
ATTTAAGCATATTAATAAG

285 ibosomal RNA

Sekil 4.22. Kizilirmak 6 izolatinin parsiyel ribozomal complete ITS-2 ve parsiyel 28S niikleotid sekansi
JQ066788)
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1 10 20 ao 40 A 80
TTTATTCTATTTAGT TAGAATGEC T TGAGETTCATATGETTGAGTGC TATAATTTATCAA

internal transcribed spacer 2

70 a0 an 100 10 120
TAGAACTGTTCTTTCECAAGAAAGACGTACGTGTCAAC TATGAGACTTGTGCAAT TAACG

irtermial transcnped spacer 2

130 140 1580 160 170 180
GCCAAGACTCATATTTGATTAAATCACGAGATATGACTCAATCAAATACAATTTATCATA

internal franscribed spacer 2

180 200 210 220 230 240
ACTTGCTTATGGTAGCCTAT TTGACATTT TATATGATAC TATCATT TCTTAATTGTAAAT

iternal transcribed spacer 2

240 260 270 280 200 300
TGTATATGTGGATTATAATAAAATATGTCAATAATTGGETGAAATAAGTCAATTTAAATG

internal transcribed spacer 2

31|I] 32|D 3?0 S'IﬂJ 35|U SEII]
AATGTATTTGAATATACTATAAATTATACATAGCCTICAACTCATGTGAGACTACCCCCTGE

internal franscribed spacer 2 s 205 ribosomal RNA

KR i
AATTTAAGCATATTAATAAGG

PR Tihosamal RNA

Sekil 4.23. Kizilirmak 7 izolatinin parsiyel ribozomal complete ITS-2 ve parsiyel 28S niikleotid sekansi
(JQ066789)

4.4. FILOGENETIK ANALIZ SONUCLARI

Arastirma yoresinde elde edilen simuliid izolatlariyla mt-COI gen bolgesi yoniinden
blastn kiyaslamasi yapilan ve Multiple alignmenta dahil edilen Diinya'daki diger bazi
Simulium izolatlarin aksesyon numaralar1 ve izolatlara ait bilgiler GenBank'tan

alinarak Tablo 4.2'de gosterilmistir.
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Tablo 4.2. mt-COI gen bolgesi icin diinyadan Multiple aligmenta dahil edilen diger bazi Simulium
izolatlarinin aksesyon numaralar ve izolatlara ait bilgiler

izolat Orijin DNA izolasyon kaynagi Tiirler Aksesyon Numarasi
ACBSimNT11d3 Kanada Larva S. vittatum FJ524821
ACBSimMN6c3 Kanada Larva S. vittatum FJ524825
ACBSimBC9bl Kanada Larva S. vittatum FJ524827
AlNemunasl Litvanya Pupa S. equinum GU203456
B10Dubysa Litvanya Pupa S. equinum GU203457
G2Ukraina2 Ukrayna Pupa S. equinum GU203462
K1VilniusI Litvanya Ergin S. equinum GU203464
H10Virinta Litvanya Pupa S. equinum GU203465
AlOUlall Litvanya Pupa S. lineatum GU203467
B1Turkey Tiirkiye Pupa S. lineatum GU203468
C2 Turkey Tiirkiye Pupa S. lineatum GU203472
BB4NemunasllI Litvanya Pupa S. lineatum GU203470
C1Vilnia Litvanya Pupa S. lineatum GU203471
E9Ukraina Ukrayna Pupa S. lineatum GU203473
M3Ulal Litvanya Pupa S. lineatum GU203474
AAA4121 Amerika Larva Simulium sp. GU682350
AAV2391 Amerika Larva Simulium sp. JN582249

Arastirma yoresinde niikleotid dizileri ortaya konan Simulium sp. izolatlar ile
Diinyadan Multiple alignment’a dahil edilen diger Simulium izolatlarinin parsiyel mt-
COI gen bolgesine gore niikleotid kompozisyonlar1 Tablo 4.3'de, pairwise alignmentlar1

ise Sekil 4.24°de verilmistir.
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Tablo 4.3. Multiple alignmentlar1 yapilan pozitif izolatlar ve Diinyadan diger baz1 izolatlarin niikleotid
kompozisyonlari

. Toplam
1zolat T (%) | C(%) | A(%) | G(%) | G+C (%) | A+T (%) | niikleotid
sayis1
Kizilirmak 1 37,2 16,5 29,1 17,1 33,6 66,3 659,0
Kizilirmak 2 36,7 17,0 29,5 16,8 33,8 66,2 654,0
Kizilirmak 3 36,5 17,1 29,1 17,3 34,4 65,6 654,0
Kizilirmak 4 37,1 16,1 29,4 17,4 33,5 66,5 690,0
Kizilirmak 5 37,8 15,9 29,1 17,2 33,1 66,9 674,0
Kizilirmak 6 37,2 16,2 29,5 17,1 33,3 66,7 691,0
Kizilirmak 7 37,6 16,2 29,3 16,9 33,1 66,9 692,0
ACBSimNT11d3 37,6 17,2 29,3 15,9 33,1 66,9 615,0
ACBSimMNG6¢3 37,7 17,1 29,3 15,9 33,0 67,0 615,0
ACBSimBC9b1 37,6 17,2 29,3 15,9 33,1 66,9 615,0
A1Nemunasl 36,9 16,8 29,3 17,0 33,8 66,2 642,0
B10Dubysa 37,2 16,6 30,0 16,2 32,8 67,2 631,0
G2Ukraina2 37,0 16,5 29,8 16,7 33,2 66,8 635,0
K1Vilniusl 36,6 16,9 29,6 16,9 33,8 66,2 639,0
H10Virinta 374 16,5 29,3 16,8 33,3 66,7 631,0
A10Ulall 35,0 19,5 27,6 18,0 37,5 62,6 678,0
B1Turkey 35,0 19,5 27,5 18,1 37,6 62,5 658,0
C2 Turkey 34,3 19,9 27,9 17,9 37,8 62,2 653,0
BB4NemunaslII 35,1 19,2 27,7 18,0 37,2 62,8 667,0
Cl1Vilnia 34,6 19,6 27,5 18,3 37,9 62,1 654,0
E9Ukraina 34,2 19,5 28,5 17,8 37,3 62,7 663,0
M3Ulal 35,0 19,7 28,2 17,1 36,8 63,2 645,0
AAA4121 38,1 16,9 29,2 15,8 32,7 67,3 658,0
AAV2391 37,8 17,3 28,1 16,7 34,0 65,9 658,0
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Arastirma yoOresinde sekans analizi yapilan Simulium sp. izolatlar1 ile Diinya'da

GenBank’a kayith benzer diger bazi Simulium izolatlarmin, parsiyel mt-COI gen
Sekil 4.25°de

bolgelerinin Multiple alingmentlar1 ve niikleotid kiyaslamalari

gosterilmistir.
! " 3 " 4 "

1. FJ524821
2.FJ524825
3 FJ528837
4, GU203456
5. GU203457
§.GUU203462
7.GU203454
B. GL203465
9. GU203467 MT TTITATTTTEG GGGCCIGAGC
10, GL203468 TTATTTTEG GEGCCTGAGC
11.GU203470 ABAT TTTHEETTTTE CGGECTGAGT
12, GU203471 TE SGGECTGAGC
13.6U203472 THG GEBCCCTCAGC
14.GU203473 CTGAGC
15.GU203474
16. GUGA235D AACTTTATANM TTTATHTTEG GCAGCCHMIGAGC
17.JM582249 AACTTTATANM TTTATETTEGC GAGCHEITGAGC
18. Kizilirmak 1 TTTTG GAGCCTGAGC
19, Kizilirmak 2 AGCCTGAGC
20. Kizilirmak 3 GAGCCTGAGC
21, Kizilirmalk 4 AAATCATA AAGATATTGG AACTTTATAT TTTATTTTTG GAGCCTGAGC
22, Kizilirmak 5 GATATIGG AACTTTATAT TTTATTTITG GAGCCIGAGC
23, Kizilirmak 6 ACAAATCATA AAGATATTGG AACTTTATAT TTTATTTTIG GEGCCTGAGC
24, Kizilirmak ¥ TCATA AAGATATTGGE AACTTTATAT TTTATTTITG GAGCCTGAGC

BID ?IIJ BIIJ a0 1I]ID
1.FJ524821 EETACTTCCC TTAGTATACT TATTC!GAGC!- GAATTAGGEC
2.FJ524825 GETACTTICCC TTAG TATACT TATTCGAGCH GAATTAGGHEC
3 FJ524827 GETACTTCCC TTAGTATACT TATTCGCAGCHE GAATTAGGHC
4. GU203456 GTA GETACTTCCC TTAGTATACT TATTCGAGCE GAATTAGGAC
5. GU203457 GTA GETACTTCCC TTAGTATACT TATTCSAGCE GAATTAGGAC
6. GU203462 GTE GGTACTTCCC TTAGTATACT TATTCGAGCHE GAATTAGGAC
7.GU203454 GTE GETACTTCCC TTAGTATACT TATTCCAGCE GCAATTAGGAC
8. GU203485 GTA BSTACTTCCC TTAGTATACT TATTCGAGCE GAATTAGGAC
9.GU203467 MCCAATAGTE GGTACTTCCC TTAGTATACT TATTCGAGCE GAANTHMGGAC
10, GU203468 WCCAATAGTE GGTACTICCC TTAGTATACT TATTCGACCE CAAMTEMGGAC
11.GU203470 BGCGAATAGTE GGTACTTCCC TTAGTATACT TATTCGAGCHE GAAETEGGAC
12, GU203471 BWCGAATAGTGE GETACTTCCC TTAGTATACT TATTCGAGCE GAABTEGGAC
13.GU203472 BCGAATAGTE GGTACTTICCC TTAGTATACT TATTCGAGCHE CAAMTEGGAC
14.GU203473 BCGAATAGTE GGTACTTCCC TTAGTATACT TATTCGAGCHE GAAETEGGAC
15 GU203474 GTACTTCCC TTAGTGETACT TATTCGAGCE GAAETEHRGGAC
16. GUEE2350 TGGAATAGTA GGTACTTCCC TTAGTATACT TATTCGACCE GAATTAGGHEC
171582249 TGGAATAGTA GGTACTTCCC TTAGTATACT TATTCGAGCE GAATTAGGEC
18. Kizilirmak 1 TGGAATAGTA GGTACTTCCC TTAGTATACT TATTCGAGCE GAATTAGGAC
19, Kizilirmak 2 THCEBATAGTA GGTACTTCCC TTAGTATACT TATTCGACCE GAATTAGGAC
20. Kizilirmak 3 THGEBATAGTA GGTACTTICCC TTAGTATACT TATTCGACCHE GAATTAGGAC
21, Kizilirmalk 4 TEGAATAGTA GETACTTCCC TTAGTATACT TATTCGAGCE GAATTAGGAC
22, Kizilirmak & TGGAATAGTA GGTACTTCCC TTAGTATACT TATTCGAGCE GAATTAGGAC
23, Kizilirmak 6 TGCAATAGTA GGTACTTCCC TTAGTATACT TATTCGAGCE GAATTAGGAC
24, Kizilirmak 7 TEGAATAGTA GGETACTTCCC TTAGTATACT TATTCGAGCE GAATTAGGAC

1o 120 130 14I] 140
1.FJ524821 ACCCAGGATC T-TAATTGG- GABRGACCAAR TTTATAATGT .ATTGT.ACﬁ
2.FJ524825 ACCCAGGATC TETAATTGGE GAEGACCAAA TTTATAATGT EATTGTEACHE
3 FJ524827 ACCCAGGATC TETAATTGCE GAMCACCAAA TTTATAATGT EMATTGTEACH
4. GU203456 ACCCAGGHETC THTAATTGGA GACGACCAARA TTTATAATGT AATTGTTACH
5. GU203457 ACCCAGGETC TEITAATTGGA GACGACCAAA TTTATAATGT AATTGTTACH
6. GU203462 ACCCAGGATC THMTAATTGGA GACGACCAAA TTTATAATGT AATTGTTACH
7.GU203454 ACCCAGGATC THETAATTGGA GACGACCAAA TTTATAATGT AATTGTTACH
8. GU203485 ACCCAGGHEETC THETAATTGGA GACGACCAAA TTTATAATGT AATTGTTACH
9.GU203467 ACCCBGGATC TETAATTGGA GACGACCAAA TTTAMAATGT AATTGTTACH
10, GU203468 ACCCEBGGATC THMTAATTGGA GACGACCAAA TTTAMAATCT AATTGTTACH
11.GU203470 ACCCEGGATC THTAATTGGA GACGACCAAAR TTTABMAATGT AATTGTTACH
12, GU203471 ACCCEGGATC THTAATTGGA GACGACCAAA TTTABAATST AATTGTTACH
13.6U203472 ACCCBGGATC THMTAATTGGA GACGACCAAA TTTAMAATGCT AATTGTTACH
14.GU203473 ACCCEGGATC THTAATTGGA GACGACCAAA TTTABAATGT AATTGTTACH
156 GU203474 ACCCEGGATC THTAATTGGA GACGACCAAA TTTAEMAATGT AATTGTTACH
16. GUGB2350 ACCCAGGATC TEMTAATTCGE GAMGACCAAA TTTATAATGT MATTCTEACH
17.JM582249 ACCCAGGATC THITAATTGGE GAMGACCAAA TTTATAATGT WATTGTHEHACHE
18. Kizilirmak 1 ACCCAGGETC THTAATTIGGA GACGACCAAA TTTATAATGT AATTGTTACH
19, Kizilirmak 2 ACCCAGGHTC TEMTAATTGGA GACGACCAAA TTTATAATGT AATTGTTACH
20. Kizilirmak 3 ACCCAGCHIC TEMTAATTGGA GACGACCAAA TTTATAATGT AATTGTTACH
21, Kizilirmalk 4 ACCCAGGETC TEITAATTGGA GACGACCAAA TTTATAATGT AATTGTTACH
22, Kizilirmak 5 ACCCAGGETC THETAATTGGA GACGACCAAA TTTATAATST AATTGTTACHEH
23, Kizilirmak 6 ACCCAGGETIC THMTAATTGGA GACGACCAAA TTTATAATGT AATTGTTACH
24, Kizilirmak 7 ACCCAGGETC TEHTAATTGGA GACGACCAAA TTTATAATGT AATTGTTACH



1. FJE24821

2. FJA24824

3. FJB24827

4. GLI203456
A GU203457
6. GU203462
7.GU203464
8. GLI203465
0 GL203467
10. GU203468
11. GU203470
12.GU203471
13.GU203472
14, GU203473
15 GU203474
16. GUGBE2350
17, JNER2249
18. Kizilirmak 1
19, Kizilirmak 2
20. Kizilirmalk 3
21 Kizilirmak 4
22, Kizilirmalk &
23 Kizilirmak 6
24, Kizilirmalk 7

1.FJA24821

2. FJA24825

3. FJR24827

4 GLI203456
5. GU203457
fi GLI203462
7.GU203464
B GLI203465
9. GU203467
10. GU203468
11. GU203470
12. GU203471
13.GU203472
14 GU203473
15, GU203474
16. GUAR2350
17. JWE82244
18. Kizilirmak 1
18, Kizilirmalk 2
20. Kizilirmak 3
21, Kizilirmalk 4
22 Kizilirmak &
23, Kizilirmak 6
24 Kizilirmak 7

1. FJAR24821

2. FJA24824

3 FJR24827

4. GLI203456
A GU203457
6. GU203462
7.GU203464
8. GU203465
0 GL203467
10. GU203468
11. GU203470
12.GU203471
13.GU203472
14, GU203473
15 GU203474
16. GUGBE2350
17, JNER2249
18. Kizilirmalk 1
19, Kizilirmak 2
20. Kizilirmalk 3
21 Kizilirmak 4
22, Kizilirmalk &
23 Kizilirmak 6
24, Kizilirmalk 7

160
GOMCATGOTT
GCECATGCOTT
GCECATGCTT
GCTCATGCTT
GOTCATGCTT
GOTCATGECTT
GCTCATGCTT
GCTCATGCTT
CCECATGCET
GCECATCCHET
CCHMCATGCET
CCECATGCHT
GCECATGCHT
GCECATCCET
GCECATGCHT
GCHMCATGCTT
GOBCATGCOTT
GOTCATECTT
GOTCATGCTT
GCTCATGCTT
GCTCATGCTT
GOTCATGECTT
GCTCATGCTT
GCTCATGCTT

210
GEGATTTGGA
GLCCATTTGCA
GEGATTTEGA
AGGATTTGGA
AGGATTTGGA
AGGATTTGGA
AGGATTTGGA
AGGATTTGGA
ECCGATTITGEA
WCCATTTGGA
BCCATTTGEGA
WCCATTTGCA
BCCATTITGEA
BCGATTTGGA
BCCATTTGEGA
BGCGATTTGGA
AGGATTTGGE
AGGATTTGGA
AGGATTTGGA
AGGATTTGGA
AGGATTTGGA
AGGATTTGGA
AGGATTTGGA
AGGATTTGGA

Eﬁlﬂ
CATTCCCACE
CATTCCCACE
CATTCCCACE
CATTCCCEOR
CATTCCCBOG
CATTCCCACG
CATTCCCACG
CATTCCCEOE
CETTCCCACG
CEITCCCACE
CEBTTCCCACE
CETTCCCACE
CHETTCCCACHE
CEBITCCCACE
CETTCCCACE
CATTCCCACE
CATTCCCACG
CATTCCCACE
CATTCCCACE
CATTCCCEOR
CATTCCCACG
CATTCCCBCE
CATTCCCEOG
CATTCCCACE

170
TTGTEATAAT
TTCTEATAAT
TTGTEATAAT
TTGTAATAAT
TTGTAATAAT
TTGTAATAAT
TTGTAATAAT
TTGTAATAAT
TTGTAATAAT
TTGTAATAAT
TTGTAATAAT
TTGTAATAAT
TTGTAATAAT
TTGTAATAAT
TTGTAATAAT
TTCTEATAAT
TTGTEATAAT
TTGTAATAAT
TTGTAATAAT
TTGTAATAAT
TTGTAATAAT
TTGTAATAAT
TTGTAATAAT
TTGTAATAAT

20
AATTGARTEHG
AATTCAETHEG
AATTGABITEC
AATIGATTAG
AATTGATTAG
AATTGATTAG
AATTGATTAG
AATTGATTAG
AABTGATTAG
AAETGATTAG
AABTGATTAG
AABITGATTAG
AA@TGATTAG
RAETGATTAG
AABTGATTAG
AATTGABTEG
AARTTGABTHG
AATTIGATTAG
AATTGATTAG
AATIGATTAG
AATTGATTAG
AATTGATTAG
AATTGATTAG
AATTIGATTAG

21

AATAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
ARTAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
ARTAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
AATARATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT
ARTAAATAAT
AATAAATAAT
AATAAATAAT

TTTATA

TTTATA

TTTATA

TTTATA

TTTATA
T.T.T.TATA
TTTTTATA
PR T T A A
TTTTTTEATA
TTTETTEATA
TTTITTTTATA
TTTTTTTATA
TTITTTTATA
T.TT.T.T.T.TATIHE
TTTTTTTATA
TTTTTTTATA
ETE IR A T A
230

TECC TETEAT
TECCTETEAT
THECC TETEAT
TACCTTTAAT
TACCTTTAAT
TACCTTTAAT
TACCTTTAAT
TACCTTTAAT
TACCHETTAAT
TACCHETTAAT
TACCHETTAAT
TACCHMTTAAT
TACCHETTAAT
TACCHTTAAT
TACCETTAAT
THCC TETHAT
THECC TETHEAT
TACCTTTAAT
TECCTTTAAT
TACCTTTAAT
TECCTTTAAT
TACCTTTAAT
TACCTTTAAT
TACCTTTAAT

280

ATAAGTTTTT
ATAAGTTTTT
ATAAGTTTTT
ATAAGTTTTT
ATAAGTTTTT
ATAAGTTTTT
ATAAGTTTTT
ATAAGTTTTT
ATAAGTTTTT
ATAAGTTTTT
ATAAGTTTTT
ATAAGTTTTT
ATAAGTTTTT
ATAAGTTTTT
ATAAGTTTTT
ATAAGTTTTT
ATAAGTTTTT
ATAAGTTTTT
ATAAGTTTTT
ATAAGTTTTT
ATAAGTTTTT
ATAAGTTTTT
ATAAGTTTTT
ATAAGTTTTT

I T
TTTT
TR,
I
P.TT.T
TTTTTTTATA
PRI
i
TTIT
TTTT
TR
il R
T.T.T
IT

190

GTTATACCHA
GTTATACCHA
GTTATACCHEA
GTTATECCAA
GTTATEBCCAA
GTTATACCAA
GTTATACCAA
GTTATECCAA
GTEATACCAA
CTEATACCAA
GTEATACCAA
GTEATACCAA
GTEATACCAA
GTEATACCAA
GTEATACCAA
GTTATACCHA
GTTATACCHA
GTTATECCAA
GTTATGCCAA
GTTATECCAA
GTTATECCAA
GTTATEBCCAA
GTTATGCCAA
GTTATECCAA

i
ATTAGGAGCC
ATTAGGAGCC
ATTAGGAGCC
ATTAGGAGCC
ATTAGGAGCC
ATTAGGAGCC
ATTAGGAGCC
ATTAGGAGCC
ABTGGGAGCC
ABTECCAGCC
ABTECCAGCC
ABTECCACCC
ABTEGEAGCC
ABTGGGAGCC
ABTGGGAGCC
ATTAGGAGCC
ATTAGGAGCH
ATTAGGAGCC
ATTAGGAGCH
ATTAGGAGCC
ATTAGGAGCC
ATTAGGAGCC
ATTAGEAGCC
ATTAGGAGCC

200
GAMTETTACC
GAMTEMTTACC
GAMTETTACC
GACTTTTACC
GACTTTTACC
GACTTTTACC
GACTTTTACC
GACTTTTACC
GACTTTTACC
GACTTTTACC
GACTTTTACC
GACTTTTACC
GACTTTTACC
GACTTTTACC
GACTTTTACC
GAMTETTACC
GABMTETTACC
GACTTTTACC
GACTTTTACC
GACTTTTACC
GACTTTTACC
GACTTTTACC
GACTTTTACC
GACTTTTACC
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TTATAATIGG
TTATAATTGS
TTATAATTGG
TTATAATTGG
TTATAATIGG
TTATAATTGS
TTATAATTGG
TTATAATTGG
TTATAATTGG
TTATARATTGG
TTATAATTGG
TTATAATTGG
TTATAATTIGG
TTATAATTGS
TTATAATTGG
TTATAATTGG
TTATAATTGG
TTATAATTGS
TTATAATTGS
TTATAATTGE
TTATAATIGG
TTATAATTGSE
TTATAATTGG
TTATAATTGG
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CCHGATATGG
CCHEGATATGG
CCHGATATGG
CCAGATATGG
CCAGATATHEG
CCAGATRTGEG
CCAGATATGG
CCAGATATGGE
CCAGABATGG
CCAGAMATGG
CCAGABATGG
CCAGAEATGG
CCABABIRT GG
CCAGAEIATGG
CCAGAEATHEHG
CCEGATATHEG
CCEGATATHEG
CCAGATATHEG
CCAGATATHEG
CCAGATATGG
CCAGATATGG
CCAGATATGEG
CCAGATATGG
CCAGATATHEG
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ACCETCEITA
ACCHTCHEITA
ACCHETCETTA
GCCTTCHETTA
ACCTTCHETTA
ACCTTCHTITA
ACCTTCHITA
GCCTTCHETTA
BCCTTCHETITA
WCCTTCHTTA
BCCTTCHTTA
BCCTTCETITA
ECCTTCETITA
BMCCTTCHTITA
ECCTTCETTA
BCCETCHETTA
BCCETCHETTA
ACCTTCHTTA
ACCTTCHETTA
GUCTTCHETTA
ACCTTICHTTA
GCCTTCHTTA
GCCTTCHETTA
ACCTTCHTITA



1. FJE24821

2. FJ524825

3. FJ624827

4. GU203456
5. GU203457
6. GU203462
7.GU203464
B. GU203465
9. GU203467
10. GU203468
11. GU203470
12.GU203471
13.GU203472
14. GU203473
16, GU203474
16, GUGB2350
17.JNE82244
18. Kizilirmak 1
18, Kizilirmalk 2
20. Kizilirmalk 3
21 Kizilirmak 4
22, Kizilirmak &
23, Kizilirmak 6
24 Kizilirmak 7

1. FJA24821

2 FJA2482A

3 FJR24827

4 GU203456
5 GUZ203457
. GL203462
7.GU203464
8. GU203465
0. GUZ03467
10. GLI203468
11. GU203470
12.GU203471
13.GU203472
14.GU203473
15.GU203474
16. GUAR2350
17.JM582249
18. Kizilirmak 1
18, Kizilirmalk 2
20. Kizilirmalk 3
21 Kizilirmak 4
22 Kizilirmak 5
23 Kizilirmak 6
24, Kizilirmak 7

1.FJ624821

2. FJ524825

3 FJG24827

4 GU203456
5. GU203457
6. GU203462
7.GU203464
8. GU203465
9. GUZ203467
10. GU203468
11. GU203470
12.GU203471
13 GU203472
14. GU203473
15.GU203474
16. GUGB2350
17.JNEB2244
18. Kizilirmak 1
18, Kizilirmalk 2
20. Kizilirmalk 3
21, Kizilirmalk 4
22, Kizilirmak &
23, Kizilirmalk 6
24 Kizilirmak 7

aln

ACATTATTAT
ACATTATTAT
ACATTATTAT
ACATTATTAT
ACATTATTAT
ACATTATTAT
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ACATTATTAT
ACATTATTAT
ACATTATTAT
ACATTATTAT
ACATTATTAT
ACATTATTAT
ACATTATTAT
ACATTATTAT
ACATTATTAT
ACATTATTAT
ACATTATTAT
ACATTATTAT
ACATTATTAT
ACATTATTAT
ACATTATTAT
ACATTATTAT
GEIEI
AACTGTTTAC
AACTGETTTAC
AACTGTTTAC
AACTGTTTAC
AACTGTTTAC
AACTGTTTAC
AACTGTTTAC
AACTGETTTAC
GACECTGTAC
GACHGTETAC
GACEGTGTAC
GACEGTGTAC
GACEHCTGTAC
GACEGTGTAC
GACEGCTGTAC
AACTGTTTAC
AACTGTTTAM
AACTGETTTAC
AACTGTTTAC
AACTETTTAC
AACTGTTTAC
AACTETTTAC
AACTGTTTAC
AACTGTTTAC
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THGATTTAGT
THGATTTAGC
THGATTTAGC
TPGATTTAGC
TTGATTTAGC
TPGATTTAGC
TTGATTTAGC
TTGATTTAGC
TTGARMBTIAGC
TTGANMTAGC
TTGANMIAGC
TTGARMTAGC
TTGARMIAGC
TTGARMTAGC
TTGARBBTAGC
TECATTTAGC
TECATTTAGC
TTGATTTAGC
TTGATTTAGC
TTGATTTAGC
TTEATTTAGC
TPGATTTAGC
TTGATTTAGC
TTGATTTAGC
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TAGCTAGCAG
TAGCTAGCAG
TAGCTAGCAG
TAGCTAGCAG
TAGCTAGCAG
TAGCTAGCAG
TAGCTAGCAG
TAGCTAGCAG
TAGCTAGHAG
TAGCTAGCHAG
TAGCTAGHAG
TAGC TAGHAG
TAGCTAGHEAG
TAGCTAGHAG
TAGCTAGHAG
TAGCTAGCAG
TAGCTAGCAG
TAGCTAGCAG
TAGCTAGCAG
TAGCTAGCAG
TAGCHAGUAG
TAGCTAGCAG
TAGCTAGCAG
TAGCTAGCAG
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CCHECCHETTAT
CCHCCETTAT
CCHMCCETTAT
HE e A A
CCCCCATTAT
COCCOATTAT
CCCCCATTAT
CCCCCATTAT
COCCCETTAT
CCCCCETTAT
COCCCEMTTAT
CCCCCETTAT
CCCCCHETTAT
CCCCCETTAT
CCCCCHMTTAT
CCHECCHETTAT
CCHCCETTAT
CCECORATTAT
CCCCCATTAT
COCCCATTAT
CCOCCCATTAT
COMCCATTAT
CCCCCATTAT
CCCCCATTAT
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WaTTTTTTCH
WATTTTTTCH
WATTTTTTCH
TRTTOC
TTTCC
TTTCH
TTTCH
TTTCC
TTTCH
TTTCH
TTTCH
TTTCE
TTTCM
TTTCW
TTTCH
TTTCHE
TTTCH
TTTCC
TTTCE
TTTCC
TTTCC
TTTCC
TTTCC
TTTCC
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BATAGTAGAR
BATAGTAGAR
WATAGTAGAA
AATAGTAGAA
AATANTANAA
AATAGTAGAA
AATAGTAGAA
AATAGTAGAA
AATAGTEGAA
AATAGTHGAA
AATAGTHGAA
AATAGTHEGAA
AATAGTHGAL
AATAGTHGAR
AATAGTHGAA
EATAGTAGAR
BATAGTAGAR
AATAGTAGAR
AATAGTAGAA
AATAGTAGAA
AATAGTAGAA
AATAGTAGAA
AATAGTAGAA
AATAGTAGAA
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CHBTCAGGAAT
CETCAGGAAT
CHTCAGGAAT
CHTCAGGAAT
CETCAGGAAT
CEBTCAGGAAT
CETCAGGAAT
CETCAGGAAT
CHTCEGGAAT
CETCHGGAAT
CHTCEGGAAT
CETCEGGAAT
CHTCEGGAAT
CHTCEGGAAT
CHTCEGGAAT
CHTCAGGAAT
CHBTCAGGAAT
CHTCECGAAT
CHTCECGAAT
CHTCAGGAAT
CHTCEBGGAAT
CETCAGGAAT
CETCAGGAAT
CEICBGGAAT
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BTECATTITAG
BTECATTTAG
BTECATTTAC
TTBCATTTAC
TTGCATTTAG
TPACATTTAG
TTACATTTAG
TTECATTTACG
TTACATTTAG
TTACATTTAG
TTACATTTAG
TTACATTTAG
TTACATTTAN
TPACATTTAG
TTACATTTAG
BTECATTITAC
BTECATTTAG
TTGCATTTAG
TTACATTTAG
TTECATTTAC
TTECATTTAG
TTECATTTAG
TTECATTTAG
TTGCATTTAG
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GCAGGBGCTE
GCAGGAGCTG
GCAGGBGCTG
GCAGGAGCTG
GCAGGAGCTG
GCAGGAGETE
CCAGGAGCTE
GCAGGAGCTE
GCAGGAGCHG
GCAGGAGCHG
GCAGGAGCHG
GCAGGAGCHG
GCAGGAGCHG
GCAGGAGCOMG
GCAGGAGCHG
GCAGGEGCTC
GCAGEAGCTE
GCAGGAGCTE
GCAGGAGCTG
GCAGGAGCTG
GCAGGAGCTE
GCAGGAGCTG
GCAGGAGCTG
GCAGGAGCTG
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TGCECATGCMN
TCCWMOATCCOM
TeCBCATCOE
TCCCCATGOE
TGCCCATGOA
TGCCCATGOA
TCCCCATGCA
TCOCCATGOE
BGCCCABGCA
BCCCCABEGCA
BCOCCABGOA
BCCCCAMGOA
BCCCCAMGCA
BCCCCABMGCA
BCCCCANGCA
TCCWCATCOM
TCCECABGCHE
TCCHMCATGECA
TCCMCATECA
TCOCCATGOE
TCCMCATGOA
TCCCCATGOR
TGCCCATGOG
TGCECATGOA
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CCGGAATTTC
CCGGAATTTC
CCEGAATTTC
CCOGGAATTTC
CCGGAATTTC
CCGGBATTTC
CCGGRATTTC
CCEGAATTTC
CCGGAATTTC
CCEGAATTTC
CCRGAATTTC
CCGGAATTTC
CCOGGAATTTC
CCOGGAATTTC
CCEGAATTTC
CHCGAATTITC
CMCGAATTTC
CCEGAATTTC
CCEGAATTTC
CCEGAATTTC
CCEGAATTTC
CCGGAATTTC
CCEGAATTTC
CCOGGAATTTC
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GAACAGGTTG
GAACAGGTTG
GAACAGGITG
GAACAGGHETIG
GEACAGGETG
GEACAGGETG
GEACAGGETG
GEACAGGHTG
GAACEGGGTTG
GAACGGGTTG
GAACEGGTTG
uAA“GGuTTG
AACGGGTTG
GAA“GGGTTB
GAACEGGTTG
GAACAGGTITG
GAACAGGTITG
GEACAGGHTG
GEACAGGHTG
GAACAGGHTG
GGACAGGHTG
GEACAGGHETG
GAACAGGHTG
CGEACAGGHTG
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GGAGCHTCTG
GGAGCHTCTG
GGAGCHTCTIG
GEAGCATCHEG
GEAGCATCHEG
GGAGCATCEG
GGAGCATCGEG
EEAGCATCHG
CEEGCETCTG
CCECCETCTG
GGHMGCCETCTG
GGEGCEICTG
GCHEGCHETCTG
GGEGCETCTG
GGEGCEICIG
GGAGCHICTG
GGAGCHMTCTG
GEAGCATCHEG
GGAGCATCHEG
GEAGCATCHG
GGAGCATCHG
CGAGCATCHEG
GGAGCATCHEG
GEAGCATCHG
-'k5||]
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTETA
ATCAATTETA
ATCAATTEITA
ATCAATTETA
ATCAATTHETA
ATCRATTHETA
ATCAATTHETA
ATCAATTTITA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
ATCAATTTTA
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45:0
GCAGCTGTAA
GGAGCTGTAA
GGAGCTGTAA
CGAGCTCTAA
GGAGCTGTAA
GGAGCTGTAA
GGAGCTGTAA
GGAGCTGTAA
GGEGCTGTAA
GCEGCTGTAA
GCRGCTGTAA
GGBGECTETAA
GCECETCTAA
GCEGCTGTAA
GGAGCTGTAA
GCAGCTGTAA
GGAGCTGTAA
GGAGCTGTAA
GGAGCTGTAA
CCAGCTCTAA
GCAGCTGTAA
GGAGCTGTAA
GGAGCTGTAA
GGAGCTCTAA
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TACTTTTGAM
TACTTTTGAM
TACTTTTGAM
TACTTTTGAT
TACTTTTGAT
TACTTTTGAT
TACTTTTGAT
TACTTTTGAT
TACTTTEGAT
TACTTTEGAT
TACTTTEGAT
TACTTTEGAT
TACTTTEGAT
TACTTTEGAT
TACTTTEGAT
TACTTTTGAM
TACTTTTGAM
TACTTTTGAT
TACTTTTGAT
TACTTTTGAT
TACTTTTGAT
TACTTTTGAT
TACTTTTGAT
TACTTTTGAT
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TTTTATTAMT
TTTTATTAMT
TTTTATTAMT
TTTTATTATT
ITTTATTALT
TTTTATTATT
TTTTATTATT
ITITATTATT
TTTTATTATLT
TTTTATTATT
TTTTATTATT
TTTTATTATT
TTTTATTATT
TTTTATTATT
TTTTATTATT
TTTTATTAMT
TTTTATTAMT
TTTTATTATT
TTTTATTATT
TTTTATTATT
TTTTATTATLT
TTTTATTATT
TTTTATTATT
ITITATTATT
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ATTTTATTAC
ATTTTATTAC
ATTTTATTAC
ATTTTATTAC
ATTTTATTAC
ATTTTATTAC
ATTTTATTAC
ATTTTATTAC
ATTTTATTAC
ATTTTATTAC
ATTTTATTAC
ATTTTATTAC
ATTTTATTAC
ATTTTATTAC
ATTTTATTAC
ATTTTATTAC
ATTTTATTAC
ATTTTATTAC
ATTTTATTAC
ATTTTATTAC
ATTTTATTAC
ATTTTATTAC
ATTTTATTAC
ATTTTATTAC
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CGAATACCAT
CGAATACCAT
CGAATACCAT
CGAATGECCAT
CGAATACCAT
CGAATACCAT
CGAATACCAT
CGAATGCCAT
CEEATACCET
CEGEATACCET
CGEATACCET
CEEATACCET
CEEATACCET
CEEATACCET
CGGATACCET
CGAATACCAT
CGAATACCET
CGAATACCET
CEAATACCAM
CEAATGECCAT
CGAATGCCAN
CGAATGECCAT
CGAATGCCAT
CGAATACCET
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METTATCHEETA
BTTATCHINETA
BT TATCHEERTA
ATTATCEETA
ATTATCHEETA
ATTGETCEMETA
ATTEGTCHEET A
ATTATCHEETA
AETHETCHEET A
ABTETCEETA
ABTETCHNETA
AMTHETCHNET A
ABTETCHEET A
ABTETCINETA
AETETCEETA
T TATCHEETA
ETTATCEEETA
ATTATCEMETA
ATTATCEEETA
ATTATCERETA
ATTATCEMETA
ATTATCEMETA
ATTATCHEERTA
ATTATCEETA
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AACAATTATT
ARCAATTATT
ARCAATTATT
AACAATTATT
ARCAATTATT
ARCAARTTATT
AACAATTATT
AACAATTATT
AACAATTATT
ARCAATTATT
ARCAATTATT
AACAATTATT
AACAATTATT
ARCAATTATT
AACAATTATT
AACAATTATT
AACAATTATT
ARCAATTATT
ARCAATTATT
AACAATTATT
AACAATTATT
ARCAARTTATT
AACAATTATT
AACAATTATT
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TATTTGTHETG
TATTTGTHTG
TATTTGTHETG
TATTTIGTTITG
TATTTGTIIG
TATTTGTTTG
TATTTGTTTG
TATTIGTTTIG
TATTTGTGTG
TATTTGTETG
TATTTGTETG
TATTTGTEIG
TATTTGTETG
TATTTGTETG
TATTTGTERTG
TATTTGTHIG
TATTTGTHETG
TATTTGTTITG
TRTTTET TG
TATTIGTITGE
TATTTIGTITG
TATTTGTTTG
TATTTGTTTG
TATTIGTTIIG
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CCHGTHETTAG
CCECTHETTAG
CCHCTETTAG
CCTETTTIAR
CCTGTTTITAG
COTGTTTTAG
CCTGTTTTAG
CCIGTTTTIAG
CCECTTITAG
CCECTTTITAG
CCECTTTITAG
CCECTTTITAG
CCEETTITAG
CCMETTTITAG
CCEGTTTITAG
CCHEGTHETTAG
CCECTHTTAG
CCTGTTTTAG
COTGTTTTAG
CCTETTTIAR
CCTGTTTTAG
CCTGTTTTAG
CCTGTTTTAG
CCTETTTIAG
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AATATACGAT
AATATACGAT
AATATACGAT
AATATACGAT
AATATACGAT
AATATACGAT
AATATACGAT
AATATACGAT
AATATACGAT
AATATACGAT
AATATACGAT
AATATACGAT
AATATACHAT
AATATACGAT
AATATACGAT
AATATACGAT
AATATBCGAT
AATATACGAT
AATATACGAT
AATATACGAT
AATATGCGAT
AATATACGAT
AATATACGAT
AATATACGAT
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ATCTGTAGTH
ATCTGTAGTE
ATCTGTAGTE
ATCTGTAGTA
ATCTGTAGTA
ATCTGTAGTA
ATCTGTAGTA
ATCTGTAGTA
ATCTGTAGTA
ATCTGTAGTA
ATCTGTAGTA
ATCTGTAGTA
ATCTGTAGTA
ATCTGTAGTA
ATCTGTAGTA
ATCTGTAGTH
ATCTGTEGTE
ATCTGTAGTA
ATCTGTAGTA
ATCTGTAGTA
ATCTGTAGTA
ATCTGTAGTA
ATCTGTAGTA
ATCTGTAGTA
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CHCCMGCTAT
CHGGEGCTAT
CHGGEGCTAT
CTGGGGCTAT
CTGCEGTTAT
CTGCEGCTAT
CTGCEGCTAT
CTGGGGCTAT
CTGGGECTAT
CTGGGECTAT
CTGGEECTAT
CTGGEGECTAT
CTGGGECTAT
CTGGGGCTAT
CTGEGEECTAT
CEGGHMGCTAT
CEGGEGCTAT
CTGEGECTAT
CTGGEECTAT
CTEEGECTAT
CTGGGGCTAT
CTGGGGCTAT
CTGGGGCTAT
CTGGGGCTAT
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CAAATGGAAT
CAAATGGAAT
CAAATGGAAT
CAAATGGAAT
CAAATGGAAT
CAAATGGAAT
CAAATGGAAT
CAAATGGAAT
CAAATGGAAT
CAAATGGAAT
CAAATGGAAT
CAAATGGAAT
CAAATGGAAT
CAAATGGAAT
CAAATGGAAT
CAAATGGAAT
CAAATGGEAT
CAAATGGAAT
CAAATGGAAT
CAAATGGAAT
CAAATGGAAT
CAAATGGAAT
CAAATGGAAT
CAAATGGAAT
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ATTACAGCHEA
ATTACAGCHA
ATTACAGCHEA
ATTACAGCTA
ATTACAGCTA
ATTACAGCTA
ATTACAGCTA
ATTACAGCTA
ATTACHGCHEG
ATTACHGCHEGE
ATTACEGCHEG
ATTACEGCEG
ATTACHGCHGE
ATTACHGCHEG
ATTACEGCEG
ATTACAGCHA
ATTACAGCHEA
ATTACAGCTA
ATTACAGCTA
ATTACAGCTA
ATTACAGCTA
ATTACAGCTA
ATTACAGCTA
ATTACAGCTA
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TACAATATTA
TACAATATTA
TACAATATTA
TACAATATTE
TACAATET TG
TACAATETTA
TACAATGTTA
TACAATATTG
BACAATAETA
BACAATAETA
BACAATABTA
EACAATAMTA
BACAAGAETA
BACAATAETA
BACAATAMTA
TACAATATTA
TACAATETTA
TACRATGETTA
TACAATGETTA
TACAATATTG
TACAATETTA
TACAATATTE
TACAATATTG
TACAATETTA
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TTEACACANC
TTEACACANC
TTGACACARC
TTAACAGATC
TTAACAGATC
TTAACAGATC
TTAACAGATC
TTAACAGATC
TPAACAGATC
TTAACAGATC
TTAACAGATC
TTAACAGATC
PTAACAGATC
TTAACAGATC
TTAACAGATC
TTAACAGARC
TTAACAGAMC
TTAACAGATC
TTAACAGATC
TTAACAGATC
TTAACAGATC
TTAACAGATC
TTAACAGATC
TPTAACAGATC
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GLCF“HPTT
AGACCCHEATT
AGACCCAATT
AGACCCAATT
AGACCCAATT
AGACCCAATT
AGACCCAATT
GGAMC CAATT
ECAMCCAATT
ECANCCAATT
ECABCCAATT
BGCAMCCAATT
ECABCCAATT
GGAMCCAATT
AGABCCHEATT
AGACCCHATT
AGACCCAATT
AGACCCAATT
AGACCCAATT
AGACCCAATLT
AGACCCAATT
AGACCCAATT
AGACCCAATT
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TTATACCAAC
TTATAMCAAC
TTATACCAAC
TTATACCAAC
TTATACCAAC
TTATAMCAAC
TTATACCAAC
TTATACCAALC
TTATACCAAC
TTATACCAAC
TTATACCAAC
TTATACCAAC
TTATACCAAC
TTATACCAALT
TTATACCAAC
TTATACCAALC
TTATACCAGC
TTATAMCAAC
TTATACCAAC
TTATACCAALC
TTATACCAAC
TTATACCAALC
TTATACCAAC
TTATAMCAAC
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ACTTCATTT
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CACTTCATTT
CACHMTCATTE
CACHTCATTHE
CACETCATTH
CACHTCATTHE
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CACHTCATTE
WACTTCHTTT
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TTIGACCCHEG
TTTGACCCHEG
TTTGACCCHEG
TTTGACCCAG
TTIGAMCCAG
TTTGACCCAG
TTTGACCOAL
TTTGAICCAG
TTECACCCAG
TTEGACCCAG
TTECACCCAG
TTEGACCCAG
TTRGACCCAG
TTHRGACCCAG
TTECACCCAG
TTTGACCCHG
TTTGACCCHEG
TTTGAMCCAG
TTTGAMCCAG
TTTGACCCAG
TTIGARCCAG
TTTuAlF”’”
TTTGACCCA
TTTGAICCAG
BQIU

ATTTTTTGGT
ALTITT.TG
ATTTTTTGGT
ATTTTTTGGT
L 1

ATTTTTTGGT
ATTTTTTGGT
ATTTTTTGGT
ATTITTITIGGET
ATTTTT

ATTTTTTGGT
ATTTITITGGT
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CEBGGAGGAGE
CEGCAGGEGE
CEGGAGGAGSE
CHGGAGGAGG
CHGGAGGAGS
CEGGAGGAGG
CHGCAGGAGE
CHGCAGGAGE
CHGGAGGAGE
CHMGCCAGGAGS
CECCAGGAGE
CHIGGAGGAGS
CHGGAGGAGG
CEBGCAGGAGS
CEGCAGGAGG
CHGGCAGGAGE
CHGGCAGGAGS
CHGCECGAGE
CECGAGGAGT
CHECGAGGAGE
CHGEAGGAGS
CElGGAGGAGS
CEBGGAGGAGE
CHGGECGAGE
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Sekil 4.25. Arastirma yoresinde incelenen Simulium izolatlart ile Diinyadaki diger baz1 Simulium
izolatlarinin parsiyel mt-COI gen bolgesine gore niikleotid dizilimlerinin alignmentlar1

Sekil 4.25°de goriilecegi tizere mt-COI gen bolgesine gore Simulium tiirleri ve izolatlar1

arasinda cesitli niikleotid degisimleri belirlenmistir. Filogenetik analiz sonucunda

Kizilirmak

izolatlarmin  Simulium (Wilhelmia)

soyunda oldugu belirlenmistir.

Kizilirmak 1-7 izolatlar1 ile GenBank’a kayith diger baz1 Simulium izolatlarinin mt-COI

gen bolgesine gore Neighbor joining metodu (Tamura Nei modeli) ile olusturulan

filogenetik agaci1 Sekil 4.26’da verilmistir. Filogenetik analiz sonucu Kizilirmak

izolatlar1 arasinda %97,2-100,0, diinyadan diger Simulium izolatlar1 ile ise %87,0-100,0

oraninda identiklik belirlenmistir. Mt-COI gen bdlgesine gore Kizilirmak izolatlarinin S.

equinum izolatlar1 ile aym filogenetik grupta yer aldigi ve yiiksek oranda identik
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olduklar1 belirlenmistir. Kizilirmak 3 ve Kizilirmak 6 izolat1 en yiiksek identikligi
Litvanya’dan pupa devresinden elde edilmis S. equinum AlNemunasl izolati
(GU203456) ile, Kizilirmak 5 izolat1 Litvanya’dan pupa devresinden elde edilmis S.
equinum H10Virinta izolat1 (GU203465) ile gostermistir. Kizilirmak 1, Kizilirmak 2,
Kizilirmak 4 ve Kizilirmak 7 izolatlar1 diger Kizilirmak izolatlarina yakin olmakla
birlikte ayri filogenetik bransta yer aldig1 ve en yiiksek identikligi yine Litvanya’dan
pupa devresinden elde edilmis S. equinum B10Dubysa izolat1 (GU203457) ile gosterdigi
belirlenmistir. Elde edilen bu sonuclarla arastirma yoresinde incelenen simuliid larvalari
S. (Wilhelmia) equinum olarak identifiye edilmistir.

Kizilirmak 3

748

o5 auinum GU203456
_ Kzilimak 6
S. equinum GU203465

52l?izilirrnal{ 5
Kizilirmak 1
?g'zmirmak 7
Kizilirmak 2
Kizilirmak 4
3. equinum GLIZ03447

5. equinum GLIZ03462
100
g. equinum GLUZ203464

10

— 5. lineaturmn GU203467
— S.lineatum GLI203468
5. lineatum GLUI203472
Bs2

’7— S. lineatum GLUI203471

oo 5. lineatum GU203470
100 — S lineatum GU203473
5. lineatum GU203474

938

5. vittatum FJ524821
g._fittatum FJ524827
g5 25- vittatum FJ524825
100 Simulium sp. GLIGE2350
Simulium sp. JNA32244
A jeyporiensis HOQBTT3T9

0.02

Sekil 4.26. Kizilirmak izolatlari ile GenBank’a kayith diger Simulium izolatlarinin parsiyel mt-COI gen
bolgesine gore filogenetik akrabaliklar1 (Neighbour Joining — Tamura Nei modeli). D1s grup olarak
Anopheles jeyporiensis (HQ977379) kullanilmustir. Olgek cizgisi bolgeye gore niikleotid degisimini

gostermektedir.
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Arastirma yoresinde elde edilen simuliid izolatlariyla ribozomal complete ITS 2 ve

parsiyel 28S gen bolgesi yoniinden blastn kiyaslamasi yapilan ve Multiple alignmenta

dahil edilen Diinya'daki diger bazi Simulium izolatlarmin aksesyon numaralar1 ve

izolatlara ait bilgiler GenBank'tan alinarak Tablo 4.4'de gosterilmistir.

Tablo 4.4. Ribozomal ITS-2 ve 28S gen bolgeleri i¢in diinyadan Multiple aligmenta dahil edilen diger
bazi Simulium izolatlarinin aksesyon numaralari ve izolatlara ait bilgiler

izolat Orijin | DNA izolasyon kaynagi Tirler Aksesyon Numarasi
Zhangpulclone 2 Cin Ergin S. aureohirtum FJ538885
Zhangpul clone 1 Cin Ergin S. aureohirtum FJ538884
- Kanada Larva S. quebecense FJ436350
C174 clone 1 Cin Ergin S. quinquestriatum AY594320
- Amerika Larva S. damnosum SDU36205
- Amerika Larva S. sanctipauli SSU36206
- Hindistan Pupa S. praelargum IN107756
clone 2b Amerika Larva S. sirbanum SSU36210
Sol3 Uganda Ergin S. pandanophilum AY625915
Pm5(BNI) Kongo Ergin S. squamosum DQ655650
Eth11-K16 Etyopya Ergin S. kaffaense AY625919
- Kanada Larva S. euryadminiculum Fl437567
- Kanada Larva S. annulus FJ437566
Ny8 Uganda Larva S. kilibanum AY625937

Arastirma yoresinde niikleotid dizileri ortaya konan Kizilirmak izolatlar1 ile Diinyadan

Multiple alignment’a dahil edilen diger Simulium izolatlarnin complete ITS-2 ve

parsiyel 28S gen bolgesine gore niikleotid kompozisyonlar1 Tablo 4.5'de, pairwise

alignmentlar1 ise Sekil 4.27°de verilmistir.
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Tablo 4.5. Multiple alignmentlar1 yapilan pozitif izolatlar ve Diinyadan diger baz1 izolatlarin niikleotid
kompozisyonlari

izolat/Aksesyonno | T (%) | C (%) | A (%) | G (%) | G+C (%) | A+T (%) nﬁklt 32';“5“”1&
Kizilirmak 1 363 | 13,7 | 347 | 153 29,0 71,0 380,0
Kizilirmak 2 363 | 141 | 344 | 152 29,3 70,7 375,0
Kizilirmak 3 364 | 142 | 343 | 150 29,2 70,7 379,0
Kizilirmak 4 36,1 | 139 | 347 | 153 29,2 70,8 380,0
Kizilirmak 36,1 | 140 | 348 | 150 29,0 70,9 379,0
Kizilirmak 6 359 | 140 | 348 | 153 29,3 70,7 379,0
Kizilirmak 7 362 | 134 | 349 | 155 28,9 71,1 381,0

Zhangpulclone2 | 29,0 | 16,6 | 345 | 19,9 36,5 63,5 831,0
Zhangpul clone I | 29,0 | 16,6 | 344 | 200 36,6 63,4 831,0
FJ436350 292 | 180 | 30,1 | 227 40,7 59,3 2703,0
C174 clone 1 29,7 | 158 | 350 | 195 35,3 64,7 8760
SDU36205 30,1 | 152 | 373 | 174 32,6 67,4 856.0
SSU36206 30,6 | 153 | 365 | 17.5 32,8 67,1 810,0
IN107756 313 | 143 | 364 | 180 32,3 67,7 428,0
clone 2b 298 | 154 | 373 | 174 32,8 67,1 855.0
Sol3 363 | 133 | 349 | 156 28,9 71,2 430,0
PmS5(BNI) 373 | 134 | 342 | 151 28,5 71,5 424,0
Eth11-K16 38,0 | 133 | 338 | 149 28,2 71,8 429,0
FJ437567 292 | 179 | 304 | 225 40,4 59,6 2497,0
FJ437566 292 | 179 | 304 | 225 40,4 59,6 2497,0
Ny8 375 | 133 | 340 | 152 28,5 71,5 429,0
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Arastirma yoresinde sekans analizi yapilan Kizilirmak izolatlar1 ile Diinya'da
GenBank’a kayith benzer diger baz1 Simulium izolatlarinin, ribozomal complete ITS-2
ve parsiyel 28S gen bolgelerinin Multiple alingmentlar1 ve niikleotid kiyaslamalar1 Sekil

4.28’de gosterilmistir.



1. FJ538B8A
2.FJ533884
3.FJ436350
4. AY594320
5.80U36205
6. S5U36206
T..JJN107756
8. 55036210
9. AYG25814
10. DQBAEEA0
11, AYG25914
12 FJ437567
13 FJ437566
14, AYB25937
14, Kizilirmak 2
16, Kizilirmak 5
17, Kizilirmak 6
18, Kizilirmak 4
19, Kizilirmalk 1
20, Kizilirmak 7
21 Kizilirmalk 3

1.FJ538B85
2.FJ533884
3. FJ436350
4. AY594320
5.80U36205
6. 55136206
T.JN107756
8. 85036210
9. AYG25914
10. DQBRAEA0
11, AYG25914
12 FJ437567
13 FJ437566
14, AYB26937
14 Kizilirmak 2
16, Kizilirmak §
17, Kizilirmak &
18, Kizilirmalk 4
19, Kizilirmak 1
20, Kizilirmak 7
21, Kizilirmalk 3

1.FJ538B85
2.FJ533B84
3.FJ436350
4. AY594320
5. 80U36205
6. S5U36206
7.JN107756
8.55U36210
9. AYG25914
10. DQE&5ESD
11, AYB25914
12 FJ437567
13 FJ437566
14, AYB26937
15, Kizilirmak 2
16, Kizilirmak 5
17. Kizilirmak &
18, Kizilirmalk 4
19, Kizilirmak 1
20. Kizilirmak 7
21, Kizilirmak 3

1 10
TCGACAAGTT
TCCACAAGTT
TCCACAAGTT
TCGACAAGTT
TCCACAAGTT
TCGACAAGTT

TCGACAAGTT
TCGACAAGTT
TCGACAAGTT
ICGACAAGTT
TCGACAAGTT
TCGACAAGTT
TCGACAAGTT

Al
AGAATGGCTT
ACAATGGCTT
AGAATGEGCTT
ACAATGGCTT
ACAATGGCTT
AGAATGGCTT

GGCTT
AGAATGGCTT
AGAATGGECTT
AGAATGGCTT
AGAATGGCTT
AGEGATGGCTT
ACBATGEGECTT
AGAATGGCTT
AGAATGGCTT
AGAATGEGECTT
AGAATGGCTT
ACAATGGCTT
AGAATGGCTT
AGAATGGCTT
ACAATGGCTT

10
TETTCTTICE
TGTTCTTTCG
TGTTCTTTHG
TETTCTTTCHE
TGTTCTT T
TETTCTT

TGTTC
TETTET &
IETTRITTOG
TGTTCTT TG
TGTTCTTTCG
Tl TET e
IGTTCTTTICGE
TGTTCTTTCG
TGITETLITTEG
IGTTCTTTCG
IGLTCIITCG

20
GAACGCATAT
GBACGCATAT
GAACGCATAT
GAACGCATAT
GAACGCATAT
GAACGCATAT

GRACGCATAT
GAACGCATAT
GAACGCATAT
GAACGCATAT
GAACGUATAT
GAACGCATAT
GAACGUATAT

T
GAGGTTCATA
GAGGTTCATA
GAGGTTCATA
GAGGTTCATA
CAGGTTCATA
GAGGTTCATA
GACGTTCATA
GAGGTTCATA
GAGGTTCATA
GAGGTTCATA
GAGGTTCATA
GAGGTTCATA
GAGGTTCATA
GAGGTTCATA
GAGGTTCATA
GAGGTTCATA
GAGGTTCATA
CAGGTTCATA
GAGGTTCATA
GAGGTTCATA
CAGGTTCATA

120
Gty Y :
ot =R g
B Ak

o
1

{90 12 B o 0 o
1
ol
Bl

an
CGCACTTOTT
CECACTTCTT
CGCACTTCTT
CGCACTTCTT
CEGCACTTCOTT
CGCACTTCTT

CGCACTTICTT
CGCACTTETT
CEEAETTETT
CGEOAT T
CGCACTTCTT
CEEARTTETT
CGCACTTCTT

a0
TEETTEAGTE
TEETTGAGTG
TGETTGAGTG
TEETTGAGTE
TCETTGAGTG
TEETTGAGTG
TCETTCAGTE
TEETTGAGTG
TEETTEAGTG
TGGETTGAGTG
TCETTGEAGTG
TCETTGAGTG
TEETTGAGTG
TCETTGAGTG
TGGETTGAGTG
TEETTGAGTG
TCETTGAGTG
TCETTGAGTG
TCCTTGAGTG
TGETTGAGTG
TEETTCAGTE
130
GAAAGACGT
GAAAGACGT
GEBAAGACCH
ECEBAAGACGT
BRAAAGACGT
ENAAAGACGT
ERALACACCHE
ENAAACACGT
BCAAAGACGT
BAAAGACGT
BRAAACACGET
GAAAGACGH
GCAAAGACCH
BRAAAGACGT
GAAAGACGT
CAAAGACGT
GAAAGACGT
GAAAGACGT
GAAAGACGT
GAAAGACGT
GAAAGACGT

4

GOTTTTTATT
GCTTTTTATT
GCTTTTTATT
GCTTTTTATT
GC-TTTTATT
GC-TTTTATT

EC - AT
GCETTTTTATT
GCTTTTTATT
GCLTTTEALT
GCLTTTITATT
GETTTTTATT
GCTTTTTATT
TTTATT
LEMATT
AT
TTTATT
PT-TATT
TTTATLT
TTTATT

an

CTATAATTTA
CTATAATTTA
CTATAATTTA
CTATAATTTA
CTATAATTTA
CTATAATTTA
CTATAATTTA
CTATAATTTA
CTATAATTTA
CTATAATTTA
CTATAATTTA
CTATAATTTA
CTATAATTTA
CTATAATTTA
CTATAATTTA
CTATAATTTA
CTATAATTTA
CTATAATTTA
CTATAATTTA
CTATAATTTA
CTATAATTTA

140
ACGTGTCAACD
ACGTGTCAAC
ACGTGTCAAC
ACGTGTCAAC
ACGTGTCAAC
ACCTGTCAAC
ACGTGTCAAC
ACGTETCAAC
ACGTGTCAAC
ACGTGTCAAC
ACGTETCAAC
ACGTGTCAAC
ACGTGTCAAC
ACGTGTCAAC
ACGTGTCAAC
ACCTGTCAAC
ACGTGTCAAC
ACGTGTCAAC
ACGTGTCAAC
ACGTGETCAAC
ACGTGTCAAC
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a

CTATTTAGTT
CTATTTAGTT
CTATTTABTT
CTATTTAMTT
CTATTTAGTT
CTATTTAGTT

CTATTTAGTT
CTATTTAGTT
CTATTTAGTT
CTATTTAGTT
CTATTTAMTT
CTATTTAMTT
CTATTTAGTT
CTATTTAGTT
CTATTTAGTT
CTATTTAGTT
CTATTTAGTT
CTATTTAGTT
CTATTTAGTT
CTATTTAGTT
100
TCAATAGAACD
TCAATAGAAC
TCAATAGAAC
TCAATAGAAC
TEAATHGAAC
TE@AATHGAAC
TCAATAGAAC
TEAATHEGAAC
TEAATAGAAC
THAATEGAAC
TEAATHMGAAC
TCAATAGAAC
TCAATAGAAC
TCAATEGAAC
TCAATAGAAC
TCAATAGAAC
TCAATAGAAC
TCAATAGAAC
TCAATAGAAC
TCAATAGAAC
TCAATAGAAC
140

TATGAGACTHE
TATGAGAC TH
TATGAMACT -
TATEAGAC B
TATHMAGACTT
TATEAGACTT
TATHAGACTH
TATEAGACTT
TATEAGACTT
TATEAGACTT
TATEAGACTT
TATGAGAC TE
TATGAGAC T
TATHMAGACTT
TATGAGACTT
TATGAGACTT
TATGAGACTT
TATGAGACTT
TATGAGACTT
TATGAGACTT
TATGAGACTT



1. FJ538885
2. FJA3RE84
3. FJ4363450
4. AvHa4320
5.50U36205
B, 55LI36206
7.JN107756
8. 55036210
9. AT625915
10. DAG55EA0
11, AYG255919
12, FJ437567
13 FJ437566
14, AYG2R937
15, Kizilirmak 2
16. Kizilirmak &
17, Kizilirmak &
18, Kizilirmak 4
19, Kizilirmalk 1
20, Kizilirmak 7
21 Kizilirmak 3

1. FJA3RBEA
2. FJ538854
3. FJ436350
4 Av584320
5.50U36205
. 55L36206
T.JN107756
8. 350L36210
9. AYG25815
10. DAGA5ESD
11 AYG259149
12 FJ437567
13 FJ437566
14, AYG254937
15, Kizilirmak 2
16, Kizilirmak &
17, Kizilirmak &
18, Kizilirmak 4
19, Kizilirmak 1
20, Kizilirmak 7
21 Kizilirmak 3

1. FJA36B8A
2. FJR38B84
3. FJ436350
4 Av584320
5. 50U36204
6. 550L136206
7.JN107756
8. 55036210
9. AYG25815
10. DOGAAEARD
11 AYG25919
12 FJ43T567
13 FJ437566
14, AYG25937
15, Kizilirmak 2
16, Kizilirmak &
17, Kizilirmak &
18. Kizilirmak 4
19, Kizilirmak 1
20, Kizilirmak 7
21, Kizilirmak 3

180

- TGGHAEEA
- TGEHA BWA
CHEC C A
- -GCEETAA
B ToCEAEAA
0 TGCEARAA A
- -GCHEEETAA
MECHECAABAA
- -GCAARAG
B TGCHARAA
B rocEA@AA
BN mETAA
D e T A A
THC ARRAA
TGCAATHEA
TGCAATHA
TGCAATEA
TGCAATHA
TGCAATHEA
TGCAATHA
TGCAATHA
210

--AAATCAAA
--AAATCAAA
--AAATCAAA
--RAATCARA
BTAMATEAAA
BTAEATEAAA
--AAATCAAA
MTAMATHEAAR
BTABATHEAAA
BrABATHAAA
BTARATEAAA
~—ARAATCARA
--AAATCAAA
MTANATHEAAA
BTEAATCAAA
BTEAATCAAA
BTEAATCAAA
BTEAATCAAA
BTEAATCAAA
BTEAATCAEA
EBTEAATCAAA

260

TTTH
TTTH
CTA TTTH
CTA TTTH
CTA@ITTG
CTAMTTTG
CTA TTTH
CTABTTTG
CTABTTTG
CTAMTTTG
CTAETTTG
'GC AT T THE
GCYEIET TTH
CTAMITTG
CTAE TTTG
CTA TTTG
CTA TTTG
CTA TTTG
CTA TTTG
CTA TTTG
CTA TTTG

3 6 6 5

ETA
CTA

_l(_JL'_JI'“f_J(_J-f_J(_J(_J(_J(_JI.’_EL'_JO-f_J(_J

2 2 LT

“‘:D

T AGA
) AGA
ENCEN AcA
IRIGGE MAGA
.“. AGA
AGA
-GG- AGA
AGA
AGA
NAGA
AGA
AGA
AGA
AGA
ABCGCEEN" -2
ANGGEEE: - A
LEGCEEN~CA
ABGCEEA~CA
ABGCEENL - A
ANGGEERA G A
bl (elel - BAeRd

20

I EE

TACAG
TACA-
TACAG
TACAG
TABAG MIT-
TABAGHABTT -
TACAG—==TT
TABMAG MIT-
TACAG @TT-
TAMAG ETT-
TABAG WTT-
TACAGEAGTT
TACAGHAGTT
TAMAG BETT-
TACA--ATTT
TACA--ATTT
TACA--ATTT
TACA--ATTT
TACA--ATTT
TACA--ATTT
TACA--ATTT

210

ACATTTTATA
ACATTTTATA
GCATTTTGETA
AMATTTTATA
ACATTTTATA
ACATTTTATA
AEATTTTATA
ACATTTTATA
ACATTTTATA
ACATTTTATA
ACATTTTATA
AEATTTTIGTA
ABATTTTGTA
ACATTTTATA
ACATTTTATA
ACATTTTATA
ACATTTTATA
ACATTTTATA
ACATTTTATA
ACATTTTATA
ACATTTTATA

180

CTCATATTIG
CTCATATITG
WTCATATTTG
CTHRATATTIG
CTHATATTIG
CTHATATTTG
CTHATATTIG
CTHATATTIG
CTHATATTIG
CTHATATTIG
CTHEATATTIG
CTCATATTIG
CTCATATTTG
CTHATATTTG
CTCATATTTIG
CTCATATITIG
CTCATATITTIG
CTCATATTITG
CTCATATTIG
CTCATATTIG
CTCATATTIG

20

ATC TA
ATC TA
ABCH -7
A:DII.I...

280

TGATACTATC
TGATACTATC
TEATACTATC
TCABMACTATC
TGATACTATC
TGATACTATL
TCAMACTATC
TGATACTATC
TCATACTATC
TGATACTATC
TGATACTATC
THATACTATC
THATACTATC
TGATACTATLC
TEATACTATC
TGATACTATC
TCATACTATC
TGATACTATC
TGATACTATC
TGATACTATC
TCATACTATC

180
ATTAAATCAM
ATTAAATCAN
ATTAAATCAA
ATTAAATCAA
ATTAAATCHA
ATTAAATCHEA
ATTAAATCAA
ATTAAATCHA
ATTAAATCHEA
ATTAAATCHA
ATTAAATCHA
ATTAAATCAA
ATTAAATCAA
ATTAAATCHA
ATTAAATCAN
ATTAAATCAN
ATTAAATCAM
ATTAAATCAN
ATTAAATCAN
ATTAAATCAN
ATTAAATCAM

20
BiCcTTCCTE
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Sekil 4.28. Arastirma yoresinde incelenen Kizilirmak izolatlar1 ile Diinyadaki diger bazi Simulium
izolatlarinin ribozomal complete ITS-2 ve parsiyel 28S gen bolgesine gore niikleotid dizilimlerinin
alignmentlar1
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Sekil 4.28°de goriilecegi lizere ribozomal ITS-2 gen bolgesine gore Simulium tiirleri ve
izolatlar1 arasinda cesitli niikleotid degisimleri, delesyonlar1 ve insertionlar1 saptanirken
28S gen bolgesinin stabil oldugu belirlenmistir. Kizilirmak 1-7 izolatlar1 ile GenBank’a
kayitlt diger bazi Simulium izolatlarinin ribozomal ITS-2 ve 28S gen bolgesine gore
Neighbor joining metodu (Tamura Nei modeli) ile olusturulan filogenetik agaci Sekil
4.29°da verilmistir. Filogenetik analiz sonucu Kizilirmak izolatlar1 arasinda %97,6-
100,0, diinyadan diger Simulium izolatlar1 ile ise %75,6-85,8 oraninda identiklik
gosterdigi belirlenmistir. Ribozomal ITS-2 gen bolgesine gore tiim Kizilirmak
izolatlarinin diinyadan analize tabii tutulan diger izolatlara gore ayri filogenetik bransta

yer aldig1 saptanmustir.

g3 Fizilirmak 2

s 1kizilirmalk &
523 izilirmak 5

75.F Kizilirmalk 4

100 1Kizi|irmak1
L Kizilirmak 7
Kizilirmak 3
G4 5. sanctipauli SSU36206
BE.4 83.8 5. damnosum SDU36205
_ 3. sirbanum S5U36210
736
—— S. kaffaense AYG25519
61.7
B2.7 —— 5. sguamosum DQGS5650
100 .
S, kilibanum AYGB25937
3. pandanophilum AYG25915
100
=i S. aurechirtum FJ535354

5. aureohirtum FJ538885
582

100 I 3. praelargum JM107756
|— 5. gquinquestriatum AYS594320

5. euryadminiculum FJ437567

S.annulus FJ437566
5. quebecense FJ436350

0.02

Sekil 4.29. Kizilirmak izolatlar1 ile GenBank’a kayitli diger Simulium izolatlarinin parsiyel ribozomal
ITS-2 ve 28S gen bolgesine gore filogenetik akrabaliklar1 (Neighbour Joining — Tamura Nei modeli). Dis
grup olarak Simulium quebecense (HQ977379) kullanilmistir. Olgek ¢izgisi bolgeye gore niikleotid
degisimini gostermektedir



5. TARTISMA VE SONUC

Diptera dizi Nematocera dizi boliimiinde yer alan ve diinyanin her bolgesinde
goriilebilen onemli ailelerden birisi de Simulidae (Kara sinekler, Blackflies) ailesidir.
Simulidae ailesinde bu giine kadar 2101’1 yasayan, 12’si ortadan kalkmuis (fosil) toplam
2113 tiir tarif edilmis ve bunlarin 1697°si Simullium soyunda yer almistir (1).
Simuliidler kan emerek yaptiklar1 parazitligin yaninda Onchocerca volvulus, O.
gutturosa, O. cervipedis, O. dukei, O. lienalis, O. ochengi, O. ramachandrini, O.
tarcicola, Dirofilaria ursi, Splendidofilaria fallisensis, Mansonella ozzardi,
Trypanosoma avium, Try. confusum, Try. corvi, Try. numidae, Leucocytozoon anatis, L.
smithi, L. caulleryi, Hemoproteus nettionis tiirleri gibi parazitlerin yaninda cesitli viral
(Arbovirus) ve bakteriyel patojenlerin de vektorliigiinii yaparlar (1, 5-7). Kayseri ilinde
Yamula Baraj1 Hidroelektrik santralinin 2006 yilinda faaliyete gecmesi ile birlikte Orta
Kizilirmak Havzasinin Kayseri ve Nevsehir ilinden gecen boliimiinde simuliid
populasyonunda afet boyutunda bir artis meydana gelmis ve bu afete karsi kontrol ve

miicadele programu baslatilmigtir.

Tiirkiye’de giiniimiize kadar simuliid sinekler ve onlarin etkileri {izerine yapilmis
caligmalar smirhidir. Bu caligmalarda degisik gelisme donemleri iizerinde morfolojik
identifikasyonlar yapilmistir. Bu ¢aligmalarda 50 nin iizerinde tiiriin varhig1 bildirilmistir
(2, 10, 12-22, 51). Bu ¢alismalardan Yilmaz ve ark. (2) Kayseri-Nevsehir arasinda kalan

Orta Kizilirmak bolgesinde morfolojik olarak Simulium (Wilhelmia) lineatum’un
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varhigm rapor etmislerdir. Bununla beraber Tiirkiye’de simuliid tiirleri iizerine
sitogenetik kromozomal analize ve molekiiler karakterizasyona dayali kombine bir
arastirma bulunmamaktadir. Ancak, GenBank kayitlarinda Laboratory of Entomology,
Institute of Ecology of Vilnius University’den Bernotiene, R isimli bir arastirici
tarafindan girilmis Kizilirmak S. lineatum Bl1Turkey (GU203468) ve C2Turkey
(GU203472) isimli iki izolat ilgili kayda rastlanimistir. Mevcut arastirmada ise Orta
Kizilirmak Havzasi’nin Nevsehir ilinden gecen bdoliimiinde Orneklemesi yapilan

simuliid tiirlerinin molekiiler karakterizasyonlar1 yapilmustir.

Baslica simuliid nesilleri (major lineages, Ornegin, alt aileler ve soylar) arasindaki
evrimsel iliski; kromozomal, molekiiler ve morfolojik karakterlerin uygulanmasi ile iyi
bir sekilde ¢oziilmiis ve desteklenmistir (5, 25, 52). Polytene kromozomlarin analizi ile
nominal tiirlerin 28 farkli kromozom ciftinde dogal hibridizasyon belirlenmistir.
Simulium damnosum complex icindeki tiirler arasinda dogal hibridizasyon sikligi
yaklagik 0.0009- 0.001 olarak belirlenmis (53, 54), ayrica deneysel hibridizasyon da
basarilmistir (55). Simulium dogal popiilasyonlarinda siradisi derecede polymorfizm
belirlenmstir. Polimorfizmlerin biiyiilk boliimii inversiyonlardir. Bu inversiyonlardan
%97’si paracentric inversiyonlardir (56). Morfolojinin evrimsel analizi, ¢evresel etkiyle
etkilenebildigi icin genellikle zordur ve bir¢ok genin fazla ya da daha az etkisi ile
saptanma ihtimali vardir. Bunun yaninda kendi gercegi icinde morfolojik analiz direkt
olarak uygulanabilirligi yoniinden énem arz etmektedir. Ornegin tarsal tirnagin sekli,
konak derisine tutunmada bir adaptasyon olarak nitelenmektedir (57). Kromozomal
varyasyonlar direkt uygulanabilir karakterde degildir. Ancak kullanigh geneteik
markerlar1 saglarlar. Sitogenetik varyasyonun uygulanabilirligi sinirli olup, tiim genetik
varyasyonlar1 yansitmamaktadir. Bu a¢idan kromozomal varyasyonlarla iligkili olmayan

kardes tiirlerin ¢esitliligi heniiz netlige kavusmamaistir.

Molekiiler biyolojik teknikler simuliid tiirlerinin analizi i¢in daha c¢ok 6zelligin
incelenmesine imkan saglamistir. Bu teknikler genel olarak niikleik asitler (genellikle
DNA), proteinler (enzimler ve yapisal proteinler) ve ikincil metabolitler (6rn; lipitler ve
karbonhidratlar) olarak ii¢ gruba ayrilmaktadir. DNA varyasyonu genetiktir. Bunlarmn
ekspresyonu cevresel faktorlerden etkilenmemektedir. Ilgili genin kodon sekansini
yansitan protein varyasyonu, amino asit dizilimlerindeki degisikliklerin bir sonucu

olarak ortaya cikmaktadir. Bununla birlikte protein varyasyonu, post-translasyonel
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modifikasyondan da etkilenebilir. Bodylece bu varyasyonlar, her zaman genetik olarak
saptanamayabilir (58). ikincil metabolitler ise enzimatik faaliyetler sonucu ortaya
cikmaktadir. Dolayisiyla bunlar, genetik temelden bir adim daha uzakta bulunurlar.
Sitogenetik, morfolojik (59, 60) ve molekiiler (25) caligmalar 151ginda Simuliinae alt
ailesinin holoarctic Prosimuliini ve tiim diinyada aygin olan Simuliini olmak tlizere iki

soya ayrildigini ortaya koymustur.

Simuliid tiirlerinin evrimsel ve filogenetik iligkilerinin arastirilmasinda gesitli niikler
ribozomal ve mitokondrial gen bolgeleri calisilmistir. Ribozomal gen bolgeleri i¢in 16S
ve 18S small subunit, 5.8S ve 28S gibi large subunit, ITS-1 ve ITS-2 gibi non
fonksiyonel gen bolgeleri; mitokondriyal gen bolgeleri i¢in ise NAD4 ve COI gibi gen
bolgeleri filogenetik iliskilerin incelenmesinde tercih edilen gen bolgeleri olmustur (29,
30, 35, 39-41, 46, 47). Cytochrome ¢ oxidase enzimi, bakteri ve mitokondride bulunan
genis transmembran protein kompleksidir. Mitokondrinin membraninda yer alan
elektron transport zincirindeki en son enzimidir. Her dort cytochrome ¢ molekiiliinden
de elektron alir ve bunlar1 bir oksijen molekiiliine doniistiiriir. Bu enzim, molekiiler
oksijenin iki molekiil suya c¢evrilmesinden sorumludur. Bu siirecte su olusturmak igin ic
sivi fazdan 4 protona baglanir. Buna ilaveten membran boyunca bu 4 protonun
translokasyonunu da saglar. Neticede ATP sentezinde proton -elektrokimyasal
potansiyelinin transmembran farkliligini belrilemeye yardimci olur. Boylece ATP
sentezi gerceklesir. Mt-COI gen bolgesi, okaryotlarda gostermis oldugu intraspesifik
polimorfizm ile filogenetik analizlerde yaygin olarak kullanilan mitokondrial gen
bolgelerinin baginda gelmektedir (61). Simuliid tiirler iizerine GenBank’ta mt-COI gen
bolgesinin arastirildig farkl iilkelerden ¢esitli kayitlar bulunmaktadir. Pramula ve ark.,
(39), Gomphostilbia altsoyundaki 13 tiirden oriyental karasinekte (Oriental black fly)
mitokondriyal cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (COI) gen bolgesinin farkliliklar1 iizerine
yaptiklar filogenetik arastirmada, intraspesifik genetik farkliligi, ortalama %2,75 (%0-
9.28) interspesifik genetik uzakligi ise %0.34-16.05 olarak belirlemislerdir. Bu
arastiricilar (39) mt-COI gen bolgesine gore DNA barkodlamasinin cryptik biyo
farklilig1 (biodiversity) belirlemede ve geleneksel taksonomiyi kolaylastirmada 6nemli
oldugunu kaydetmisler, morfolojik kriterlere gore belirlenen Gomphostilbia
altsoyundaki tiir gruplarmin monophyletic olmadigin1 ve bu soydaki klasifikasyonun
tekrar degerlendirilmesi gerekliligini ortaya koymuslardir. Rivera ve ark. (47), Nearctic

simuliid tiirleri icerisinden morfolojik olarak farkli 65 tiir ve kardes tiir iceren tiir
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kompleksinde genetik varyasyonu, mt-COI gen bolgesine gore arastirmislar, benzer
tiirler arasinda genetik varyasyonu %14.93 olarak saptarken morfolojik farkli tiirlerde
intraspesifik genetik varyasyonu ise %0.72 olarak bulmuslardir. Aym arastiricilar (47)
DNA barkodlamanm simuliidlerdeki cryptic c¢esitliligin arastirilmasinda ve tiir
identifikasyonunda etkili bir yontem oldugunu kaydetmislerdir. Mevcut aragtirmada da
yukarida bildirilen ¢alismalara (39, 47, 61) paralel olarak arastirma yoresinden elde
edilen simuliid izolatlarinin mt-COI gen bdlgesine intraspesifik polimorfik alanlarin
varlig1 saptanmustir. Niikleotid farkliliklarina gore Kizilirmak izolatlar1 arasinda %97,2-
100,0, diinyadan diger Simulium izolatlar1 ile ise %87,0-100,0 oraninda identiklik
belirlenmistir. Mt-COI gen bolgesine gore Kizilirmak izolatlarinin S. equinum izolatlar1
ile aym filogenetik grupta yer aldig1 ve identik olduklar1 goriilmiistiir. Kizilirmak 3 ve
Kizilirmak 6 izolati en yiiksek identikligi Litvanya’dan pupa devresinden elde edilmis
S. equinum AlNemunasl izolati (GU203456) ile, Kizilirmak 5 izolat1 Litvanya’dan
pupa devresinden elde edilmis S. equinum HI10Virinta izolat1 (GU203465) ile
gostermistir. Kizilirmak 1, Kizilirmak 2, Kizilirmak 4 ve Kizilirmak 7 izolatlar1 diger
Kizilirmak izolatlarina yakin olmakla birlikte ayr1 filogenetik bransta yer aldig1 ve en
yiilksek identikligi yine Litvanya’dan pupa devresinden elde edilmis S. equinum
B10Dubysa izolat1 (GU203457) ile gosterdigi belirlenmistir. Bu sonuglarla arastirma
yoresinde izole edilen Kizilirmak izolatlar1 S. (Wilhelmia) equinum olarak identifiye
edilmis olup bu veriler Orta Kizilirmak Havzasinda S. (Wilhelmia) equinum varligia
dair ilk molekiiler kayitlardir. Ozellikle Kizilirmak 1, Kizilirmak 2, Kizilirmak 4 ve
Kizilirmak 7 izolatlariin filogenide ayr1 bransta yer almasi1 Rivera ve ark. (2009) nin
belirttigi gibi cryptic tiirler ve/veya kardes tiirlerin varligimin bir gostergesi olarak

degerlendirilebilir.

Insektlerdeki ribozomal DNA diger okaryotlarda oldugu gibi birbirinden ©nceden
“nontranscribed spacers (NTS)” olarak bilinen intergenik spacerlar (IGS) ile ayrilmis
birbirini takip eden {iinitelerden olusmustur. Her iinite; swrasiyla 18S, 5.8S, ve 28S
ribosomal RNA’y1 kodlayan genler ile spacerlardan [external transcribed spacer (ETS)
ve internal transcribed spacers 1 (ITS1) ve 2 (ITS2)] olusur (Hillis & Dixon, 1991).
Kodlanmayan bolgeler ITS-1 ve ITS-2, kodlanan 18S, 5.8S, ve 28S rDNA genleri
arasinda yer alir. ITS-1, kiiclik subunite 18S ve 5.8S subuniteleri birbirinden ayirirken,
ITS-2, biiyiik subunite 5.8S ve 28S gen bolgelerini aymrir. 18S, 5.8S, ve 28S kodlanan

gen bolgeleri, yiiksek diizeyde korunmus olup iist diizey filogenilerin insaasinda yaygin
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olarak kullanilir (62, 63). Bunun aksine kodlanmayan gen bdlgeleri ITS-1 ve ITS-2
yiikksek diizeyde degiskenlik gosterir ve kodlanan bolgelere gore daha hizli oranda
degisim gosterir (64). Nikler rDNA’da bulunan intergenik spacer ITS-2, bir¢ok
simuliid tiirlinde tek bir kromozom iizerinde yerlesmis (Rothfels, 1979) bir gen bolgesi
olup, bircok organizmanin filogenetik calismalarinda molekiiler araglara biiyiik bir
katkis1 olmustur. ITS-2 sekans kiyaslamalar1 birbirine ¢ok yakin tiirlerin ayriminda (65,
66), popiilasyon farkliliklarinda (67, 68), tiir i¢cinde veya tiirler arasindaki farkliliklarin
ortaya konmasinda (38, 69), ve evrimsel iliskilerin yeniden olusturulmasinda (35, 46,
69, 70-74) oldukca kullanish olmustur. Bu ¢calismada da ribozomal complete ITS-2 gen
bolgesine gore izolatlarin yiiksek diizeyde genetik degiskenlik gosterdigi, parsiyel 28S
gen bolgesine gore ise konservatif yapida oldugu saptanmistir. Bu arastirmadan elde
edilen sonuglar, yukarida verilen arastirmalarin (35, 46, 69, 70-74) bulgulariyla
paralellik gostermistir. Filogenetik analiz sonucu Kizilirmak izolatlar1 arasinda %97,6-
100,0, diinyadan diger Simulium izolatlar1 ile ise %75,6-85,8 oraninda identiklik
belirlenmistir. Ayrica ribozomal ITS-2 gen bolgesine gore tiim Kizilirmak izolatlarinin
diinyadan analize tabii tutulan diger izolatlara gore ayr1 filogenetik bransta yer aldigi

goriilmiistiir.

Sonug olarak bu calisma, Simulium tiirleri tizerine Tiirkiye’ de yapilmig ilk molekiiler
karakterizasyon arastirmasidir. Orta Kizilrmak Havzasmin Urgiip ve Giilsehir
bolgelerinden gecen kisimlarindan toplanan Simulium larva orneklerinin molekiiler
karakterizasyonlar1 sonucunda Orneklerin Simulium ( Wilhelmia ) equinum oldugu
ortaya konmustur. Tiirkiye’ de ilk kez molekiiler olarak identifiye edilmis olan
Simulium ( Wilhelmia ) equinum’ un mitokondriyal ve ribozomal gen bdlgelerine
izolatlarin filogenileri saptanmig ve GenBank kayitlar1 gerceklestirilmistir. Boylece
Tiirkiye’ de Simulium ( Wilhelmia ) equinum’ un varligi molekiiler olarak teyit
edilmistir.

Mevcut ¢alisma, Tiirkiye’de Simulium tiirlerinin epidemiyolojisi ile yaygin tiir ve/veya
alttiirlerin genotiplerinin ortaya konmasi acgisindan model olma niteliginde olup bu
alanda daha kapsamli sitogenetik kromozomal, morfolojik ve molekiiler kombine

arastirmalara ihtiya¢ oldugunu gostermistir.
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