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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Balikesir, Kazdag Milli Park’indaki Otiicii Kuslarin Yiikseklige Bagh Kan
Parazitlerinin Molekiiler Diizeyde Arastirilmasi

Tugba TUNCEL

Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Tamer ALBAYRAK
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Kus kan parazitlerinde yapilan arastirmalar parazit tanimlanmasi i¢in kullanilan
PCR bazli molekiiler metotlarin kullanilmasindan bu yana kayda deger bir artis
gostermistir. Calismanin amaci farkl yiikseklik araliklarinda o6tiicli kuslarda bulunan kan
parazitlerinin soy c¢esitliligini molekiiler yontemler ile belirlemek ve yiiksekligin kan
parazitleri iizerine etkisini arastirmaktir. Otiicii kuslardan diisiik irtifa (0-400m) da otuz
birey, orta irtifa (500-800) da otuz bir, yliksek irtifa (1200-1600m) da otuz bir birey olmak
tizere t¢ farkli yiikseklik alanindan kan Ornekleri toplanmustir. Leucocytozoon cinsi
iiyelerinin yiikseklikle negatif bir korelasyona sahip oldugu goriilse de bu istatistiksel
olarak anlamli degildir (p>0,05 ve r=-0,073). Haemoproteus ve Plasmodium cinslerini
iceren Parahaemoproteus da ise yiikseklik arttik¢a parazit prevelans: artmig ve istatistiksel
olarak pozitif bir korelasyon goriilmiistiir (Diistik irtifa: % 63,33, orta irtifa: % 70,97 ve
yiiksek irtifa: % 96,77; p< 0.05, r=0,398). DNA dizi sonug¢larmin GenBank veri tabani ile
MalAvi veritabani karsilastirilmasi yapilmis olup tez caligmasinda elde edilen haplotiplerin

% 42,19’u bilim diinyas1 i¢in ilk kez tanimlanmasi saglanmustir..

Anahtar Kelimeler: kan paraziti, yiikseklik, Leucocytozoon, Plasmodium, Haemoproteus,

otiicti kuslar, molekiiler yontem

Hazirlanan bu Yiiksek Lisans Tezi BAP (Bilimsel Arastirma Projeleri) tarafindan 0292-
Y L-16 proje numarasi ile desteklenmistir.
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SUMMARY
M. Sc. Thesis

Altitudinal Affects Prevalence of Haemosporidian Parasite of Songbirds in The

Kazdag) National Park, Turkey

Tugba TUNCEL

Burdur Mehmet Akif Ersoy University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Tamer ALBAYRAK

July, 2019

Research in avian blood parasites has seen a remarkable increase since the
introduction of polymerase chain reaction-based methods for parasite identification. The
objectives were to determine the lineage diversity of parasites occuring across the study.
Songbirds are caught in three different altitudinally area, thirty individuals of the first
altitude area (Low altitude; ~ 400 m), thirty-two individuals from the second altitude area
(Midle altitude; ~ 800 m) and thirty-one individuals from the third altitude area (High
altitude; =~ 1600 m). High levels of haemosporidians (Haemoproteus sp. and Plasmodium
sp.) prevalence (88-96%) were found across all of the study populations with no significant
altitude effect. Leucocytozoon strains have negative correlation with heigh.
Haemosporidians parasites more at high altitude increasing (Low altitude= 63,33%, Midle
altitude= 70,97%, High altitude= 96,77%) (p< 0,05). The comparison of the results of the
sequence with the Genbank database and the Malavi database was stuck. The results
obtained in the study haplotypes were identified for the first time in the world of science
42.19%.

Keywords: blood parasite, altitude, leucocytozoon, haemosporidians, songbird, molecular,
Kazdag1

The present M.Sc. thesis was supported by Mehmet Akif Ersoy University, Scientific
Research  Projects Coordinator under the project no of 0292-YL-16.
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1. GIRIS

“Turkiye degisik cografik ve iklimsel kosullarla olusan bir¢ok farkli mikro ve
makro habitatlar igermektedir. Ayn1 zamanda Tiirkiye cografi konumu, topografyasi, iklimi
ve icerdigi habitat yapilar1 nedeni ile biyolojik cesitliligi yliksek bir bolgedir. Ayrica
Avrupa Sibirya, Akdeniz ve Iran Turan fitocografik bdlgeleri ile bunlarm ikisinin kesistigi
bir bolgede yer alir (Ciplak, 2003; Demirsoy, 1999). Avrupa ve Asya kitalar1 arasinda bir
koprii gorevi gormesi neticesinde gegmis buzul devirlerinde kuzey-giiney fauna ve
florasinin yayilmasma olanak saglamig ve bazi tiirler i¢cin de sigmak goérevi gérmiistiir
(Albayrak, 2011; Albayrak vd., 2012; Kabasakal ve Albayrak, 2012).

Tiirkiye avifaunasi hakkinda her gecen giin tiir sayis1 degigsmekle birlikte bir¢ok
calisgma bu konuya deginmistir. Turan (1990) 421, Canakgioglu (1996) 418 kus tiiriiniin
bulundugunu bildirmislerdir. Bununla birlikte, Baran ve Yilmaz (1984) diizenli olarak
goriilen tiir sayisiin 376, Baris (1989) 371 oldugunu ¢alismasin da bildirmistir. Kirwan
vd. (1999) Tirkiye’de 453 kus tiriiniin bulundugunu, bu tiirlere 12 tiirtin daha ilave
edilmesi ile birlikte saymin 465’¢ kadar ¢ikabilecegini belirtmislerdir. Yine Baris (2000)’a
gore, Tirkiye’de toplam 67 familyadan 453 kus tiirliniin bulundugu kabul edilmekte,
bunlarin 394" diizenli olarak goriilmekte ve 304 tiiriin iiremekte oldugunu bildirmistir.
Kiziroglu (2009)’a gore 502 ve Kiziroglu (2015)’na gore ise 513 kus tiirtiniin Tiirkiye de
gozlemlendigini bildirmistir.

Kus tiirleri agisindan mevcut ¢esitliligin en temel sebepleri olarak; Palearktik
bolgenin bir bolimiinii teskil eden ililkemizin Avrupa, Asya ve Afrika kitalar1 arasindaki
kus goc yollar1 tlizerinde bir koprii gorevi gérmesi, cografik konumundan dolayr farkli
iklim kosullarina ve degisik yasama ortamlarma sahip olmasi, biiyiiklik ve ekolojik
ozellikleri farkli, toplam 119 6nemli sulak alana sahip olmas1 gosterilebilir (Kiziroglu,
1989). Tiirkiye, kuslarin ilkbaharda giineyden kuzeye, sonbaharda da kuzeyden giineye
gocii sirasinda go¢ yollarinin tam ortasinda kalir. Avrupa ve Bat1 Asya kuslar1 go¢ etmek
icin dogal darbogazlar1 kullanirlar. Tiirkiye’de Istanbul Bogazi, Coruh Vadisi ve Hatay
Belen Gegidi, Italya’da Messina Bogaz1 ve Malta, Ispanya’da ise Cebelitarik Bogazi
tizerinden gocerek Afrika kitasina ulagirlar (Sekil 1.1) (Cirik, 2005).
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Sekil 1.1. Ana kus go¢ yollar1 haritasi

(www.wysinfo.com/Migratory_Birds/Migratory Birds_Without Boundaries.htm)

Kuslarda kan parazitleri (Haemosporidian spp.) 20. yiizyilin basindan itibaren
onemli bir arastirma konusu olmustur. Kuslarda gériilen Haemosporidian spp. ¢ok yaygin
oldugu ve kus tiirli icerisindeki oraninin ise yaklasik % 68 oldugu tahmin edilmektedir
(Scaglione vd., 2015). Parazitlerin dagilimi ve c¢esitliligini sebep olan faktorlerin
belirlenmesi hastalik etmenlerini anlamak ve tahmin etmek i¢in Onemlidir. Enlem,
yikseklik, sicaklik, yagis ve suya yakilik gibi gevresel faktorler sitmanin (Plasmodium
spp.) etmenleri ve yayilmasi ile iligkilidir (Lapointe vd., 2012). Bu parazitler kan emen
dipteran bocekler tarafindan bulasir. Sivrisinekler (Culicidae) Plasmodium sp. tiirlerinin
vektorii, Ceratopogonidae ve Hippoboscid sinekler Haemoproteus sp. tiirlerinin
vektoriidiir. Leucocytozoon cinsinin vektorleri ise kan emici simuliid cinsi sivrisineklerdir.
Bu konakg¢ilar, kan parazitlerini belirleyen etmenlerdendir ve yiikseklik arttikca
konakgilarin populasyonun da azalma goriilmektedir (Marzal vd., 2011). Molekiiler
tekniklerin gelismesi ile mitokondrial cyt b geni kullanilarak Haemosporidians cinsi

parazitler ile ilgili caliymalarda artiy ve daha fazla tiirin tanimlanmasi saglanmistir

(lvanova vd., 2015).



Vektor olan sinekler tarafindan tasman Haemosporidian (Haemoproteus,
Plasmodium, Leucocytozon) cinsleri amfibiler, siiriingenler, kuslar, memelilerde
yagsamlarini stirdiirmektedirler. Ilik iklime sahip iilkelerde yaygin olarak insanlarda goriilen
sitma etkeni olan haemosporidianlar parazitik protistlerin en iyi bilinen ve iyi ¢aligilmig
gruplardan  biri  oldugu sdylenebilmektedir. Kuslarda goriilen Haemoproteus
(Haemosporida: Haemoproteidae) cinsine ait kan parazitinin morfolojik olarak
tanimlanmis 130’ un {izerinde tiirti vardir (Valkiunas, 2004). Ancak molekiiler veriler tiir
sayisinin 6nemli Olclide daha yiiksek olabilecegini diisiindiirmektedir. Kuslardaki goriilen
Plasmodium, Haemoproteus ve Leucocytozoon cinslerine ait tiirlerin teshislerinin
morfolojik olarak zorlugu nedeniyle son 10 yildan giinlimiize ¢esitli molekiiler teknikler ile
bu sorunun ¢oziillmesine gidilmistir (Bensch, 2009). Haemosporidian parazitlerinin
cesitliligini belirlemede ki mikroskopi ¢aligmalar1 géz ardi edilerek molekiiler diizeyde
calismalar giderek artmustir (Lutz vd., 2015).

Diinyadaki kus tiirlerinin  %55°1 i¢in kan parazitlerinin dagilimi  heniiz
bilinmemekte (Valkiunas, 2004) ve biyogesitliligin fazla oldugu Anadolu gibi genis Asya
bolgeleri kus kan parazitleri agisindan ¢ok fazla caligiimamaistir.

Cografik varyasyonlar parazitte ki bollugu ve konukgu-parazit arasindaki
etkilesimler evrimsel agidan 6nemlidir (Anderson ve May, 2006). Anadolu da yapilan
molekiiler temelli ilk calisma (Marzal ve Albayrak, 2012)’a aittir. Bu ¢alisma Anadolu da
yayilim gosteren Anadolu sivacisi tiiriinde haemosporidian enfensiyonu, parazit prevelansi
ve ¢esitliligindeki cografi farkliliklar1 belirlemistir.

Kus-patojen arasindaki etkilesimlerin bagisiklik ve wviriilans calismalar1 son
zamanlarda 6nemli bir ilgi kazanmistir. Bunun sebebi insan hastaliklarinda yeni bir risk
olusturabilmesi ve uzun vadeli degisen iklim kosullarinin biyolojik gostergeleri olmasidir
(Reed vd., 2003). Bir¢ok ¢aligma, haemosporidian parazitlerin cografi olarak ayrilan
konake1 popiilasyonlar1 arasindaki ve ayni konakg¢t popiilasyonu arasindaki yayginlik ve
cesitlilikteki farkliliklar1 belgelemistir (Chasar vd., 2009; Knowles vd., 2011; Loiseau vd.,
2010). Son zamanlarda yapilan birgok calismada Avrupa’nin farkli bolgeleri ve
habitatlarindaki cografi farklilar ele alinmistir. Ancak Anadolu yarimadasi gibi pek ¢ok
farkli Asya bolgesi ¢ok az ilgi gormiistiir. Ayrica Diinya’daki kus tiirlerinin %55°1 i¢in

haemosporidian dagilimi bilinmemektedir (Valkiunas, 2004).



1.1 Kuslarda Kan Parazitleri ve Yiikseklikle iliskisi

Parazit tespiti icin molekiiler temelli metotlar alanindaki (PCR) ilerlemeler, kan
parazitlerinin soy tipinde tanimlanmasma ve dolayisiyla parazit topluluklarinin
karakterizasyonuna olanak saglamistir. Parazit tanimlanmasinda molekiiler teknikler
gelistirilerek 860’ {izerinde parazit tiirii mitokondriyal DNA’nmn sitokrom b (mt-cyt b)
geninde bulunan varyasyonlarla tanimlanmistir (Bensch vd., 2009).

Son 10 yil icerisinde kus sitma parazitleri ve Haemosporidianlar ile 1ilgili
calismalarda, kus kanindan olusturulan DNA 6rnekleri tizerinden yapilan polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) teknikleri biiyiik ilgi gérmektedir. Kus haemosporidianlari i¢in ilk PCR
tabanli ¢alisma Hawaii’deki kuslar tizerinde yapilmistir (Feldman vd., 1995). Plasmodium
parazitleri i¢in 18S RNA i¢in primerler kullanilarak calisilmistir. Ancak bu ¢aligma sadece
Plasmodium cinsinin kiiciik bir grubu icin yapilmistir. Ik mt-cyt b protokolii
yaymlandiktan sonra ii¢ ana c¢alisma (Ricklefs ve Fallon, 2002; Susan L vd., 2002;
Waldenstrom vd., 2002) haemosporidianlar i¢in ekolojik ve evrimsel siiregleri ile ilgili
onemli bilgiler kaydetmislerdir. Bu ¢aligmalarla birlikte kuslarda kan parazitleri molekiiler
calisma alanlarini genisletmeye baslamistir. Bu arastirmalar 6ncii olduktan sonra altmistan
fazla yaym cyt b geninin molekiiler analizlerini kullanarak kan parazitlerinin taksonomisi,
sistematigi, ekolojisi, biyocografyas1 ve evrimi ile ilgili biiyilk Olciide gelismeler
saglamustir (Bensch vd., 2009).

Kan emen dipteranlar ayrica Plasmodium ve Leucocytozoon parazitlerinin de
vektorleridir. Dogal populasyonlar i¢in vektdrler hakkinda kesin bilgi azdir, ancak
laboratuvar calismalar1 Culex, Aedes ve Culiseta cinsinden disi sivrisineklerin kus
Plasmodium sp. parazitlerinin vektorleri oldugunu gostermistir (Valkiunas, 2004).

Savage vd. (2009)’e gore Madagaskar’da bulunan 26 familyadan 64 tiire ait kustan
kan Ornegi alinarak preparat hazirlanmistir. Isik mikroskobu altinda kan paraziti tespiti
yapilmistir.

Valkiunas ve lezhova, (2018) ‘un un yaptigi calismaya gore; kuslar genellikle vahsi
dogada ayn1 ve farkli cinslere ait farkli kan parazitleriyle enfekte edilmektedir. Farkli
parazit enfeksiyonlarinin g¢esitli kombinasyonlar1 siklikla ayni1 bireysel konaklarda
cikmaktadir. Haemosporidianlar hiicre i¢inde gelismekte ve bu 6zelligi ile diger dkaryotik
hiicre i¢i parazitlerden ayrilmaktadir. Haemosporidianlar 6zellikle kolayca ayirt edilebilen
bir 6zellik nedeniyle diger tiim hiicre igi protistlerden (Babesia, Isospora, Lankesterella,

Haemogrerina, Hepatozoon, Toxoplasma cinsinin tiirleri) kolayca ayirt edilebilmektedir.



Tiim haemosporidianlar 1s1k mikroskobu altinda kolayca gozlenen fiziksel 6zellikler ile
ayirt edilebilmektedir. Ancak parazit tiirlerinin mikroskop altinda tespiti i¢in hazirlanan
preparatlarm kalitesi onemli etmendir. Orneklerin kurutulmasi, sabitlenmesi ve boyanmasi
kalitesiz oldugunda tiirlerin tanimlanmasi yetersiz olabilmektedir.

Laird, (2011)’in Van Riper (1986) alintisiyla yapilan ¢alismada kus kan preparatlari
hazirlayarak mikroskop altinda enfekte durumlarini yiikseklik ile ilgili kuglarda
haemosporidian prevelansmni belirlemek igin yaptiklar1 arastirmada Hawaii adalarmin
orman kuslarida en yiiksek Plasmodium sp. prevelansi 1000-1300 m araligindaki yerlesim
yerinde ve 800-1250 m araligindaki kuru nemsiz bolgeler galisilarak tespit edilmistir.

Sonug olarak ¢ok sayida ¢calisma 6zellikle gogmen tiirlerdeki enfeksiyonuna vurgu
yaparak (Ortego vd., 2007; Szollosi vd., 2011) haemosporidian tiirlerinin ¢esitliligini ve
dagilimimi ¢alismaya odaklanmistir (Santiago-Alarcon vd., 2011; Waldenstrom vd., 2002).

Orman kuglarinda kus sitmasi parazitinin yiiksek irtifada goriilme siklig1 ve yerel
yayilmasinin diisiik oranda oldugu goriilmektedir (Feldman vd., 1995; Freed vd., 2005;
Laird, 2011; Woodworth vd., 2005). Ayrica sivrisineklerdeki parazit durumu 900 m’nin
iizerinde sabit oranda azalmaktadir ve enfekte sivrisineklerin 1600 m’nin iizerinde
toplanma alanlar1 bulunmamaktadir (Fonseca vd., 2000; Freed vd., 2005). Yiikseklik ile
beraber sicakligin etkisi de géz 6niinde bulundurulmalidir. Sicakligin Plasmodium spp.‘nin
sporogonik gelisimi {lizerinde derin etkisi bir asirdan fazladir tanmmaktadir (Garnham,
1966; Valkiunas, 2004).

LaPointe vd. (2010) nin yapmis oldugu Hawaii Adasi’nda yaptigi ¢calismada; cogu
yerli Hawaii kus tiiriiniin yiiksek rakimli ormanlarda en yiiksek yogunluk ve ¢esitlilige
ulagtigr gorilmistiir. Plasmodium relictum tiiriiniin gelisimi igin yiiksekligin yaninda
uygun sicaklik belirlenip yerli kus tiirlerinin mevcut dagilimi degerlendirilmistir. Parazitin
sporogonik gelisimi laboratuvar ortamimda tamamlandiktan sonra ortalama sicakligin 30 ile
17 derece arasinda oldugu ancak gelismesi icin gerekli sicakligin 21 derecenin altinda
oldugu tespit edilmistir. Gelisme i¢in gerekli uygun sicaklik Hawaii de bulunan Maui ve

Hawaii adalarindaki yliksek orman rakimlarina karsilik geldigi tespit edilmistir.

1.2.Kan Parazitlerinin Cins Bazinda Siniflandirilmasi

Asagida belirtilen gruplar igerisinde yer alan alt cinsler bircok uzman tarafindan
(Atkinson ve Van Riper 111, 1991; Bennett, vd., 1992; Bennett ve Peirce, 1988; Desser ve
Bennett, 1993; Morii, 1992) kabul edilmektedir (Sekil 1.2)Bu cinslerin yagam dongiileri ve



ilgili calismalar1 digerlerine gore genis yer kaplamaktadir. Bu durum bu cinsler i¢in

caligmalar1 kolaylagtirmakta ve tanimlanmasini saglamaktadir (Valkiunas, 2004).

Sube: SPOROZ0OA
Simuf: COCCIDEA
Alt Simuf: COCCIDIA
Takim: HAEMOSPORIDA
1 Aile: HAEMOPEROTEIDAE
Cins: Haemoproteus
Alt Cins: Parahaemaoproteus
Alt Cins: Haemoproteus
2. Aile: PLASMODIIDAE
Cins: Plasmo dium
Alt Cins: Haemamoeba
Alt Cins: Giowannolaia
Alt Cins: Novyella
Alt Cins: Bennettinia
Alt Cins: Huffia
3. Adle: GAENIIDAE
Cins: Fallisia
Alt Cins: Plasmodicides
4. Adle: LEUCOCYTOZOIDAE
Cins: Leucoeytozoon
Alt Cins: Leucocytozoon

Alt Cins: Akiba

Sekil 1.2. Kuslarda goriilen kan parazitlerinin smiflandirilmasi

1.3. Kuslarda Goriilen Kan parazitlerinin Yasam Dongiisii ve Morfolojisi
1.3.1. Haemoproteidae Ailesine Ait Cinslerin Yasam Dongiileri

Haemosporidianlar ~ kuslarn  ve diger omurgalilarin  ortak parazitlerini
kapsamaktadir. Sporogoni siirecinin yasandigi Hematofagus dipteran bdcekler tarafindan
bulagsmaktadir. Zigot, oosit ve ookinet sivrisinek vektoriinde gelismektedir (Garnham,
1966). Dipteran bocek ile temas sonucu yiizlerce sporozoit, canliya gegmektedir. Bir kus
lizerinde kan emerek enfekte olan gametositler mikrogametlerin gelismesini saglayan hizli

bir doniisiim gecirmektedirler (Valkiunas, 2004).



Kus popiilasyonu calismalarinda Haemosporidianlarin yasam dongiileri heterojen
ve karmasik yapili olmaktadir (Sekil 1.3). Gelisimleri sirasinda ev sahiplerini ve {ireme
yollarin1 degistirmektedirler. Parazitler kuslar ve kan emici dipteran bocekler arasinda
gelisgmektedirler. Cinsel siire¢ vektorlerde gelismekte olup kuslar ara konakegidirlar.
Tatarcik sinekleri (Diptera: Ceratopogonidae) ve hipoposcid sivrisinekleri (Hippoboscidae)
kus kan parazitlerinin vektorleridir (Sekil 1.4) (Valkiunas, 2004).

Sekil 1.3. Kus haemosporidianlarin yasam dongiileri

1-Endotel hiicrelerindeki sporozoit; 2, 3- birinci kusak olan merozoitlerin disariya ¢ikisi; 4- endotel hiicrelerinde
merozoit; 5,6- olgun megamerontlarin kas hiicrelerinde gelismesi; 7- eritrositlerde merozoitler; 8- olgun gametositler; 9-
dalakta retikiiloendotelyal hiicrede merozoit; 10,11- dalakta bliyliyen ve olgun meronts sirasiyla; 12- eritrositlerde
merozoitler; 13- olgun gametositler; 14- makrogamet; 15- Bir insan periferik kan yaymasinda sitma ekstriizyonu; 16-
dollenmis makrogamet; 17- peritrofik zara temas eden ookinet; 18- geng oosit; 19,20- sporogoni; 21- vektoriin tiikiiriik
bezlerinde bulunan sporozoit



Sekil 1.4. Soldaki Haemoproteus cinsinin vektorii Culicoides nubeculosus; sagdaki

diger bir Haemoproteus Cinsinin vektorii Hipoposcid cinsinden Pseudolynchia canariensis

1.3.2. Plasmodiidae Ailesine Ait Cinslerin Yasam Dongiileri

Sitmaya neden olan Plasmodiidae ailesi kus sitma parazitlerinin yasam dongiileri
hakkinda genel bilgi; 1930’larda, 1950°lerde bu protistlerin insan sitmasini incelemek igin
deneysel laboratuvar modeli olarak kullanilmasiyla elde edinilmistir. Ayni donem ve daha
onceki donemlere ait kuslarin sitma paraziti ile ilgili veriler Garnham, (1966) tarafindan
genellestirilmistir. Daha sonrasi kus sitma paraziti ¢alisan bilim insanlari, insanlara sitma
paraziti olarak daha yakin olan kemirgenlerde bulunan sitma parazitine yonelmesiyle kus
sitma parazitine olan ilgi 6nemli diizeyde azalmistir. Bu nedenle birgok kus sitma paraziti
tiirliniin yasam dongiileri ya parcalar halinde arastirilmis ya da hi¢ c¢alisiimamistir
(Valkiunas, 2004).

Kan emici sivrisinekler (Diptera: Culicidae), kuslarin sitma parazitlerinin
vektorleridir. Sadece disi tiirleri kanla beslenir ve enfeksiyonu yaymaya katkida
bulunmaktadirlar. Vektor tiirlerinin biiyiik kismi Culex, Aedes ve Culiseta cinsine aittir
(Sekil 1.5).Anopheles cinsinin sivrisinekleri de belirli parazit tiirlerinin vektorleridir
(Valkiunas, 2004).



Sekil 1.5. Kuslarda sitma parazitinin vektorii Culex pipiens

Ekzoeritrositik meragonyum kilcal damarlar1 kaplayan endotelyal hiicrelerde,
hemopoietik ve lenfoid makrofaj sistemleri hiicrelerinde bulunmaktadir. Gametositler
olgun eritrosit hiicrelerinde gelismektedirler.

Asagidaki semada sitma parazitlerinin yasam dongisiniin 6zellikleri, diinya
genelinde genis bir omurgali grubuna dagilmis ve oldukga iyi ¢aligilmis Plasmodium
relictum orneginde gosterilmektedir. Yasam dongisiiniin genel semast Sekil 1.6°da

goriilmektedir (Corradetti vd., 1970; Garnham, 1966).



Sekil 1.6. Kus sitma parazitlerinin yagsam dongiisiiniin sematik gosterimi

(Plasmodium relictum 6rnegi)

I,1l- birincil ekzoeritrositik merogoni; IlI- eritrositik merogoni; V- ikincil ekzoeritrositik merogoni; 1- retikiilo
endotelyal hiicrede sporozoit; 2,3- kriptozoites; 4- makrofajda merozoit; 5,6- metakriptozoitler; 7- eritrositlerde
merozoitler; 8- gametositler; 9- eritrositlerde merozoitler; 10,11- eritrositlerde merontlar; 12- endotel kilcal hiicrelerinde
merozoitler;13,14- fanerozoitler; 15- eritrositlerde merozoitler; 16- gametositler; 17- makrogametler; 18- kamg¢il
mikrogametler; 19- délenmis mikrogametler; 20- peritrofik zara temas eden ookinet; 21- geng oosit; 22,23- sporogoni;
24- vektoriin tiikiiriik bezlerinde bulunan sporozoitler

1.3.3. Garniidae Ailesine Ait Cinslerin Yasam Dongiileri

Bu parazitlerin vektorleri heniiz bulunamamistir. Kabul edilen verilere gore;
Fallisia neotropicalis sivrisinek tiirtiniin (Diptera: Culicidae) gelisimini tamamlamasi
sonucu gosterecegi soylenmektedir. Ancak bunun i¢in dogrulama gereklidir. Garniidae
tiirlerinin ¢ogu stiriingenlerde gelismektedir. Kuslarda yalnizca Fallisia neotropicalis tiirii

kesfedilmistir (Gabaldon ve Zerpa, 1985).
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1.3.4. Leucocytozoidae Ailesine Ait Cinslerin Yasam Dongiileri

Leucocytozoitlerin yasam dongiileri tarif edilen tiirlerin 1/3’4  kadarinda
incelenmistir. Kan emici Simuliid sp. sinekler (Diptera: Simuliidae) bu parazitlerin
vektorleridir (Sekil 1.7).Tirlerden birisi (Leucocytozoon caulleryi) vektor olarak kan emici
sinek  (Ceratopogonidac  familyasi) kullanmaktadir. Kuslardaki ekzoeritrositik
merogonyum, karaciger parankim hiicrelerinde (hepatositler), makrofajlarda ve kilcal
damarlarin endotel hiicreleri de dahil olmak iizere diger ¢esitli retikiillo endotelyal
hiicrelerde meydana gelir. Gametositler, eritroblastlarda, eritrositlerde ve monontikleer
16kositlerde gelisir. Kan hiicrelerinde merogonyum olusmaz (Valkiunas, 2004).

Asagidaki 6rnekte, pratikte biiyiikk oneme sahip en iyi ¢alisilmis tiirlerden biri olan
Leucocytozoon simondi' nin yasam dongiisii incelenmektedir (Sekil 1.8). Bu parazitin genel
gelisimi gosterilmistir (Aikawa vd., 1970; Chernin, 1952; Desser, 1967; Eide ve Fallis,
1972; Garnham vd., 1968; Huff, 1942; Khan vd., 2008; Yang, 2008).

Sekil 1.7. Leucocytozoitlerin vektorii kan emici Simuliid sinek (Rubtsov ve
Yankovsky, 1984)
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Sekil 1.8. Leucocytozoitlerin yasam dongiisii (Leucocytozoon simondi)

1.4. Cahsmanin Amaci ve Hipotezi

Calismanin amaci1 Kazdagi Milli Parki’'nda yayilim gdésteren oOtiicii kuslarin
yiikseklige bagli olarak kan parazitlerinin molekiiler diizeyde tespit edilip, ylikseklikle
iligkisinin belirlenmesi olup bu konuda eksik olan literatiir bilgisine 6nemli bir kaynak
olusturmaktir. Bu calisma ile Anadolu da yayilim gosteren Otiicii kuslarin kan
parazitlerinin tespit edilmesi hem de kan parazitlerinin yiikseklik ile olan iliskisi
belirlenecektir. Parazit belirlemede molekiiler diizeyde calisma yapilmistir. Anadolu’da
yapilan bu ¢alisma gelecek ¢alismalar i¢cin drnek olusturmasi bakimmdan 6nemlidir.

Haemosporidianlarin  yasam déngiisiinde goriilen konak¢i sivrineklerin sulak
alanlarda ¢ogalmast ve iiremelerinin direkt sicaklikla iliskili olmasi nedeniyle yiikseklik
arttik¢a sicakligin azalmasi nedeniyle konakgilarin daha az gériilmesi ve buna bagl
olarak da kan paraziti goriilme oraninin diismesi beklenmektedir. Kazdagi’'nda yapilan bu
calisma sonucunda yiikseklik arttikca kuglarda goriilen kan parazitlerinin prevelansinda

azalmanin beklenmesi tezin hipotezini olusturmaktadir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1.  Arazi Cahismalan

2.1.1. Cahsma Alanmmn Ozellikleri
Edremit Korfezi’ nin dogu—bat1 yoniinde yer alan Kazdagi denize 60 km kiyisi
olan, iklimsel oOzellikleri ve zengin su kaynaklari ile Balikesir ilinin batisinda

bulunmaktadir (Sekil 2.1)

Sekil 2.1. Calisma Alani olarak belirlenen Kazdagi Milli Parki’nim konumu

Kazdagi’nin giiney yiiziinde hakim olan bitki toplulugu, alt seviyelerde (700-800
metrelere kadar) kizilgamlarla (Pinus brutia), iist seviyelerde ise (1400 metrelere kadar)
karacamlarla temsil edilen kurak iklim tipine ait ormanlardir. Sadece Kazdag1’ nda bulunan
Kazdag1 Goknar1 1988 yilinda yasayla koruma altina almmis primidal yapili, igne yaprakli,
yaklasik 30 m’ ye kadar boylanabilen agaglardir. Giiney yiizde 6zellikle etekler, kizilgam
ve bu tiirlin tahrip alanlarin1 kaplayan maki toplulugu ile tipik Akdeniz manzarasi tasir.
Buna karsilik zirve bolgesi ve civarlarinda nemli iklim tipine ait ormanlar yayilig gosterir.
Bu ormanlarin hakim agac tiirleri yiikseklerde goknar (Abies equitrojani), daha alt
seviyelerde ise Karadeniz ikliminin karakteristik agaci olan kaym (Fagus orientalis),
sapsiz mese (Quercus petreae) ve macar mesesi (Quercus frainetto) dir (Balikesir Sube
Miidiirligi, 2009).
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2.1.2. Arazi Cahsmalar ve Ornekleme

Arazi c¢aligmalar1 Nisan 2016 tarihinde baslaylp 100 metrelik Japon aglari
kullanilarak yakalama islemi gergeklestirilmistir (Sekil 2.3).Tez kapsaminda ii¢ farkli
yiikseklik araliklarin da (0-400, 700-800, 1200-1700 metre) 30’ar bireyin yakalamasi
yapilmistir (Sekil 2.2).Tirlerin belirlenmesi i¢in (Svensson, 2010) ‘nin Collins Bird kitab1
kullanilmistir. Yakalama yapilan bireylerin morfometrik o6zellikleri (kiitle, kanat, gaga
boyu, kafa arkasi-gaga ucu, gaga yiiksekligi, 8. primer, gaga eni, gaga burundan, kuyruk,
alula, tarsus) kumpas, cetvel yardimiyla Olclimleri alinip hassas terazi ile kiitlesi
tartildiktan sonra biitiin 6l¢iim kayitlar: arazi formlarina islenmistir (Sekil 2.4). Yakalanan
bireylerden genetik ¢aligmasi i¢cin 70 pl kan almarak EDTA ¢ozelti karisimma ya da
%96’lik alkol bulunun saklama tiiplerine konulmustur. Ornekleme yapildiktan sonra
yakalanan bireylere renkli halka takilarak ayni ¢calisma alaninda dogaya geri birakilmistir.
Renkli halka takilmasi, yakalanan bireyin tekrar yakalandiginda ayni 6rnekten alinmamasi
icin avantaj saglamistir. Arazi bitiminde 6rnekler laboratuvar ortamina getirilerek -20°C de

saklanmustir.

} 1200-1700m
} 700-800m

10-300m

Sekil 2.2. Calisma alan1 olarak belirlenen Kazdagi Milli Parki’nin konumu
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Sekil 2.3. Orneklerin yakalanmasi ve japon agindan ¢ikartiimasi
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Sekil 2.4. Arazi calismalari, 6rneklerin morfometrik forma yazilmasi, kan alimi ve

yakalanan bazi kiis tiirleri
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2.2. Laboratuvar Cahsmalar

Laboratuvar ¢alismalarinm tamami1 MAKU, Molekiiler Ornitoloji Laboratuvarinda

gergeklestirilmistir (Sekil 2.5)

Sekil 2.5. MAKU, Molekiiler Ornitoloji Laboratuvarmin genel goriintiisii

2.2.1. DNA izolasyonu
Kan ornekleri i¢cin Thermo GeneJET Whole Blood Genomic DNA Purification
Mini Kit ile Qiagene DNA Purification Kiti kullanilmistir. Yontemlerin protokol kullanimi

asagida verilmistir;

Qiagene DNA Purification Kiti:

Kan 6rnegi %96’lik alkol veya EDTA ¢ozeltisi iginde olmasi 6nem arz
etmeden hazirlanan 1,5 ml’lik ependorf tiipitine 100 pl aktarilir.

300 pl Buffer ATL ve 20 pl Proteinaz K eklenir. Vorteksleme iglemi ile
ornegin parcalanmasi saglanir.

300 pl AL tamponu eklenir ve vorteksleme islemi yapilir.

300 pl ethanol (%96-100)eklenir.

Ornek spin kolona aktarilir. 6500 g de 1 dakika santrifiij edilir. Santrifiij
isleminden sonra toplama tiipii atilir ve 2 ml’lik yeni toplama tiipii
yerlestirilir.

500 pul AW1 yikama tamponu eklenir. 6500 g de 1 dakika santrifiij edilir
ve toplama tiipii atilir. 2 mI’lik yeni toplama tiipii yerlestirilir.

500 pl AW2 yikama tamponu eklenir. 8000 g de 3 dakika santrifiij edilir.
Spin kolon yeni hazirlanan ependorf tiipiine alinirve 70 pl AE Buffer

eklenir.

18



e | dk oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 8000 g de 1 dakika
santrifiij edilir. Spin kolon atilir.

e Elde edilen DNA ependorf tiipiinde kalir ve -20°C de saklanmak {tizere
kaldirilir.

Thermo, GeneJET Whole Blood Genomic DNA Purification

Ornek alkol igerisinde ise;
v 1,5 mI’lik ependorf tiipiine bir miktar alkol ile birlikte aktarilir.
v Maksimum hizda santrifiij yapilir ve pipetle cekilir.
v' 56 °C de 30 dakika alkol ugurulur.
Ornek EDTA ¢ozeltisinin igerisinde ise;
v 200 pl direkt ependorf tiipline aktarilir.
e 20 pl Proteinaz K ve 400 pul Lysis Solution eklenir.
e Homojen olana kadar vorteks yapilir.
e 56°C etlivde 1 gece bekletilir ve ara sira vortexlenir.
e Tiipler etiivden c¢ikarildiktan sonra tekrar vorteks yapilir ve lizerine 200
ul etanol (%96-100) eklenir.
e Pipetleme yapilip 6rnekle karistirarak spin kolona aktarilir.
e 8000 g de 1 dakika santrifiij edilir ve toplama tiipii atilir.
e 2ml’lik toplama tiipii yerlestirilir ve 500 ul Wash Buffer | eklenir.
e 8000 g de 1 dakika santrifiij edilir ve toplama tiipii atilir.
e 2ml’lik toplama yerlestirilir ve 500 ul Wash Buffer I1 eklenir.
e Maksimiim hizda 3 dakika santrifiij yapilir ve toplama tiipti dokdiliir.
e Maksimum hizda 1 dakika tekrar santrifiij islemi yapilir.
e Steril 1,5ml’lik ependorf tiipiine kolon alinir.
e 35 pl Elution Buffer tam kolonun ortasina eklenir ve 2 dakika oda
sicakliginda bekletilir.
e 8000 g de 1 dakika santrifiij edilir.
e Ikinci defa 35 pl Elution Buffer eklenir ve 2 dakika oda sicakliginda
bekletilir.
e 8000 g de 1 dakika santrifiij edilir.
e Kolon atilir ve DNA bulunan ependorf tiipii -20°C de saklanir.
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2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PCR islemi parazit c¢alismasi oldugu igin mitokondrial cyt b gen bolgesi
kullanilmistir. Bu islem iki asamali nesting PCR olarak gergeklestirilmistir. Ilk PCR
asamasmin gergeklestirilmesi kan parazitlerinin (Plasmodium sp., Haemoproteus sp. ve
Leucocytozoon sp.) varligmin daha kolay belirlenmesi i¢cin hedef bdlgeyi icine alan gen
bolgelerinin ¢ogaltilmasi icin HaemNFI-HaemNR3 primerleri kullanilmustir. Ik asama
PCR sonrasi, Plasmodium spp. ve Haemoproteus spp. tiirleri i¢in HaemF ve HaemR2
primerleri ikinci asama PCR islemi i¢in kullanilmistir. Leucocytozoon spp. tiirleri i¢in ise
HaemFL ve HaemR2L ikinci asama primerleri kullanilmistir. Kullanilan primerler ve
dizileri Tablo 2.1°de verilmistir.

Iki asamali PCR‘dan olusan ¢alisma da kullanilan bu primerlerin belirli uzunluklari
vardir. Bu uzunluk (bp) kullanilacak olan DNA biiyiikliikk belirtecinin de uzunlugunu

vermektedir.

Tablo 2.1. Calismada kullanilan primerler ve referanslari

Mitokondriyal
Gen Bélgesi Primer-Forward-Reverse Referans
HaemNFI
5’ CATATATTAAGAGAAITATGGAG 3’
Hellgren
HaemNR3 vd. (2006)
5> ATAGAAAGATAAGAAATACCATTC 3’
cyth HaemF Bensch vd.
5> ATGGTGCTTTCGATATATGCATG 3’ (2009)
HaemR2
5" GCATTATCTGGATGTGATAATGGT 3’
HaemFL Hellgren vd.
5> ATGTGTTTTTAGATACTTACATT 3’ (2004).
HaemR2L
5" CATTATCTGGATGAGATAATGGIGC 3°

Gradient PCR

Parazitler i¢in 1s1 dongii, farkli cins parazitlerin gen bolgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in
iki asamada gerceklestirilmistir. Oncelikle referans makaleden alman 1s1 dongii
gerceklestirilmistir ancak uygun bantlagma goriilmemistir ve Gradient PCR uygulamasi
yapilmustir. Gradient PCR i¢in mikroskop altinda kesin parazit goriilen bir birey segilerek
toplam 18 numune hazirlanmig olup Tablo 2.2°de verilmistir. Sicaklik ve 1s1l dongi

gradienti Tablo 2.3’de verilmistir.
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Tablo 2.2. Gradient PCR i¢in hazirlanan numunelerin miktarlar

1. numune |2. numune | 3. numune
1%);1._I:§_R 2,5 ul 2,5 ul 2,5 ul
dNTP mix 2,5 ul 2,5 ul 2,5 ul

MgCl2 1,5l 2l 2,5 nl
1.primer 0,4 ul 0,4 ul 0,4 ul
2.primer 0,4 ul 0,4 ul 0,4 ul

Taq 0,1 pul 0,1 pul 0,1 ul

H20 15,6 pul 15,1 pul 14,6 ul

DNA 2 ul 2 ul 2 ul
Toplam 25 ul 25 ul 25 ul

Tablo 2.3. Gradient PCR igin 1s1 dongii araliklari

Sicakhk Siire Dongii
94 °C 3 dakika 1
94°C 30

saniye
45°C-47°C-49°C-50°C-51°C- 30 35
52°C saniye
72°C 45
saniye
y 10
12°C dakika | 1
4°C 0

Gradient PCR sonucu %]1,2’lik agaroz jelde yiiriitilmistir (Sekil 2.6).Uygun
bulunan 1s1 dongii ve tam PCR iiriinii hazirlamasinda kullanilan PCR mixi Tablo 2.4’de

verilmistir.
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Sekil 2.6. PCR iiriiniiniin agaroz jelde yiiriitiilmesi sonucu

(13 numarali numune de kullanilan uygun sicaklik ve uygun PCR mix, ¢alisma boyunca kabul edilmistir).

Tablo 2.4. Kullanilan PCR mix.’in Hazirlanisi

Uygun PCR mix 1. Asama PCR 2. Asama PCR
HaemF2-HaemR2,
" % HaemNFI1-HaemNR3
e H HaemFL-HaemR2L
dNTP mix if Uygun Is1 Déngiisii Uygun Is1 Dongiisii
MgCI2 21115 Sicakhk Siire Dongii | Sicakhk Siire Dongii
1.primer Ouf' 94 °C 3 dakika 1 94 °C 3 dakika 1
2.primer Ouf' 94°C 30 saniye 94°C 30 saniye
Taq Oull 45°C 30 saniye 20 45°C 30 saniye 35
14,6 . .
H20 ul 72°C 45 saniye 72°C 45 saniye
DNA 2 ul 72°C 10 dakika 1 72°C 10 dakika 1
Toplam 25 ul 4°C 0 4°C ©
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2.2.3. Ornekler icin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
PCR islemi iki asamal1 ger¢eklesmistir. Birinci asama i¢in hazirlanan PCR mix Cizelge’de
verilmistir. ilk asama i¢in HaemNFI-HaemNRs (Haemoproteus sp., Plasmodium sp.,

Leucocytozoon sp.) primer ¢ifti kullanilmistir (Tablo 2.5).

Tablo 2.5. Birinci PCR agamasi

1. PCR Asamasi1 (HaemNFI-HaemNR3)

10X PCR Buffer 2,5 ul
dNTP mix 2,5 ul Uygun Is1 Dongiisii

MgCl2 2,5 ul | Sicakhk  Siire  Dongii
1.primer 0,4ul| 94°C 3dakika 1
2.primer 0,4 ul | 94°C 3(.)
saniye

30

Taq 0,1 ul' | 45°C r 20

saniye

H20 146 | 930c
ul sanlye

DNA ol | 2¢O
dakika

Toplam 25l | 4°C 0

[Ik asama PCR islemi i¢in mix 25 ul hazirlanmistir. PCR islemi gerceklestikten
sonra Agaroz jel elektroforezinde goriintiilenme yapilmayacagi i¢in ikinci asama PCR
islemine gecilmistir. Ikinci asama PCR islemi icin mix 50 pl hazirlanmustir. Tkinci asama
aynt dongii olacak sekilde farkli primerler kullamildigr i¢in iki ayr1 sekilde
gergeklestirilmistir. Plasmodium ve Haemoproteus cinsleri igin HaemF ve HaemR2
primerleri, Leucocytozzon cinsi i¢in ise HaemFL ve HaemR2L ikinci asama primerleri
kullanilmistir. Her iki ¢ift primer kullanilan mix igin DNA 1. PCR islemi sonucunda

olugsan PCR iiriinii i¢eren tiiplerden alinmustir (Tablo 2.6).
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Tablo 2.6. ikinci PCR Asamasi

2. PCR Asamasi (HaemF-HaemRs3, HaemFL-
HaemR2L)
10X PCR Buffer 5l
dNTP mix S5ul Uygun Is1 Dongiisii
MgCl2 5 ul | Sicakhk Siire  Dongii
1.primer 0,8ul | 94°C  3dakika 1
2.primer 0,8 ul [ 94°C 30 saniye
Taq 0,2pul [ 45°C 30saniye 35
H20 29,2 ul| 72°C 45 saniye
DNA 4 ul 72°C 10 dakika 1
Toplam 50 ul 4°C o0

2.2.4. Agaroz Jel Hazirlama ve Goriintiileme
DNA izolasyonu Sonuclarinin Jelde Goriintiilenmesi

DNA izolasyonu 6rnekleri i¢in hazirlanan jele 0,96 g agaroz hassas terazide tartilip
120 ml TAE eklenmistir. Hazirlanan bu karisim mikrodalga firmda ¢oziiniip homojen
karigim olana kadar kaynatilmistir. Kaynadiktan sonra firmmdan almip 1-2 dakika
bekletildikten sonra 16 pl GelRed eklenmistir. Jel kasetine taraklar konularak iizerine
dokiilmiistiir ve oda sicakliginda sogumaya alinmistir. Donduktan sonra tizerindeki taraklar
jele zarar vermeyecek sekilde ¢ikartilmistir. Jel kasetle birlikte 1XTAE Elektroforez/Jel
Tampon ¢6zeltisi ile dolu olan elektroforez tankina kuyucuklar negatif (-) ytikli katod
yoniine gelecek sekilde yerlestirilmistir. Kuyucuga 100-10000 bp uzunlugunda DNA
biiyiikliik belirteci yiliklenmistir. Steril saat cami veya parafilm kagidi lizerinde ependorf
tiplerinde bulunan DNA’dan 5 pl ve 1 pl loading dye boyasi alinarak pipetleme
gerceklestirilmistir. Diger kuyucuklara DNA’lar yiiklenmistir. Yiiklenen ornekler 110
voltta 40 dk yiritiilmistiir. Elektroforez sonucu DNA’lar UV Gorlintiileme cihazi ile
goriintiilenmis ve fotograflar kaydedilmistir (Sekil 2.7)
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marker 826 850 1188 1321 1823 1824 1865 1660 1667 1684 1690 1692

Sekil 2.7. DNA’larin elektroforez sonrasi fotografi

PCR islemi Sonuclarinin Jelde Gériintiilenmesi

Agaroz jel %1.2’°1lik olacak sekilde hazirlanmistir. 1,44 g agaroz ve 120 ml 1XTAE
tampon ¢ozeltisi karistirilip mikrodalga firmmda kaynatilmistir. Kaynama iglemi bittikten
sonra 16 pl GelRed eklenmistir. Jel kasetine taraklar konularak {izerine dokiilmiistiir ve
oda sicakliginda sogumaya alinmistir. Donduktan sonra iizerindeki taraklar jele zarar
vermeyecek sekilde cikartilmistir. Jel kasetle birlikte 1XTAE Elektroforez/Jel Tampon
cozeltisi ile dolu olan elektroforez tankina kuyucuklar negatif (-) yiiklii katod yoniine
gelecek sekilde yerlestirilmistir. Kuyucuga 100-1000 bp uzunlugunda DNA biiyiikliik
belirteci (Marker) yliklenmigtir. Steril saat cami veya parafilm kagidi tlizerinde PCR
tiplerinde bulunan DNA’dan 5 pl ve 1 pl loading dye boyasi alinarak pipetleme
gerceklestirilmistir. Diger kuyucuklara PCR 6rnekleri yiiklenmistir. Yiiklenen 6rnekler 80
voltta 40 dk yiritilmistiir. Elektroforez sonucu DNA’lar UV Goriintilleme cihazi ile
goriintiilenmis ve fotograflar kaydedilmistir (Sekil 2.8).
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100bp 723 728 729 731 732 733 734 736 737 738 739 740 741 742 744 746 747 748 780
d 8

—~—

(R T

)

100bp 1626 - 1627 1629 1631 1644

Sekil 2.8. Tkinci PCR islemi sonucu Jel Elektroforez Goriintiisii

(Bant olanlar parazit varligin1 géstermektedir)

2.3. Verilerin Degerlendirilmesi

PCR asamasindan sonra sekans dizi analizi i¢in band olan PCR iiriinleri,
yurtdisinda faaliyette olan MACROGEN firmasma gonderilmistir. Sekans diziliminde
hatalarin ve yanlis okumalarin 6niine gecilmesi i¢in ¢ift tarafli okuma gerceklestirilmistir.
BioEdit 7.0.5.3. programu kullanilarak forward ve reverse sekans dizileri birlikte bakilip,
piklere gore diizeltmeleri gerceklestirilmistir (Sekil 2.9) Daha sonra tiim bireylerin sekans
dizileri hizalanarak aligment yapilmistir. Dizilerde delesyon olup olmadigi kontrol
edildikten sonra Fasta formatinda kaydedilmistir.(Sekil 2.10). Alingment yapilan tim
orneklerin MEGA X programinda Neighbor joining metodu kullanilarak filogenetik
agaclar1 elde edilmistir. Elektroforez sonucunda elde edilen bantlasmalardan
Parahaemoproteus ve Leucocytozoon parazitlerin yiizdelikleri bulunmustur. Yiikseklikle
parazit arasindaki iliski ve parazitlerin birbirleri arasindaki iligskinin ortaya ¢ikarilmasi i¢in

SPPS programi kullanilmistir.
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macrogen
File: 727_karotlegen_Burl_Haem_HaemR2.abl Rum Ended: 2016/4/9 12:0:40 Signal G:2889 A:8717 C: 5786 I-8916 ‘?)
Sample: 727 _karotlegen_Bur!_ Haem HaemR2 Lane: 14 Base spacing: 14 196257 330 bases in 6630 seans Page I of 1

i w0 30 a0 50 60 i 30 L] 100 110 120
COTAG MO GG T GOt GI ACT AAT AL (Y (AL TCAAGACT T GATTTGG GAAGGGT ( GCTGTATC ccce GG TG

210 20 230

130 140 150 160 170 180 150
T a TCTTTTT GGTTGGGTCAC TTACAAG AT

TGCTACCTTC TG a a T TGTAT TAC TACAT GCTAT GG TGT GT

270 180 250 300 3o 30 330 3o
T. TAT T TTAGTTATTACGGTAGCACCCCAG CTCATTTGACC TAATACGTAACCC CTATAGATATT

400 410 190

GGT TATGAATATG,

440 450
1 G

Sekil 2.9. Elde edilen sekans sonuglarina ait pikler

9 CAUsers\TUGBA KUBRA\Desktop\Tubi tez Malavifasta

[=] [Covierhew — ~[[11 <] B 243 total sequences

Mode: [Select / Slide = Selection: 20 to 20 Sequance Mask: None Stat

Pasition: 175: H_YI0OLIDE_Haemaoprote 35 Mumbering Mask: None ruler at:
—_—— " W 3 e Seroll L 1
£ 1D I3 §en BN GwE ¢ o g g

T e T T T e e
=] 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 d
CATTGTTTI AT TCTAACTTACTTACATATCCTARGAGGATTARACTATTCATATTCATATTTACCTTTATCATGGATARCTGGATTAGTAATATTICTTAATTTCAATTGTTAC
CATTTGTTTT AT TCTAAC T TACT TACATATCTTARGAGGATTARATTATTCATATTCTTATTTACCTTTATCATGGATARCTGCATTAGTTATATTCTTAATTTCAATTGTTA
CATTTGTTTTTATTTTAACTTATTTACATATTCTA: TTAAATTATTCATATTCATATTTACCTTTATCATGGATAACTGGACTAATAATATTTTTAATTTCTATTGTTACAGCTTTTAT
CTAACTTACTTACATATTTTAARGAGGGTTARACTATTCATATTCTTATTTA TTATCATGGATAACTGGATTAGTTATATTCTTAATTTCAATTGTITACCGCTTTTAT
TTTATATTAACATATTTACATATATTARGAGGATTARACTATTCTTATGTTTACTTA TTATCATGGATAAGTGGTTTAGTAATATTTTTAATATTTATTGTAACTGCTTTTAT
TTTT ALTTALTTAL TATTTT TTAAATTATTCATATTCATATTTACCTTTATCATGGATAACTGGATTAATAATATTTCTARTTTCTATTGTTACTGCTTTTAT
TACATATTTTARGAGGATTARATTATTCATACTCTTATTTACCTTTATCATGGATAACTGGATTARATARATATT TTTAATTTCTATTGTTACTGCTTTTAT
TACATATTTTAAGAGGATTARATTATTCATACTCATATTTA TTATCATGGATAACTGGATTAATAATATTTTTAATTTCTATTGTI TACTGCTTTTAT
TACATATTTTARGAGGATTARATTATTCATATTCATATTTACCTTTATCATGGATTACTGGACTAGTAATCTTTTTAATTTCTATTGT TACAGCTTTTAT
CTTTATCATGGATAACTGGATTAATAATATTTTTAATTTCTATTGTTACTGCTTTTAT
TATTTACATATAT TTAARRTTATTCCTATTCATATTTAS TATCATGGGTAACTGGATTAGTTATATTCTTAATATCTATTGTTACTGCTTTTAT
TITGTTTITATTCTAACTTACTTACATATCTTARGAGGATTARATTATTCATATTCTTATTTA TTATCATGGATAACTGGATTAATTATATTCTTAATTTCAATTGTITACCGCTTTTAT
—TGTATTTATTTTARCTTACTTACACAT TTTARGAGGATTARATTACTCATACTCATATTTACCTTTATCATGGATARCT TTAGTCTTGGTTTTAATTTCTATTGTTACTGCTTTCAT
TGTCTTTATTTTARCTTATTTACRTATATT TTARATTATTCATATTCATATTITA LTTTATLATGGATATLTGGATTAATTATATTL TARTTTCTATTGTTACTGCTITTAT

~TGITTTTATTTTARCATATTTACAT TTAARRTTATTCATACTCATATTTAS TAATTTCTATTGTCACAGCTTTTAT
—TGTTTTTATTTTARCATATTTACATATTTTARGAGGATTARATTATTCATACTCATATTTAS TAATTTCTATTGTCACAGCTTTTAT
TGTTTTTATTTTAACATATTTACATATTTT TTARATTATTCATACTCATATTTAS TAATTTCTATTGTCACAGCTTTTAT
~TGICTTTATTTTARCTTATTTACATATAT TTAARRTTATTCATATTCATATTTAS TAATTTCTATTGTTACTGCTTTTAT
~TGICTTTATTTTARCTTATTTACATATAT TIAARRTTATTCATATTCATATTTACCTTTATCATGGATATCTGGATTAATTATATTCTTAATTTCTATTGTTACTGCTTTTAT
TGTTTTTATTTTAACATATTT T TTARATTATTCATACTCATATTTACCTTTATCATGGATAACTGGATTAGTAATATTCTTARTTTCTATTGTCACAGCTTTTAT
TGTATTTATTTTAALTTA\..TTALA\..ATTTTAAGAGGATTAAATTA\,TLATA\,TLATATTTA CTTTATCATGGATAACTGGATTAGTCATATTITTTAATTTCTATTGTTACTGCTTTCAT
TGTATTTATITTTARCTTATTTACATATITT TTAARRTTATTCATATTCATATTTAS TIATCATGGATATCITGGATTAATARATATTTTTAATATCTATAGTAACAGCTTTTAT
TTTATTTTAACTTATTTACATATTTTAAGAGGATTARATTATTCATATTCATATTTACCTTTATCATGGATATCTGGATTAATARTATTTTTAATATCTATAGTAACAGCTTTTAT J
TGTATTTATTTTAACTTATTTACATATTTT TTAAATTATTCATATTCATATTTACCTTTATCATGGATATCTGGATTAATAATATTTTTARTATCTATAGTARCAGCTTTTAT

-——-TGTTTTTATTTTARCTTACTTACATAT CTTAAGAGGATTARACTATTCATATTCTTATTTACCTTTATCATGGATAACTGGATTAATAATATTCTTAATCTCTATTGTTACTGCTTTTAT
=G TTTAT T TTAARCTTACTTACATAT TTTARGAGGATTARRTTACTCATATTCATATTTACCTTTATCATGGAT TACTGGATTAGTAATATTCTTAATTTCTATTGTTACTGCTTTCAT
TGTTTTTATTTTAACATATTTACATATTTT TTARATTATTCATACTCATATTTACCTTTATCATGGATAACTGGATTAGTAATATTCTTARTTTCTATTGTCACAGCTTTTAT
TGTTTTTATATTAACATATTTACATATCTTA: TTARATTATTCATATTCATATTTACCTTTATCATGGATAACTGGATTAGTAATTTTCTTARTTTCTATTGTTACTGCTTTTAT
TG TTTAT T TTAARCTTACTTACATAT CTTARGAGGATTARRCTATTCATATTCTTATTTACCTTTATCATGGATAACTGGATTAATARTATTCTTAATCTCTATTGTTACTGCTTTTAT
G’I‘A'I"I"I‘A’I"I‘C’I‘AAC’I"I‘A’I"I"I‘ACA’I‘A’I‘C'I"I‘AAGAGGA'I"I‘AAAC'I‘A’l"I‘CA'I‘A’l"I‘CA'I‘A’l"I"I‘ACC’l"I"I‘A'I‘CA'I‘GGA’I‘AAC’l‘GGA'I"I‘AA’I‘AA’I‘A'I"I‘C'I"I‘AATTTCTATTGTTACTGCTTTTATj

mial . Ll

Sekil 2.10. BioEdit Sequence Alignment Editor programinda dizilerin alt alta

yapilan alignmentleri

NCBI GenBank uluslararas1 kabul edilen ve arastrmacilarm tiim genleri ortak alanda
topladiklar1 veri tabani agidir. MalAvi veri tabam1 kuslarda kan paraziti ¢aligmalarini
gerceklestiren bilim insanlarinin genleri ortak alanda topladiklar1 veri tabani agidir. NCBI

veri taban1 MalAvi veri tabanina gore daha kapsamli bir ag yapisina sahiptir. Elde edilen
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sekans sonuclarinin benzerlik oranlarmnin belirlenmesi i¢in NCBI GenBank veri tabani ve
MalAvi veri tabani kullanilmistir Yeni haplotip Ornekleri bu karsilagtrma sonucu

bulunmustur. Cins bazinda olan sekans sonuglar1 ¢alisilmig 6rnekler ile birlikte MEGA X

programinda filogenetik agaclari ¢izilmistir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1.

3.1).

%77’sinde

Leucocytozoon cinsine ait tiirler tespit edilmistir (Tablo 3.3).

Arazi Cahsmalarinda Elde Edilen Bulgular

Balikesir Kazdagi Milli Park’inda gergeklesen arazi ¢alismasinda ii¢ ayr1 yiikseklik
alan1 kullanilarak (0-400, 500-800, 1200-1700) toplam 92 6&tiicii kus yakalanmistir (Tablo

Tablo 3.1. Arazi ¢alismasinda yakalanan kus tiirleri ve yiikseklige bagli dagilimi

Birey sayis1 (n)
Latince Tiirkce 0- 500- 1200-
Toplam | 450 | goom | 1700m

Sitta krueperi Anadolu sivacisi 8 3 1 4
Parus major Biiyiik bastankara 18 6 11 1
Lanius nubicus Maskeli oriimcekkusu 3 3 0 0
Cyanistes caeruleus Mavi bastankara 5 3 2 0
Turdus merula Karatavuk 7 1 6 0
Erithacus rubecula Kizilgerdan 6 3 1 2
Sitta europaea Sivaci 1 1 0 0
Phylloscopus bonelli Boz sogiitbiilbiilii 2 2 0 0
Aegithalos caudatus E:;gﬁ;g:gklu 1 1 0 0
Dendrocopos syriacus | Alaca agagkakan 1 1 0 0
Dendrocopos medius | Ortanca agackakan 2 1 1 0
Dendrocopos major Orman alaca agackakan 1 1 0 0
Phylloscopus collybita | Civgin 3 0 0 3
Fringilla coelebs Ispinoz 12 2 6 4
Carduelis chloris Florya 1 1 0 0
Parus ater Cam bastankarasi 14 0 1 13
Sylvia cantillans Biyikli 6tlegen 1 0 1 0
Sylvia curruca g:ieg:giiel; akgerdanh 1 0 1 0
Certhia brachydactyla | Bah¢e tirmasikkusu 1 0 0 1
Emberiza cirlus Bahge kirazkusu 1 1 0 0
Regulus regulus Calikusu 3 0 0 3

Genel Toplam 92 30 31 31

Yiikseklik ve kan parazitlerinin goriilme verilmistir. Sonuglara gdore Orneklerin

Parahaemoproteus

cinsine ait

29

tirler

bulunurken (Tablo 3.2)
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Tablo 3.2. Elektroforez sonucuna gore Parahaemoproteus cinsinin ylizdelik prevalansi

Haemosporidian Birey 0-400 500-800 1200-1700
. . % % Var % Var

Latince Tiirkge sayist (n) Prevalansi var (n) Prevalans1 | (n) Preval)ans1 var (n) Toplam %o Var
Sitta krueperi Anadolu sivacisi 8 100 3 1 4 8 100
Parus major Biiyiik bastankara 18 66,7 4 8 1 13 72,22
Lanius nubicus Maskeli 6riimcekkusu 3 33,3 1 1 33,33
Cyanistes caeruleus Mavi bastankara 5 100 3 50 1 4 80
Turdus merula Karatavuk 7 0 0 83,3 5 5 71,43
Erithacus rubecula Kizilgerdan 6 33,3 1 0 0 100 2 3 50
Sitta europaea Sivaci 1 100 1 1 100
Phylloscopus bonelli Boz sogiitbiilbiilii 2 50 1 1 50
Aegithalos caudatus Uzunkuyruklu bastankara 1 100 1 1 100
Dendrocopos syriacus | Alaca agackakan 1 0 0 0 0
Dendrocopos medius | Ortanca agackakan 2 0 0 100 1 1 50
Dendrocopos major Orman alaca agackakan 1 100 1 1 100
Phylloscopus collybita | Civgin 3 100 3 3 100
Fringilla coelebs Ispinoz 12 100 2 83,3 5 100 4 11 91,67
Carduelis chloris Florya 1 100 1 1 100
Parus ater Cam bastankarasi 14 100 1 92,3 12 13 92,86
Sylvia cantillans Biyikhi 6tlegen 1 0 0 0 0
Sylvia curruca Kii¢iik akgerdanh otlegen 1 0 0 0 0
Certhia brachydactyla | Bah¢e tirmasikkusu 1 100 1 1 100
Emberiza cirlus Bahge kirazkusu 1 0 0 0 0
Regulus regulus Calikusu 3 100 3 3 100

Genel Toplam 92 19 22 30 71 77,17

Genel Yiizde 63,33 70,97 96,77
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Tablo 3.3. Elektroforez sonucuna gore Leucocytozoon cinsinin yiizdelik prevalansi

Leucocytozoon 0-400 500-800 1200-1700
.. . .. . Bire Var (% Var Var (% Var Var (% Var Var
Tiir (Latince) Tiir (Tiirkee) sayls):(n) Preva(lan)s Sayisi (n) Prevaflar?s Sayisi (n) Preveflan)s Sayisi (n) | Toplanm o Var
Sitta krueperi Anadolu si1vacisi 8 50 1 0 0 33,33 1 2 25
Parus major Biiyiik bastankara 18 100 6 81,81 9 100 1 16 88,89
Lanius nubicus Maskeli 6riimcekkusu 3 33,33 1 1 33,33
Cyanistes caeruleus Mavi bastankara 5 66,66 2 50 1 3 60
Turdus merula Karatavuk 7 100 1 83,33 5 5 71,43
Erithacus rubecula Kizilgerdan 6 33,33 1 0 0 0 0 1 16,67
Sitta europaea Sivaci 1 0 0 0 0
Phylloscopus bonelli Boz sogiitbiilbiilii 2 50 1 1 50
Aegithalos caudatus Uzunkuyruklu bastankara 1 100 1 1 100
Dendrocopos syriacus Alaca agackakan 1 100 1 1 100
Dendrocopos medius Ortanca agackakan 2 100 1 100 1 2 100
Dendrocopos major Orman alaca agackakan 1 0 0 0 0
Phylloscopus collybita Civgin 3 33,33 1 1 33,33
Fringilla coelebs Ispinoz 12 100 2 33,33 2 75 3 6 50
Carduelis chloris Florya 1 100 1 1 100
Parus ater Cam bastankarasi 14 100 1 92,31 12 13 92,86
Sylvia cantillans Biyikhi tlegen 1 0 0 0 0
Sylvia curruca Kii¢iik akgerdanh otlegen 1 0 0 0 0
Certhia brachydactyla Bahge tirmasikkusu 1 100 1 1 100
Emberiza cirlus Bahge kirazkusu 1 0 0 0 0
Regulus regulus Calikusu 3 0 0 0 0
Genel Toplam 92 19 19 19 55 59,78
Genel Yiizde 63,33 61,29 61,29
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Tablo 3.4. Elektroforez sonucuna gore yiikseklige bagl parazitlerin yiizdelik

prevelansi
Parahaemoproteus | Lecocytozoon Birey
S
Yiikseklik (m) % n % p | Saysim)
Diistik (0-400) 63,33 19 63,33 19 30
Orta (500-800) 70,97 22 61,29 19 31
Yiiksek (1200-
1700) 96,77 30 61,29 19 31
Ortalama(%o) 77,02 61,97

Yiiksekliklerin genel ortalama yiizdelerine bakildiginda %77,02 oraninda
Haemoproteus ve Plasmodium cinslerini igeren Parahaemoproteus’a ait parazit ylizdeligi
bulunurken; Leucocytozoon cinsine ait parazitlerin ortalama degeri ise %61,97 olarak
bulunmustur (Tablo 3.4). Parahaemoproteus cinsine ait bulunma yiizdelikleri grafik de

gosterilmistir (Sekil 3.1).
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Parahaemoproteus sp.

m Diisiik (0-400)
= Orta (500-800)

= Yiksek (1200-1700)

Parahaemoproteus sp.
45,00 -

40,00 -
35,00 -
30,00 -
25,00 -
20,00 -
15,00 -
10,00 -
5,00 -
0,00 -

Dussiik (0-400) Orta (500-800) Yiiksek (1200-1700)

Sekil 3.1. Parahaemoproteus Haemoproteus sp. ve Plasmadium sp.) cinslerinin

yiikseklik prevelanslari
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Leucocytozoon sp.

m Diisiik (0-400)
= Orta (500-800)
= Yiiksek (1200-1700)

Leucocytozoon sp.

34,20 ~
34,00 -
33,80 -
33,60 -
33,40 -
33,20 -
33,00 -
32,80 -
32,60 -
32,40 -

Diisiik (0-400) Orta (500-800) Yiiksek (1200-1700)

Sekil 3.2. Leucocytozoon cinslerinin yiikseklik prevelanslari

Parahaemoproteus cinsleri yiikseklik ile ilgili pozitif korelasyon gostermektedir (p<
0.05, r=0,398). Leucocytozoon cinsine ait bulunma yiizdelikleri grafik de gosterilmistir
(Sekil 3.2). Leucocytozoon sp. cinsleri ise negatif korelasyon gostermektedir ve yiikseklige
bagli iligkisi bulunmamaktadir (p>0,05 ve r=-0,073).

En az iki yiikseklik alaninda goriilen tiirler siralanmigtir. Parahaemoproteus ve
Leucocytozoon cinslerinin goriilme yiizdeleri verilmistir (Tablo 3.5). SPSS istatistik

programinda analiz edilmistir.
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Parahaemoproteus

cinsleri

tiirler

arasinda

yapilan ANOVA

testinde

fark

bulunamamistir ve anlamli degildir. Ancak Leucocytozoon cinsleri igin tiirler arasinda fark
bulunmustur (p<0.05) (Tablo 3.6).
Tablo 3.5. En az iki yiikseklik alaninda olacak sekilde segilen tiirlerin yiizdelik

degerleri
Tiirler N Parahaemoproteus % Leucocytozoon %
Anadolu sivacisi 3 100 19,33
Buyuk bastankara 3 79,33 93,67
Mavi bastankara 2 75 58
Karatavuk 2 41,5 91,5
Kizilgerdan 3 44,33 11
Ortanca agackakan 2 50 100
ispinoz 3 94,33 69,33
Cam bastankarasi 2 96 96
Total 20 73,95 63,55

Tablo 3.6. Leucocytozoon cinslerinin birbirleri arasindaki etkilesimi

Tiirler 'Z\Irlii?slij ba?tiejl ﬁﬁra basll/:l?l\lilara Karatavuk | Kizilgerdan a;rg;[ligli:n Ispinoz
Anadolu s1vacisi
Biiyiik bastankara 0
Mavi bastankara n.s n.s
Karatavuk 0,001 n.s n.s
Kizilgerdan n.s 0 0,017 0
Ortanca agacgkakan 0 n.s 0,043 n.s 0
Ispinoz 0,006 n.s n.s n.s 0,002 n.s
Cam bastankarasi 0,001 n.s n.s n.s 0 n.s n.s

(n.s: fark yoktur)

Parahaemoproteus cinsinin yiikseklikler arasindaki farkina bakildiginda fark vardir

ve anlamhdir(p<0.05) Ancak Leucocytozoon cinsinin Yylikseklikler arasi

bakildiginda fark yoktur (p>0.05) (Tablo 3.7).
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Tablo 3.7. Cinslerin yiikseklikler arasindaki farki

Yiikseklik
%
Cinsler 400 800 | 1600 | 400-800 | 400-1600 | 800-1600
Parahaemoproteus| 58,8 58,8 99 n.s 0.023 0.035
Leucocytozoon 61 44,7 |53,12| ns n.s n.s

3.2. Filogenetik Agaclarin Karsilastirilmasi ve Analizi

Kazdagi Milli Parki’'nda ti¢ farkli yiikseklikte (0-400, 500-800, 1200-1700)
yakalanan  bireylerin  kan  parazitlerinin = filogenetik  agaclarmin  ¢izilmesi
gergeklestirilmistir. Parahaemoproteus ve Leucocytozoon cinsleri i¢in farkh primer ¢iftleri
kullanilmistir. Bu primerlerin uzunlugu Parahaemoproteus ve Leucocytozoon cinsleri igin
farklilik gostermektedir. Haemoproteus, Plasmodium ve Leucocytozoon cinsleri igin
Neighbor-Joining methodu kullanilarak filogenetik agaglar cizilmistir (Sekil 3.3).MalAvi
ve NCBI Gen Bankasindan alinan 6rneklerle karsilastirmasi yapilmistir.

Parahaemoproteus cinsine ait sekans sonuglar1 MalAvi veritabanindaki veriler ile
karsilastirilmistir ve filogenetik agaglari ¢izilmistir. (Sekil 3.4). Leucocytozoon cinsine ait
sekans sonuglar1 da MalAvi veritabanindan alinan Orneklerle karsilastirmasi yapilarak
filogenetik agaglar1 ¢izilmistir (Sekil 3.5). Tez ¢ahismasmna ait olan HTMR1326,
HTMR1826 ve HTMR1834; MalAvi veri tabanindan alinan Plasmodium relictum tiiriine
ait haplotip ile yakin dallanma gdsterdigi goriilmektedir. HTMR1241, HTMR2095,
HTMR1325, HTMR2099 ve HTMR2103 6rneklerinin ise Haemoproteus magnus tiirtine
ait haplotip ile yakm dallanma gosterdigi goriilmektedir. HTMR1862 numarali 6rnegin
Haemoproteus lanii tiirline ait haplotip ile ayni dallanmada oldugu goriilmektedir.
HTMR1264, HTMR1265, HTMR1279, HTMR1297 ve HTMR1896 o&rneklerin ise

Haemoproteus majoris’ e ait haplotip ile ayni dal tizerinde bulundugu goriilmektedir.

36



BUBISABLLOY SNSIEIAOLUSEH ZONWDId H

SNPIAEIBOILIAIS SNSI0IdOISEH LOAWDOZ H

SNUBEL SNSICIAOLUISE LIJOM H
FuSEEEd SNS101AOUISEL SOOIV H
AMZACHEHET SNS101dOLLISEH L AAAYH H
JErEL Snejesdolse Lo d
HAHSAGHELIE] SNE10IHOULSEH | NIHSIS H
HASIEes SNeldowRe 2003 a0V H

AL OD SNNEIdOIREH 20 TV LY H

SEANUOUEAS SNS10IdoLUSEH EOMCWAD

IAZADALIES ZRSIOIAOUISEH LOATN T H —

sEaEIew SneicIdawUSEH L LAAA H

HREUE0D SNEIdoWSEH | OMODNI H

PEGLHNLH -
GEELHNL H
] LOSING I -

1

2l

=yEiasejassnu SnsoIdeWSEH ZOBNHTVIA H

Snpudoa o

ANBIOAOIBACUOU BRSIGIIOLUSE LOTTNOTd H

seBuLY SnejoIdoIBEH £4D5 H

=mEnuone SnSoIdolREH LNISON H

HELOLUIEG SNe100dOLUSEH £1100 H

=UosIA ENS1EIdeLISEH SOMOIA H
sunsaA snejIdowsEH L0

SUOIEL SNEEIdELISEH | SV

-
-
GLZLMWL H
-

POZLHNL H

suoised snejoidose LOMNNY T H

I SNEMEIHGUSEH L NDS1S H
seod snaeidow=er LoBNdId H
S ON DEACI DE L SN2IOIdOWISEH LOLOWNTO H

nuered sneloudowaEH LOSNETVIN H
e SN@eIdeUISE LOAAT TN H
BZELMWL H @

I H
suofEw snejoidoweEH 54D H

HUIAS 2NSI0I00WISEH ZTIVLS H

IMBIEYDES SRSioIdoISEH LOOON H

NAs snejcidolusEH LORIM TN H

ISEUNIBA SNSI0IHeUSEH LOQNYEIE S H
SEMooU SNSIEIHOWSEH LOWNDHID H

pAES sneoidowseH ZoIdvaN H
SANIBLL SNSIOIHOLISEH LOIIVEIN H

nuA ERSIBIdOLSEH 0ZATVOM L H
I0IHOEEH LOMODOD H
SUINBUES SNeNEIdoWSEH LTE H

ERUSAEARILES SNMEIdOUISEH ZIAAVH H

SMnUIL SnenaIdowaEH LOIH=NL H
SnpEd SNMIeIHoWSE LD a0 H

SIS LOMHS L H

ZOZLHUWL H
LBZLHMNLH -

SEPELHNLH

SEiaEien SneeIdowREH LONYOROD H

SENBUL ENSIEIdOWSEH LOSTVNOZ H

LZELMNLH
HruEd mnsioIdeLSEH 20181 H
H

SNUBEL SNSI0IAOUISEH £ 300 H

BEOZHML H
GEELMNL H

SGOZHNL H

LEZIMNL H

— |

=naaid H LA H

4 snsioidous LOLYAS H

PN SNSI0ICoWSEH LEXINTIA H

1A EI0A0ISq ENSICISOLUSEH LAAM H
ENEUSPUGIESIBNU SNSEIHOLISEH LOAHE H

AsEiodoen SneoIdoLSEH LANEY H
AIBINED UOOZEIAREINS] SOSNTIVE 1~ |

aeEE Ly ZoMuD o

LN 021 200 LINIPOLS Sl £0.1L a0 o

win
1@

OISR LORNAACRHNN of
BB LINIPOLLISE| S ZOMAACNMMNA o
BUOBBUENS WNPOWSELD LODOFDAD o

aumalanuE

LGOI LU ZAAS o

LINIPOWISEld Z0SNTTIVE o

SURIONARARINLL LINPOLISE| G 20 LY INY o

SRR LUNPOLISE G S0SMH 1 o
EUBMEA LUNIPOLUISEIL SOLVAS of
AIPOLIEEL L NGOV o

=uenge|s wn LOLWINY o

winipowse| 4 2oz =

LnuBLEXEUEIEE WNIPOWSE - Z0VIOE TV o

LIMEBUGIS LUNPOLLISEd DOAAIS of
N LRI G GOSN AL o
1EABISL LUNIPOLLISE G LODWINGS of

wineseules

PIPOLUEEI LOSATIVE o

EMEPUSLIBIERINL SNSeId OISR LOTVL TGS H
SegUINED SNoEIdelSEH LOANOD H

aEUUS] SN@I0IdOUBEH LOMASTHD H
EOURNEAIINL SNSEIHOUISEH LOWALEINL H
smEmusLBIdENUEIEd SNSoIdoLDEH E0SYA 109 H
SNIEIUSLUBICNINLL SNSI0IdOLUSENH LOSAETO0 H
B UOOZOIKBE5MET LOUODOV 1

1PPOY UBOZEMsEoNST
=suesINGg UcoZaMADEON,

158ZEINES UBOZEKI0INE] BOSMTIVE 1
nEAG) UBEZEA2EINDT LOLAWY T

A sneloIdowBe LONIWENA H

LOWHADOw 1
1EiEne 1

LnaELBUL UeEE0IAE0oNE T LOSMAL 1

ZeaLuWL T @
SEZLMWL T
LBZLHNL T

snuseisd ueozeAae aNE

IUSPSINOUDE UOOZOIADGONST LOST

B9ZLHNL

SEzuAND LEOZEKIOINT LOTINWEIH |

ELUSIZ UBOTOIA260NST LOCENE

1
BB UBoZeIA000Ne ] ZONE 1OZ 1

LOdNEVED 1

=

e

lerine ait 6rneklerin MalAvi Ornekleri ile karsilastirilmasi

1an C¢1ns

i

SLLEHAL T @
zotEmnL

Sekil 3.3. Haemospor

oLiEMAL

roLEHAL 1

LiEmNL 1

OZLEENL
cEBLMWL T
0OLEMWL T -
BLELHNL T
FLIZHAL T -
9ZOLHAL T -
SOZLMNL T

SUOEL LOOTOIA20NET LAD 1

LBBLHWL T - 1

ZOZLHWL T @

LLLEHWL T

pEBLHNL T
SEBLHAL T
siiEML
BliasnL 1
ZriEmnL
oLz
BsROZMWL 1
LLELeNL T
a68LHAL T
SEELHML T @
POZLMENL T
SrZIHENL T

(®- tezin Orneklerine ait sekans sonuglar)

37



!Esea_v:_:n.%sgtnﬁoﬁwm 3
1ysaoyvD) 9104d0WSDE] TOAYVTV H

aoypvow LU
Hotgwo> sajoidowsvrt [0¥OINTA H
HIONLH @
SNIH @

sy sajo.dowsolf [0rT0Id H

ysoyvsDs uot0udouDR [NTYSTS H
10> masoidowdv] 2003dIVd H
1000 msoidowsvy J0TVILIV H

ooyl maioidowsl] 10d¥I0Z H

suuBow saso.dowsoy] (1308 H
su@ssod sndjosdowdnsy nSdQ—NUH— Il
1E45A0YDLIDS 210.dOURDR] [ LUVH H
109INOTd H
#ysjodojeqoioy snasoidouseR] [0TINOTd H
Syosfos)onu snssoudoudvl] J0gNATHIN H
oujpiBuy nasoudowdvy £330 H

supydoamuwand snaoudowdvtt [0GINTVIN H
suojud matoadowsor] [0MFTTIN H
i sujoidowsvl [NISO¥ H
a0y ajoidoudvl STIOD) H
SOrOIH @

oA marosdowdvy SOITOIA H
S0aA as0.dOUIOH [OTIOIA H
sui0fbow smatoadowsol] 400 H
su0fou 20440V TSNV H
00SIIIE @

L6CNIH @

SLLINIH @

SOTTNIE @

POITNIE @

suossod suasoudowdR] [0¥1dINVTH

g snaso.dowdvy INTSIS H
ovd smatoudousort [082dld H

“ds sajoidousoy

ds snajoudousvsy

“ds wnpowsvyg

10IIFNIAH

meass snogoudowsyy TTVIS H
suppowoy s2I0.TOUBVE TONVIId H
1owyo0r sussoudowsvst [OQON H
s susroudonavyy [0GINTND H
rouny[oa snajoidowsvy [0ANVIYA H
aonz20u smaj04d0MBVH] [GNNDNID H
“owapnis smajosdowdvl] [01TTITV H
wwasdoduop snajoudowsvr [TISIS H
EI6IONLE @
i matoidowso] 02qIFOUL H

1040200 H
suunBus swajoidoudvs I10g H
OQUPIOALINOD TURI0AdOURCH T AMVH H
upjonsvA msoudowdvrs LOLVINY H
s sos0.d0wsog] [0IHANL H
mpyod majoidowsvy] [D4d H
upyod masaudousol] {1100 H
g majodowvyy [0YHINL H

oS,
g 01dVIN H

e

104FD¥00 H
suoud maroidowsvl TONVSZIN H

LI6TONIH @
svyBiy sussoudowsoly [0gTFNOZ H
1 swosoudowsogy Z0IgVL H
1uv] snasoudowsvyy [y H
tievy matoadoudvlt sSqY H
COSTONIH @
SOICONIH @
suBow maso.dowsvR] /430 H
6600NIH @

SCETNIE @
SGOTWNLH @
IFCNIH @

Uymaiod moj0.dosDE [ALY H
4 d 10I¥IS H
iysjodojeq snasoidouvry [ H
suapuor0au susso.dousDy E_Ehw_
1ysjodojaq majo.dowsvR [NV H

sy IRTICH

10T¥1100 5
soquano> 1041700 H
o uasoidousos] [ONINTHA H

ovual sudj0.d0wdvH [0YNITHI H
megngonyniu ma0.doudvE] [OFLINLL H
sunoudidupnuav.od siotoudowdwt; §0SVIT00 H
mpn@udidupiu majoidowsvy 1027§700 H

1aofiyso unipowsvld 0A¥D d
1 5013dNTAd

dwapnucdidy wnpowsold [ONMONNNA d
Lol unipowsold IONMONINA d

BuoB8uond wnipowsold [0J0f1d d
duvsponuvif wnipousold 70SA1TIFD d

Id LOIVINF d
pouisold 90S4L d

aupjodowoy unpowsold Z0J]9IVE d
suppgols uapowsoyd [QIFINY d
COVIQITV d

wipBiop wnpowsvid 00.U¥0 d
an) wonpowsold ¢0S041 d
waala) wnipowsold [0OFAS d
10S2TIFO d

4
sasd

s@n| wnipowsvlg 60IIOVAD d

wnowudyp) wnipowsold [0¥AFTAS d

wnpBuop wnpowsold 6OIYOa¥d d
INDSId

wonyes wnipowsvld 108427 d

UL WnPOWSOL] POMYD I

PESINLE @

OSINIH @

STNIH @
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Sekil 3.5. Leucocytozoon cinsine ait orneklerin MalAvi 6rnekleri ile karsilastirilmasi

(e-tezin Orneklerine ait sekans sonuglar
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Yiikseklik ile iligkisini belirlemek icin Haemoproteus, Plasmodium ve
Leucocytozoon cinsleri i¢in filogenetik agaglar ¢izilmistir. Haemoproteus cinslerine ait
orneklerin yiikseklikle iliskisine bakildiginda her birinin farkli yiiksekliklerde
bulunabildigi goriilmiistiir. Diisiik rakimda alinan bir 6rnekte bulunan parazit cinsi yiiksek
rakimda alinan Ornekte de gorilmistiir (Sekil 3.6).Orta irtifa da yakalamasi yapilan
TMR1265, TMR1279, TMR1896 ve TMR1264 6rnek numaralarinin Biiylik bastankara
(Parus major) tiiriine ait oldugu bilinmektedir. Biiyiik bastankara tiirinde orta irtifa da ayni

cinse bagl parazit tespiti goriilmektedir.
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Sekil 3.6. Parahaemoproteus cinsine ait 6rneklerin yiikseklikle iligkisi

Leucocytozoon cinsine ait Orneklerin yiikseklikle arasindaki iliskiye bakilmistir.
Orta rakimda tespit edilen cins diisiik rakim da goriilmiigtiir. Tir bazinda bu durum
yiikseklige gore cesitlilik gostermistir. Filogenetik aga¢c bu durumu daha net bir sekilde
gostermektedir (Sekil 3.7).
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Orta irtifa da yakalamasi yapilan TMR1264, TMR1886, TMR1896 ve TMR1911
ornek numaralarinin Biiyiik bastankara (Parus major) tiiriine ait oldugu bilinmektedir.
Biiylik bagstankara tiiriniin orta irtifadaki Orneklerinde ayni cins parazit tiiriine
rastlanmaktadir. Ayni1 sekilde yine orta irtifa da yakalamasi yapilan TMR1246, TMR1269,
TMR1285 ve TMR1281 numarali 6rneklere ait Karatavuk (Turdus merula) tiiriinde orta
irtifada ayn1 cinse bagli farkl tiir parazite rastlanmustir. Ornek numaralart TMR2111,
TMR2117, TMR2089, TMR2108, TMR2112 ve TMR2118 Cam bastankarasi (Periparus
ater) tiirline ait bireylerin yiiksek irtifada yakalamasi yapilmistir. Bu tiire ait ayni cins
parazite yiiksek irtifada rastlanmaktadir.

Orneklerin sekans sonuglar1 alingment yapilarak diizeltilmistir. Diizeltme sonunda
NCBI Genbank veri tabaninda karsilastirmalar1 yapilmistir (Tablo 3.8). Orneklerin veri

tabanindaki benzerlik yiizdelerine gore yeni haplotipler elde edilmistir.

42



Babes ) omee

® LTMRISS J Orta (500-800m)
@ LTMR10 J Duguk (0-400m)
@ LTuRH J gk (0-400m)
@ LTuRIR2 J Dok (0-400m)

© LTMRIESS J Ona (500.800m)
@ LTVRIE2S J Dok (0-400m)
® LTNRIEM
® LTWRIS0 ] otk ©-200m)
© LTMRIZS Tiim drnekler Biiyiik
@ LTIR1e Ons (00-800m) DAstankara (Parus
oo major) aittir.
® LTMRN
® LR J0nta (%00800m) Tiim Grnekler
® LTNRIZG &
© LTNRIZES Orta (£00.800m) Karatavuk (Turdus
© LTMRIZ memla) aittir.
® LTuRI82 J Dugck (0-400m)
O L TMRI20S J Orta (500-800m)
O LTMRI2Y J Orta (500.800m)
@ LTMRIEZS J Dogik (0-400m)
® LTMR214 7 Yoksek (1200-1600m)
® LTMR2100 7 Yuksek (1200-1800m)
© LTNRIS J Orta (500-800m)
® LTMNR2110 J Yoksek (1200 1600m)
® LTMR2120 J Yuksek (1200-1600m)
® LTMR2116 7 Yuksek (1200-1600m)
® LTMR2104 7 Yoksek (1200-1000m)
® LTuRI2I9 J Orta (500-800m)
@ LTMR2115 J Yuksek (1200-1000m)
@ L TNR2107 J Yokesek (1200.1600m)
o LTMRIZIR J Orta (500-800m)
@ LTMRING J Onta (500-800m)
O LTMR1SS0 J Orta (500-800m)
® LTMR210) J Yoksek (1200-1600m)
@ L TR0 J Yoksek (1200-1600m)
® LTMR1E2S J Dok (0-400m)
® LTMR2IN J Yuksek (1200-1600m)
: :nnmmm Tiim Ornekler Cam
© LTNR2108 voesex (1200-1000m)  Bastankarasi
® LTMR2112 it
>iflentsiaon (l"erlparns ater)
aittir.

Sekil 3.7.Leucocytozoon cinsine ait drneklerin yiikseklikle iligkisi
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Tablo 3.8. Kan Parazitlerinin GenBank veri tabani1 ve MalAvi veri tabani ile karsilastiriimasi

Kus Tiirii Ornek No Yeni Haplotip GenBank Cins GenBank | MalAvi Eslesmesi MalAvi
Ismi Eslesmesi Baglanti Eslesme
orani

Ispinoz TMR1241H TRFC1 HO030 (%99) | Haemoproteus | KJ488584.1 CCF6 (%99) 456/462

Karatavuk TMR1246H hTURDUS2 Haemoproteus | KM361485.2 | TURDUS2 (%100) 462/462
(%100)

Biiyiik bastankara TMR1264H PARUS1 Haemoproteus | MG976563.1 | PARUSL1 (%100) 462/462
(%100)

Biiyiik bagtankara TMR1265H HO22 (%100) | Haemoproteus | KJ488576.1 PARUSL1 (%100) 462/462

Biiyiik bastankara TMR1279H H022 (%100) | Haemoproteus | KJ488576.1 PARUSL1 (%100) 462/462

Karatavuk TMR1281H TRTM?2 hTURDUS2 | Haemoproteus | KM361485.2 | TURDUS2 (%699) 460/462
(%99)

Ispinoz TMR1282H hTURDUS2 Haemoproteus | KM361485.2 | TURDUS2 (%100) 462/462
(%100)

Biiyiik bastankara TMR1297H H022 (%100) | Haemoproteus | KJ488576.1 PARUSL1 (%100) 462/462

Ispinoz TMR1325H HO030 (%100) | Haemoproteus | KJ488584.1 CCF6 (%100) 462/462

Ispinoz TMR1326P TRFC3 Kayseri2 Plasmodium HQ677624.1 CXPIP20 (%099) 459/462
(%099)

Biiyiik bastankara TMR1826P ERU-23KRP Plasmodium MF928797.1 SGS1 (%100) 462/462
(%100)

Biiyiik bastankara TMR1834P ERU-23KRP Plasmodium MF928797.1 SGS1 (%100) 462/462
(%100)

Kizilgerdan TMR1856H H032 (%100) | Haemoproteus | KJ488586.1 CCF2 (%100) 459/459

Maskeli TMR1862H HO041 (%100) | Haemoproteus | KJ488595.1 RBS2 (%100) 462/462

oriimcekkusu
Biiyiik bastankara TMR1896H 6062 (%100) Haemoproteus | KY451715.1 PARUS1 (%100) 462/462
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488584.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JD4UZSJS014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM361485.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=JD5V7WPJ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG976563.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JD6R5YNS015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488576.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=JD6VP2HP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488576.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=JD6Z7ERA014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM361485.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=JD73JNBT015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM361485.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=JD77BBEM014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488576.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=JD7A9EA1014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488584.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JD7D603A014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HQ677624.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JD7FV9ST014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF928797.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JD7M8DT1015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF928797.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JD7RU7ZC014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488586.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JD7UM88E014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488595.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JD7XWH47014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY451715.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=JD7ZWUGC014

Kus Tiirii Ornek No Yeni Haplotip GenBank Cins GenBank | MalAvi Eslesmesi MalAvi
Ismi Eslesmesi Baglanti Eslesme
orani
Ortanca TMR1913H TRDMA4 WAHS (%098) | Haemoproteus | EU810722.1 CELECO01 (%099) 456/462
agackakan
Ispinoz TMR1924H TRFC5 HO032 (%099) | Haemoproteus | KJ488586.1 CCF2 (%99) 456/459
Uzunkuyruklu TMR1927H TRACG6 H289 (%98) Haemoproteus | KJ488843.1 | SITEURO1 (%98) 453/462
bastankara
Sivaci TMR1928H TRSE7 MYIOFLAO1 | Haemoproteus | KF482360.1 | MYIFLAOL (%699) 459/459
(%99)
Ispinoz TMR2095H TRFCS8 HO030 (%99) Haemoproteus | KJ488584.1 CCF6 (%099) 460/462
Ispinoz TMR2099H H030 (%100) Haemoproteus KJ488584.1 CCF6 (%100) 462/462
Ispinoz TMR2103P TRFC9 HO030 (%99) Haemoproteus | KJ488584.1 CCF6 (%99) 461/462
Karatavuk TMR1246L TRTM10 H377 (%98) Leucocytozoon | KJ488922.1 TUPHI06 (%098) 452/461
Biiyiik bastankara | TMR1264L TRPM11 HO73(%99) Leucocytozoon | KJ488627.1 PARUS16 (%99) 454/457
Biiyiik bastankara TMR1265L HO065 (%100) | Leucocytozoon | KJ488619.1 PARUS22 (%100) 460/460
Karatavuk TMR1269L H236 (%100) | Leucocytozoon | KJ488790.1 | TUMERO1 (%100) 462/462
Biiyiik bastankara | TMR1279L TRPM12 HO75 (%99) Leucocytozoon | KJ488629.1 PARUS20 (%099) 457/460
Karatavuk TMR1281L H236 (%100) | Leucocytozoon | KJ488790.1 | TUMERO1L (%100) 459/459
Ispinoz TMR1282L H176 (%100) | Leucocytozoon | KJ488730.1 BRAM3 (%100) 462/462
Karatavuk TMR1285L H236 (%100) | Leucocytozoon | KJ488790.1 | TUMERO1 (%100) 462/462
Biiyiik bastankara TMR1297L HOG65 (%100) | Leucocytozoon | KJ488619.1 PARUS22 (%100) 460/460
Ispinoz TMR1326L H176 (%100) | Leucocytozoon | KJ488730.1 BRAM3 (%100) 462/462
Biiyiik bastankara | TMR1825L TRPM13 HO060 (%699) Leucocytozoon | KJ488614.1 PARUS18 (%099) 460/462
Biiyiik bastankara | TMR1826L TRPM14 H212 (%099) Leucocytozoon | KJ488766.1 PARUS74 (%99) 461/462
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU810722.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JD82G7VM014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488586.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JD866X5N014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488843.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JD88HT8R01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF482360.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JD8AS5MW015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488584.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JD8D47Z7014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488584.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JD8FXC5301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488584.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JD8M3CDV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488922.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JD8R2B2501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488627.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JD8UYZCD015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488619.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JD8X166X014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488790.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JD8YVZ4G014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488629.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JD9133FY01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488790.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JD9B09RG014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488730.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDABZ07X014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488790.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDADN2AS014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488619.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDAFHC86014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488730.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDAHD8Y9015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488614.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDAK3ZPT014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488766.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDANK5MX014

Kus Tiirii Ornek No Yeni Haplotip GenBank Cins GenBank | MalAvi Eslesmesi MalAvi
Ismi Eslesmesi Baglanti Eslesme
orani
Biiytik bastankara TMR1828L H065(%100) Leucocytozoon | KJ488619.1 PARUS22 (%100) 462/462
Karatavuk TMR1832L TRTM15 H376 (%095) | Leucocytozoon | KJ488921.1 STUR1 (%95) 438/462
Biiyiik bastankara TMR1834L HO061 (%100) | Leucocytozoon | KJ488615.1 PARUS4 (%100) 462/462
Mavi bastankara TMR1860L TRCC16 H328 (%99) Leucocytozoon | KJ488882.1 PARUS71 (%99) 460/462
Maskeli TMR1862L TRNC17 H202 (%099) Leucocytozoon | KJ488756.1 PARUS11 (%99) 458/462
oriimcekkusu
Mavi bastankara TMR1883L TRCC18 HO064 (%99) Leucocytozoon | KJ488618.1 PARUS14 (%99) 455/457
Biiyiik bastankara | TMR1886L TRPM19 HO73 (%99) Leucocytozoon | KJ488627.1 PARUS16 (%99) 456/460
Cam bastankaras1 | TMR1887L TRPA20 H217 (%99) Leucocytozoon | KJ488771.1 PARUS79 (%99) 459/462
Biiyiik bastankara | TMR1893L TRPM21 HO75 (%99) Leucocytozoon | KJ488629.1 PARUS20 (%99) 461/462
Biiyiik bastankara TMR1896L HO073 (%100) | Leucocytozoon | KJ488627.1 PARUS16 (%100) 460/460
Biiyiik bastankara TMR1890L H176 (%100) | Leucocytozoon | KJ488730.1 BRAM3 (%100) 462/462
Biiyiik bastankara TMR1911L HO073 (%100) | Leucocytozoon | KJ488627.1 PARUS16 (%100) 460/460
Ortanca TMR1920L TRDM?22 HO061 (%99) Leucocytozoon | KJ488615.1 PARUS4 (%99) 461/462
agackakan
N%a\fi bastankara TMR1933L H202 (%100) | Leucocytozoon | KJ488756.1 PARUS11 (%100) 462/462
Cam bastankarasi TMR2089L H260 (%100) | Leucocytozoon | KJ488814.1 | PERATEO06 (%2100) 462/462
Ispinoz TMR2096L H176 (%100) | Leucocytozoon | KJ488730.1 BRAM3 (%100) 461/461
Biiyiik bastankara | TMR2100L TRPM23 HO082 (%99) Leucocytozoon | KJ488636.1 PARUS20 (%099) 458/460
Ispinoz TMR2103L H176 (%100) | Leucocytozoon | KJ488730.1 BRAM3 (%100) 462/462
Cam bastankarasi TMR2104L HO75 (%100) | Leucocytozoon | KJ488629.1 PARUS20 (%100) 462/462
Cam bastankaras1 | TMR2107L TRPA24 HO082 (%97) | Leucocytozoon | KJ488636.1 PARUS20 (%98) 451/462
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488619.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDB22V5J015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488921.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDB49GV6014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488615.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDB6JTC6014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488882.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDB9N33U015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488756.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDBBY8W701R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488618.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDBGP58H014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488627.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDBK09MK015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488771.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDBMVNJG014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488629.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JDBREN3201R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488627.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDBUWC4V014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488730.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDBXENAT01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488627.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDC0NEWR014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488615.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDC3G6FR01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488756.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDC6U2VS014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488814.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDC9HYHP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488730.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDCC7M4Z014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488636.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDCE4PYG014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488730.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDCGATDH014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488629.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JDCK296101R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488636.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDCPS4BB014

Kus Tiirii Ornek No Yeni Haplotip GenBank Cins GenBank | MalAvi Eslesmesi MalAvi
Ismi Eslesmesi Baglanti Eslesme
orani

Cam bagtankarasi TMR2108L H260 (%100) | Leucocytozoon | KJ488814.1 | PERATEOQ6 (%100) 462/462
Cam bastankaras1 | TMR2110L TRPA25 HO75 (%099) | Leucocytozoon | KJ488629.1 PARUS20 (%99) 460/462
Cam bastankaras1 | TMR2111L TRPA26 H260 (%098) | Leucocytozoon | KJ488814.1 | PERATEOQ6 (%698) 455/462
Cam bagtankarasi TMR2112L H260 (%100) | Leucocytozoon | KJ488814.1 | PERATEO6 (%100) 462/462
Cam bagtankarast TMR2114L H065 (%100) | Leucocytozoon | KJ488619.1 | PARUS22 (%100) 460/460
Cam bastankarast1 | TMR2115L TRPA27 H326 (%97) | Leucocytozoon | KJ488880.1 PARUS20 (%97) 445/457
Cam bagtankarast TMR2116L HO075 (%100) | Leucocytozoon | KJ488629.1 | PARUS20 (%100) 462/462
Cam bastankaras1 | TMR2117L TRPA28 H260 (%99) | Leucocytozoon | KJ488814.1 | PERATEO06 (%699) 460/462
Cam bagtankarast TMR2118L H260 (%100) | Leucocytozoon | kJ488814.1 | PERATEOQ6 (%100) 462/462
Anadolu sivacisi TMR2120L HO75 (%100) | Leucocytozoon | KJ488629.1 | PARUS20 (%100) 462/462
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488814.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDCT8C7A014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488629.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JDCVEYCT014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488814.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDCXGA34015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488814.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDD00ECF014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488619.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDD27EVZ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488880.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDD4ZUNG014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488629.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JDD71AGV014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488814.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDD9A7BS015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488814.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDDB7XCG014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ488629.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JDDDRGAV014

Orneklerin GenBank veri taban1 ve MalAvi veritabani ile karsilastirmasi sonucu
olusan benzerlik oranlarina bakildiginda 64 sekans sonucundan 7 yeni Haemoproteus cinsi,
2 yeni Plasmodium. cinsi ve 18 yeni Leucocytozoon cinsine ait haplotip bulunmustur ve

yiizdelik bazlar1 gosterilmistir (Tablo 3.9).

Tablo 3.9. Yeni bulunan haplotiplerin yiizdelik degerleri

Yeni Haplotip Yiizdelikleri

Yeni| % Toplam

Haemoproteus sp. 7 38,9 |18

Plasmodium sp. 2 50 4

Leucocytozoon sp. 18 142,86 |42
Toplam 27 42,19 |64
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—— @ TRFC3 1
P ALEDIAQ2 Plasmodium parahexameriim
P ANLATO1 Plasmodium globularis
P BAEBICO2 Plasmodium homopolare
P PADOM1I6 Plasmodium rouxi
P SYATOS5 Plasmodian vaughani Plasmodium sp.
P TFUS06 Plasmodium unalis
P ANLATO7 Plasmodium multivacuolaris

P GALLUSO2 Plasmodium juxtanucleare
4|7_[ P PYCJOCO1 Plasmodium guanggong
P UNKENOWNG2 Plasmodium rouxi
A HCOLBUCOI He otes nultipiy s

A H COLPAS03 Hi P ltipig

A H TURTYM01 Haemoproteus multivolutinus

A H CREFURGO1 Haemoproteus jenniae

A H FREMINGI Haemoproteus iwa

A H COLIV01 Haemoproteus columbae

A HCOLTALOI He multipig TS

. L LAMUTO1 Leucocytozoon lovati

Haemoproties sp.

@ TRTMIO
@ TRIMIS
. L TFUSOI Leucocytozoon fringillinarum
. L BUBOOI Leucocytozoon ziemanni
. L ZOLEU02 Leucocytozoon fringillinarum
. L GALLUSO7 Leucocytozoon schoutedeni
. L HEAMEQ! Leucocytozoon quynzae
. L GRARUF01 Leucocytozoon pteroteniis
@ TRPMI2
@ TRPM23
@ 7TRPM21
@ TRPA25
@ TRP427
L — @ TRPA24
@ TRPMI4
4':‘: @ TRPA20

. L CBI Leucocyrtozoon majoris

Leucocytozoon sp.

@ TRPA26
@ TRPMII
@ TRPMIY
@ 7TRP428
@ TRPMI3
@ IRcCis
@ IRDM22
@ IRNCI7
@ TRCCI8 ]
@ IRTM2 ]
@ TRFCS
A HALARV0I Hoemoprotens tartakovskyi
@ IRSE7
@ TRDM4
@ IRACE Haemoproteus sp.
@ 7TRFCS
@ TRFCY
A H MW1 Haemoproteus belopolskyi
e A H DELURBI1 Haemoproteus hirundinis i

0.0z0

Sekil 3.8. Yeni bulunan haplotiplerin MalAvi veri tabanindaki 6rneklerle MEGA X

programinda filogeneik agacinin ¢izilmesi

Kirmizi nokta: tez ¢aligmasinda Yeni bulunan haplatipler; Sari nokta: Plasmodium cinsine ait tiirler; Yesil nokta:

Haemoproteus cinsine ait tiirler; Mavi nokta: Leucocytozoon cinsine ait tiirler
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4. TARTISMA

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda kan parazitlerine olan ilgi yogunlagmistir.
Morfolojik tespitin zorlugu sebebiyle molekiiler teknikler gelistirilerek kan parazitlerinin
dagilimi ve sikligi ile ilgili ¢alismalar artrmstir (Hellgren, 2005; Jenkins ve Owens, 2011;
Knowles vd., 2011). Anadolu da ise kan parazitleri ile ilgili yaymlar ¢ok fazla
bulunmamaktadir (Valkiunas, 2004). Anadolu da yapilan ve referans sayilabilecek yayin
proje yiiriitiicliniin yaptig1 calisma olarak nitelendirilebilmektedir. Marzal ve Albayrak
(2012) yaptig1 bu ¢alismada Anadolu sivacisinin farkli popiilasyonlarinda haemosporidian
enfeksiyonunu  molekiiler diizeyde arastirilmasim1i  gergeklestirmistir.  Bdylelikle
Anadolu’da haemosporidianlar 3 yeni molekiiler dalla bilim diinyasma bildirilmis ve
tahmini ¢evresel faktorlerin degisimiyle parazit bollugundaki degisim incelenmistir.
Sonuglara gore kuzey ve giineyde niifus dagilimiyla parazit soy dagilimi arasida 6nemli
farklar saptanmustir. Orneklemeler rakimm haemosporidian prevelansmin degistirmesiyle
iligkili  oldugu bulunmustur. Haemoproteus ve Leucocytozoon tiiriin  giiney
populasyonlarinda yeni soylar bulunmus ve parazit soylarinin ¢ogunlugu daha once tarif
edilmemistir. Yiikseklik ve kan paraziti prevelansi arasinda negatif iliski bulmuslardir.
Ancak bizim yaptigimiz ¢alisma sonucunda Parahaemoproteus i¢in bu durum tam tersi
olarak sonuclanmigstir.

LaPointe vd., (2010) nin yaptig1 ¢alismada Plasmodium relictum i¢in yiikseklik
yaninda sicaklik etmenine de dikkat edilmistir. Parazitin gelisimi laboratuvar ortaminda
gergeklestirilip uygun sicaklik tespit edilmistir ve bu sicakhgin ise Maui ve Hawaii
adalarindaki yiiksek rakimlara karsilik geldigi bulunmustur. Bu durumla yiiksekligin
yaninda sicaklik etmenin de parazit dagilimmi ve sikligini etkiledigi sonucuna
varilabilmektedir. Tez ¢alismasi dogrultusunda yiikseklik artisi ile parazit yogunlugu
artmaktadr. Bu durum yiiksek irtifada sicaklik derecesinin parazit vektoriiniin yasam
kosullarini saglayabildigi olarak aciklanabilmektedir.

Jones vd., (2013) calismalarma gore kan parazitlerini etkileyen etmenler
kullanilarak Zonotrichia capensis tiirii i¢in yiikseklik 3 alana ayrilarak ¢alisma yapilmustir.
Irtifa artis1 ile kan parazitlerinde yogunluk gdzlenmistir. Yiikseklige gore sicaklik ve

yagisin sitma etkeni parazitlerin baslica etmeni oldugu sonuca varilmistir.
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Imura vd., (2012) yapilan ¢aligsma da Japonya’nin dag ormanlarinda bulunan yabani
kuglarda hematozoa prevalansi ve enfeksiyon dinamikleri arastirilmistir. Saitama
Bolgesi’ndeki Chichibu daglarinda 1650 m yiikseklikte 415 yabani kustan kan 6rnekleri
almmustir. Calismada ylikseklik alani olarak tek bir alan belirlenmistir. Calisma da yiliksek
irtifa se¢ilmesinin sebebi; parazit konakgilarmin yagam alanlarinin sinirlanmasi ve
sicakligin diigmesinden dolay1 parazit varligmin az ve ¢esitliliginin olmamas1 yoniindedir.
PCR sonuglar1 dogrultusunda parazit varligi tespit edilerek tez dogrulanmistir ancak
Leucocytozoon cinslerinin ¢esitliligi, ¢esitlilik konusundaki tezi ¢iiriitmiistiir. Bu durum ise
vektor sineklerin konakgi tercihinden kaynaklanacagi diisiiniilmektedir. Yapilan bu ¢alisma
ile birlikte haematozoa prevalansinda mevsimsel degisiklikler gozlenmistir. Yapilan bu
calisma haematozoa enfeksiyonlarinin dinamiklerini etkileyen g¢evresel faktorler ile ilgili
ve konakgi- parazit etkilesimi hakkinda ayrmtili bilgiyi sunmaktadir.

Tez calismasinda Parahaemoproteus cinsine ait tiirler yiikseklige baglh pozitif
korelasyon gostermistir. Ancak Leucocytozoon cinsine ait tiirlerde yiikseklik ile iligkisi
bulunamamistir. Negatif korelasyon gostermesine ragmen sonug¢ anlamli degildir. Bu
sebeplerden birisi sicaklik faktoriiniin - yaminda vektoriin - konak¢t  se¢iminden de
kaynaklanacag diistiniilmektedir.

Kiiresel 1stnmadan dolay1 ortalama hava sicakliklarinin artmasi, yagislarin azalmasi
ve son 20 yilda degisen hava kosullari kus sitmasinin yayilmasmi pozitif yonde
desteklemistir (Carter T. Atkinson vd., 2014). Enlem, yiikseklik, sicaklik, yagis ve kalic1
suya yakinlik gibi ¢evresel faktdrler sitmanin dinamikleri ve yayilmasi ile iliskilidir.
(Lapointe vd., ,2012).

Yiikseklik faktoriiniin  parazit c¢esitliligine katkisi  bulunmamaktadir. Parazit
konakgist olan kuglarin siirekli aktif yer degistirmesinden kaynakli olarak diisiik rakimda
gozlenen parazit cinsi yiiksek rakimda da goziikmiistiir. Elde ettigimiz filogenetik aga¢lar
bu durumu kanitlar niteliktedir.

Gezegenimiz lizerinde habitatlarm siirekli degisimi vahsi yasam ve parazitler
iizerinde biiyiik ve uzun etkiler gostermektedir. Kuslar bir¢ok kan paraziti tiirii tagir ancak
son on yilda en iyi g¢alisilan cinsler Haemoproteus., Plasmodium ve Leucocytozoon.
cinslerine aittir. Habitat degisimi ve kentsel degisimin artis1 parazit cinslerinde ¢esitlilige
ve aktarimina sebep olmustur. Kiiresel iklim degisimi, ormanlik alanlarin yok olmasi,
kentlesme gibi faktorler kuslardaki cesitlilik ve parazit konakeilar1 olan bdceklerdeki
degisime sebep olmaktadir. Calismalar yapilirkken bu durumlar g6z Oniinde

bulundurulmalidir (Sehgal, 2015). Bu sebeple yerlesim yerlerinin artmasi ve tarim
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zararhlarina karsi ilag kullanimi, degisen habitat gibi faktorler Parazitin asil konakgilar
olan sivrisinek ve boceklerde azalmaya sebebiyet verebilmektedir. Ayn1 zamanda parazit
konakgilar1 yerlesim yerlerinden uzaklasip yiiksek rakimlara gegerek izole olabilmektedir.
Bu durum g6z oOniinde bulunduruldugunda yiikseklik artis1 parazit artigina sebep
olabilmektedir.

Hart ve Woodworth (2006) ‘a gore Hawaii de diisiik irtifadaki antropojenik
faktorler daha fazla oldugu i¢in orta ve yiiksek rakima gore sitma parazitinin ¢esitliliginin
daha fazla oldugu bulunmustur. Bolgeye ait bir yerli tiir iizerinde yapilan bu ¢alismada
diisik irtifa da sitma etkenini olusturan parazit prevelansinin daha fazla oldugu
gorilmistiir. Hawaii’deki bu durum diisiik irtifada kus ¢esitliliginin ve popiilasyonlarmin
daha fazla olmasindan kaynaklanmis olabilir. Bu calismaya gore tez i¢in kurulan hipotez
desteklenmekte ancak tez calismasi sonucunda Leucocytozoon cinsleri i¢in yiikseklige

gore artis gostermez iken Parahaemoproteus cinsleri yiikseklige bagh artis géstermistir.
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5. SONUC

Hipoteze gore kan parazitlerinin yiikseklik arttik¢a konakg¢ilarmin yasam alanlarinin
simirlanmasindan dolay1 azalacagi sonucu beklenilmistir. Ancak yilikseklik artis1 ile
Parahaemoproteus cinslerinde artig gézlenmistir. Leucocytozoon cinslerinde ise yiikseklige
bagli bir korelasyon bulunamamastir.

Hipotezin Parahaemoproteus. cinsleri i¢in kurulan hipotez ger¢eklesmeyip tam
tersi bir sonu¢ bulunmustur. Leucocytozoon cinsleri i¢in ise ylkseklik ile ilgili iliski
bulunamamastir.

Calismanin yapildigi mevsim ve sicaklik etmeni esit oldugu zaman araliginda
ornekler toplanmistir. Haemoproteus, Plasmodium ve Leucocytozoon cinsleri i¢in beklenen
sonucun gelmeme sebepleri;

e Diisiik rakimda bulunan yerlesim yerinin tarim arazisine elverisli olup bdcekle
miicadelede ilaglama kullanilmasi, bu durumun kan paraziti konakg¢ilarini olumsuz
yonde etkilemesi,

e Kazdagi’nin sulak olmasi ve yiikseklik boyunca sulak alanlarin bulunmasi

gibi nedenler olabilir.

Yiikseklik etmeni parazit soy ¢esitliliginin olusmasinda etki gostermemistir. Diigiik
rakimdan alinan 6rnekte ¢ikan parazit soyu yiiksek rakimlarda da goriilmiistiir. Bu durum
ise ara konakg¢i olarak goriilen kuslarin sabit bir yiikseklik alaninda durmamasindan
kaynaklanabilir.

Orneklerin sekans sonuclart NCBI Genbank veri tabani ve MalAvi veritabaninda
BLAST vyapilarak karsilastirmast yapilmistir. Bu sonu¢ dogrultusunda 64 sekans
sonucundan %42,19 ‘u yeni haplotip (soy) olarak bulunmustur.

Bu ¢alisma farkli 6tiicii kus tiirii ile calisilarak gerceklestirilmistir. Sonuglarin daha
giivenilir olabilmesi i¢in ileride hedef en az {i¢ tiir lizerinden ¢alismanin tekrar yapilmasi
kus tiirlerinin parazite karsi direng etkisinin bertaraf edilmesi agisindan énemli oldugu ve

hipotezin daha iyi stnanmasini saglayacaktir.
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