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OZET

ORTA ve DOGU KARADENIZ BOLGESINDE BULUNAN Anopheles TURLERININ
BELIRLENMESI ve Anopheles maculipennis KOMPLEKS TURLERININ
MOLEKULER OLARAK TANIMLANMASI

Elif OZTURK

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisi
Biyoloji Ana Bilim Dah
Yiksek Lisans Tezi
Damismani: Yrd. Do¢. Dr. M. Mustafa AKINER

Yapilan bu tez ¢aligmasinda Orta ve Dogu Karadeniz bolgesinde bulunan Anopheles tirlerinin
belirlenmesi ve sitma gibi ¢esitli arboviruslarin tasiyicist konumunda olan Anopheles
maculipennis tur kompleksinin molekiiler olarak tespit edilmesi hedeflenmistir. Bu amagla
Sinop ilinden Giircistan smirina kadar 27 noktadan ornekleme yapilmistir.  Anopheles
maculipennis tir kompleksi iiyelerinin belirlenmesi amaciyla rDNA’da bulunan 1TS2 bolgesi
farkliliklarina dayanan yonteme gore degerlendirme yapilmistir. Yapilan Polimeraz Zincir
Reaksiyonu sonucunda érnekleme yapilan 26 bolgede Anopheles maculipennis s.s. tlriinin var
oldugu belirlenmistir. Bu orneklerin DNA dizi analizi sonucunda elde edilen diziler
karsilastirildiginda 6rneklerin genbank HQ878024 numarali 6rnekle yiliksek oranda oOrtiistiigii
gozlenmistir. Dizilenen bolge asir1 politomik bulunmus ve tiir i¢i en yliksek baz farklilik

degerinin %0,03 (Artvin Borgka Giiresen) oldugu goriilmiistiir.

2016, 42 sayfa
Anahtar Kelimeler: Orta ve Dogu Karadeniz, Anopheles maculipennis tir kompleksi,
molekdiler tiir teshisi, ITS2



ABSTRACT

IDENTIFICATION OF THE Anopheles SPECIES and MOLECULAR
IDENTIFICATION OF THE Anopheles maculipenniscomplex SPECIES IN THE
MIDDLE and EASTERN BLACKSEA REGION

Elif OZTURK

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

The aim of this thesis to determine the species of Anopheles that take place in the Middle and
Eastern Black Sea Region and identify the species of Anopheles maculipennis species complex
molecularly which is in the vector position of malaria and various arboviruses. For this reason,
the sampling has been done in 27 certain point from the city of Sinop to Georgia. Evaluating has
been done according to method of differences of ITS2 rDNA region. As a result of polymerase
chain reaction, it is identified that the species of Anopheles maculipennis s.s. is in existence in
the 26 certain point where the sampling is done. It is observed that the samples coincide with
the sample of genbank HQ878024 after the comparing the obtained sequence results. It is found
out that the sequencing region is so polytomic and the rate of base differences in the species is
%0,03 (Artvin Borgka Giiresen).

2016, 42 Pages
Keywords: Middle and Eastern Blacksea, Anopheles maculipennis complex, Molecular
Identification of Species, ITS2
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SEMBOLLER ve KISALTMALAR DiZiNi
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An. Anopheles
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Diinya genelinde ¢ok cesitli kontrol ¢alismalar1 ve basarilari olmasina ragmen
gunimuizde Arthropod (Eklembacaklilar) vektorler araciligi ile tasinan parazit
hastaliklar1 nedeni ile her yil milyonlarca insan enfekte olup hayatin1 kaybetmektedir
(WHO, 1995). Hem diinyada hem de iilkemizde ¢ok sayida 6liime neden olan en 6nemli
vektorlerden biri olan sivrisinekler canlilar aleminin en buylik grubu olan
Arthropoda’nin Insecta (bdcekler) sinifinda yer almaktadir. Bu sivrisineklerin disileri
hayatta kalma ve iireme amaci ile amfibiler, siirlingenler, kuslar ve memeliler gibi
canlilart da i¢ine alan ¢ok genis canli gruplarindan kan emebilir (WHO, 2004). Kan
emmeleri sirasinda pek cok hastalik etkenini tasimalart nedeni ile insan gruplarini
etkileyerek ciddi saglik problemlerine hatta Oliimlere bile neden olmaktadir.
Sivrisineklerin bilinen 4000’¢ yakin tiiriinden 200 kadarinin vektorlik potansiyeline
sahip olup Sitma, Bati Nil hummasi, Sarthumma, Rift Vadisi atesi, St. Louis ensefaliti,
Japon ensefaliti, Dengue hummasi ve Filariasis gibi hastaliklarinin vektorligiini yaptigi
bilinmektedir (Gratz, 1999; Reinert, 2001; Becker, 2003; Takken ve Knols, 2007).
Sivrisinekler yiksek bir biyolojik potansiyele sahiptir. Bu biyolojik potansiyellerini
saglayan etmenler; hizl1 iiremeleri, hizli ugma kabiliyetleri, ergin ve larva doneminde

farkli habitatlarda bulunup larva evresinde genis bir hosgoriiye sahip olmalaridir.

Tirkiye’nin sitma ile miicadelesi 1930’lara dayanirken 1950'lerde yiiriitiilen
program neticesinde pek cok bolgede sitma sorun olmaktan ¢ikmig, Diinya Saglik
Orgiitii raporlarina gore ise sitma bulasmasina rastlanmadigi belirtilmistir (WHO,
2011). Miicadelenin gevsetildigi donemlerde vaka sayilari (1970 sonrast ve 1990
sonrasi yillar) tekrardan 100000 ve iizeri rakamlara ulasmasina ragmen, 2010 yilinda
otonom vaka kaydi gozlenmeyen {iilkemizde daha sonraki donemde ise sadece bir
bélgede otonom vakalar (Mardin) gozlenmis, diger vakalar ise transport sitma seklinde
kayda girmistir. Son yillarda hepsi yurtdis1 kaynakli 300’ gegmeyen vaka sayilar ile
sitma elimine edilmis goziikmektedir. Ancak 2013 yilinda gozlenen yurt dis1 kdkenli
285 vakadan 3 tanesinde 6liim meydana gelmistir (WHO, 2014).



Sitma Onemini hala korumaya devam ederken, Afrika ya da Asya kitalarindan
koken alan arbovirlis enfeksiyonlar1 dnce Avrupa, Amerika gibi kitalarda gézlenmeye
baslanmis (Danis vd., 2011), 2010 ve 2011 yillarinda ise iilkemizde Bat1 Nil viriisiiniin

neden oldugu vakalara rastlanmistir (Kalaycioglu vd., 2012).

Halihazirda 6nemini koruyan sitma ve son donemlerde rastlanan ¢esitli arboviral
enfeksiyonlar, hem iilkemizin cografi konumu hem de turizm ve ticari faaliyetlerden
kaynaklanan hareketliliginden dolay1, yeni vektor sivrisinek tiirlerinin ve patojen
organizmalarin (6zellikle de arboviruslarin) {ilkemize girmeye devam edecegini
gostermektedir. Ayrica son donemde cografyamizda yasanan i¢ karigiklar nedeni ile
tilkemize go¢men akiminin artmast da diger bir risk faktoriinii olusturmaktadir. Tklim
degisikliklerinden dolayr hem vektor sivrisineklerin hem de patojen organizmalarin
dagilimina bagl olarak riskli alanlarin sayisi ve ylizolglimii de artmaktadir. Uzun
yillardir birgok iilkede bilingsizce kullanilan insektisitlere karsi vektor sivrisineklerin ve
tedavi ilaglarina karst da patojen organizmalarin diren¢ kazanmast durumun daha ciddi

problemlere neden olabilecegini gdstermektedir.

Ulkemizde Anopheles (An.) maculipennis tiir kompleksi (van Thiel, 1927) ile
ilgili yiiriitiilen ¢alismalar genellikle miicadele temelli olup ne sistematik anlamdaki
durumlar1 ne de zoocografik dagilim temelinde yayilim alanlar1 ve kesin vektor tiirlerin
tespitini igermemektedir. Cesitli araglarla yiiriitiilen mucadele sadece vektorlerin
sayisinin - azalmasm  sagladigindan hastaliklarin - epidemiyolojisini  anlamada ve
yayiliminin Onlenmesinde etkili olmamaktadir. Sivrisinek tiirlerinin sistematik
konumlarinin, zoocografik ve biyo-ekolojik ozelliklerinin belirlenmesi, mucadelede
anahtar konumda olan tiir teshisleri ve etkili miicadele gelistirilmesi agisindan 6nemlidir

(Beebe ve Cooper, 2000).

Hem iilkemizde hem de Palearktik cografyada An. maculipennis tur kompleksi
icin yapilan molekiiler ¢alismalar icerisinde 1999 yilindan beri yaygin olarak kullanilan
belirtecler rDNA’da bulunan ITS2 gen bdlgesi ve mtDNA (zerinde bulunan COI
bolgeleridir. Bu gen dizileri ile Anopheles maculipennis tir kompleksi igerisinde yer
alan tiirlerin kendi iglerinde ve tiirler arasinda birbirlerine olan genetik uzakliklarinin

belirlenmesi ¢alismalarinda etkin sonuglar vermektedir (Porter ve Collins, 1991).



Yukarida deginilen durumlar da gbéz Oniine alindiginda bu tez g¢aligmasinin
amaci; lilkemizin 6nemli kavsak noktalarindan biri olan ve Karadeniz sahil hattinin
bliyiik boliimiinii olusturan Orta ve Dogu Karadeniz bolgesinde dagilim gosteren An.
maculipennis tir kompleksinin tanimlanmasi ve hangi tiirlerin alanda dagilim
gosterdiginin belirlenerek risk durumunu ortaya koyacak verilerin elde edilmesi olarak
belirlenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda klasik taksonomi yoluyla tanimlamalar
yapilamayan kompleks iiyelerinin molekiiler yontemlerle tanimlanmasi ve alandaki

dagilim profillerinin belirlenmesi hedeflenmistir.

1.2.  Sivrisinekler

Sivrisinekler tagidiklar: hastaliklar nedeniyle tiim diinyada entomoloji ¢aligmalarinin
merkezinde yer almaktadir. Diinya niifusunun yarisindan fazlasi sivrisinek kokenli
hastalik tehdidi altinda olup bunlardan en Onemlileri sitma, sarthumma, filariasis ve
ensefalitistir. Sivrisinekler yiiksek adaptasyon kabiliyetleri nedeniyle ¢ok basarili
organizmalar olarak kabul edilirler. Diinya iizerinde ekstrem iklim kosullarina sahip ¢6l
ve slirekli donmus alanlar hari¢ her alanda bulunabilirler. Larvalar1 gegici ve kalict su
topluluklari, asir1 kirlenmis sular, akict ve durgun sular, ¢ok kiiciik su birikintisi, hayvan
ayak izinde biriken su gibi pek cok alanda bulunabilir. Erginleri ise konak sec¢imi,
1sirma, go¢ Ozellikleri ve ilireme stratejileri gibi ¢ok cesitli Ozelliklere sahiptirler

(Akmer, 2009).

1.2.1. Sivrisineklerin Simiflandirilmalar:

Sivrisinekler, Diptera takiminin Nematocera alt takiminda yer alan Culicidae
familyasiin iiyeleri olup, giinlimiizde 113 cinse baghh 4000’e yakin tiir ile temsil

edilmektedirler (Harbach, 2007; Service, 2012).

En son veriler 151¢inda Culicidae familyas1 Anophelinae ve Culicinae olmak
tizere iki alt familyadan olusmaktadir (Harbach and Kitching 1998). Anophelinae,
Anopheles (Meigen, 1818) ve Chagasia (Lutz, 1904) cinslerinden, Culicinae ise Aedes
(Meigen, 1818), Aedeomyia (Theobald, 1901), Uranotaenia (Arribalzaga, 1891),
Toxorhynchites (Theobald, 1901), Culiseta (Felt, 1904), Culex (Linnaeus, 1758),



Mansonia (Blanchard, 1901), Coquillettidia (Dyar,1905), Orthopodomyia (Theobald,
1904), Ochlerotatus (Lynch Arribalzaga, 1891) ve diger bir ¢ok cinsten olugmaktadir
(Merdivenci, 1984; Harbach ve Kitching, 1998; Becker vd., 2003).

Heniiz kesinlestirilememis sonuglara ragmen son yapilan caligmalar 1s1ginda
tilkemizde 8 cinse ait 64 sivrisinek tiirii bulundugu belirtilmistir (Giinay, 2015). Diinya
genelinde 2004 yili itibariyle 444 tir ile tir komplekslerine ait heniiz
isimlendirilememis 40 tir0 iceren Anopheles cinsi Ulkemizde 10 tir ile temsil
edilmektedir (Ramsdale vd., 2000; Simsek vd., 2011; Giinay, 2015).

1.2.2. Sivrisineklerin Saghk A¢isindan Onemi

Kan emme davraniglart1 ve bu davramislar1 sonucunda tasidiklar1 hastaliklar
nedeniyle sivrisinekler, kan emen bdcekler arasinda saglik ve ekonomik yonden en

onemli yeri isgal ederler (Sahin, 1984).

Gilinlimiizde bilinen 182 arboviriis (eklembacaklilar araciligi ile bulastirilan
viriisler) enfeksiyonundan 147’sine sivrisinekler vektorlik yapmaktadir (Ramsdale ve
Snow, 1995). insanlar ve diger omurgali hayvanlara sivrisinekler ile tasinan en énemli
virsler Togaviridae, Flaviviridae ve Bunyaviridae olmak (zere l¢ familyada
bulunmaktadir. Sindbis viriis, Sarthumma viriisii, Dengue 1-4 virGsleri, Japon ensefalit
virlisi ve Bat1 Nil viriisii bu familyalarda bulunan ve ¢ok siklikla sorunlara neden olan
virlislerden bazilaridir. Dagilim agisindan bakildiginda kutup dairesi ve ¢0ller ile bir kag
ada hari¢ diinyanin her yerinde bulunabilen sivrisinekler, deniz seviyesinin 1250 metre
altindan 3500 metre yiikseklige kadar yayilim gosterebilirler (Service, 2012). Vektorel
O6neme sahip tirler Anopheles, Culex, Aedes, Ochlerotatus, Psorophora (Robineau-
Desvoidy, 1827), Mansonia, Haemagogus (Williston, 1896) ve Sabethes (Robineau-
Desvoidy, 1827) cinslerine dahil olan tirlerdir. Anopheles tiirleri sitma, Wuchereria
bancrofti (Cobbold, 1877), Brugia malayi (S.L. Brug, 1927) ve Brugia timori (Partono
et al. 1977) gibi filariasislerin ve bazi arboviriislerin vektoriidiirler (Service, 2012).
Aym zamanda Culex tiirleri c¢esitli arbovirus, Bati Nil viriisi ve Wuchereria
bancrofti’nin; Aedes ve Ochlerotatus tirleri Sarthumma, Dengue, Batt Nil Hummasina

ek olarak ¢ok dar ve kisitl bir alanda Wuchereria bancrofti ve Brugia malayi’nin



vektoru olabilmektedirler. Mansonia turleri Brugia malayi ve bazen Wuchereria
bancrofti ile bir ka¢ arbovirtisin, Haemagogus ve Sabethes tirleri ise Orta ve Glney
Amerika’da sarthumma ve birka¢ diger arboviriisiin vektoriidiir. Bu son iki cinsin
aksine Psorophora tiirleri Kuzey ve Gliney Amerika’da ¢esitli arboviriislerin vektori
konumundadir (Becker vd., 2003).

1.2.3. Anopheles Cinsi Sivrisineklerin Onemi

Anopheles cinsi sivrisinekler alacakaranlik ve gececil davranis sergilerler. Kan
emme ve yumurtlama aktiviteleri genellikle aksamiizeri, gece ya da sabah erken
saatlerde gergeklestirirler. Bazi tiirler eksofajik davranig gosterirken (An. albimanus;
Wiedemann,1820 ) bazilari ise endofajik davranis gosterir ve ev iginde sokma davranisi
gosterir (An. gambiae kompleks; Giles,1902). Pek ¢ok Anopheles ise turi ne eksofajik
ne endofajik ne eksofilik ne endofilik oOzellik gosterir ve genellikle bunlarin
karisimindan olusan ekstrem davranislar sergileyebilirler. Ayni sekilde bazi Anopheles
tiirleri yaygin olarak insan ya da hayvandan beslenmeyip genellikle iki konag1 birden
tercih ederler (Becker vd., 2003; Service, 2012). Anopheles cinsi sivrisineklerin en
biiyiikk 6nemi insanda sitmaya neden olan dort Plasmodium (Marchiafava ve Celli, 188)
5 tiirline kesin konaklik yapmalart ve sokma aktiviteleri ile sitma etmenini ara konak

olan insana bulastirmalaridir.

Avrupa, Kuzey Afrika ve Orta Dogu cografyasinda en 6nemli vektor tiirler An.
atroparvus (Van Thiel 1972), An. labranchiae (Falleroni, 1926), An. pharoensis (Giles,
1899), An sacharovi (Favre 1903), An. sergentii (Theobald 1907), An. stephensi (Liston
1901), An superpictus (Grassi 1899) olarak bilinmektedir. Bu tirlerden (¢ tanesi An.
maculipennis komplekse ait olup bunlar; An. atroparvus, An. labranchiae, An
sacharovi’dir. Bu ti¢ tiiriin haricinde An. messeae (Falleroni 1926) ve An. maculipennis
s.s.(Meigen,1818)’nun kiimes hayvanciliginin ve ¢iftlik hayvanciliginin ¢ok az yapildig
alanlarda ve yiiksek yogunlukta bulunmalart durumunda sitma bulastirilmasindan

sorumlu olabilecekleri belirtilmektedir (Becker vd., 2003).

Baz1 Anopheles tlrleri Wuchereria bancrofti, Brugia malayi ve Brugia

timori’nin tastyiciligini yapmaktadir. Ancak bu tiirler ilkemizde bulunmamaktadir. Bu



tirler arasinda An. arabiensis (Patton, 1905), An. funestus (Giles 1900), An. gambiae,
An. albimanus, An. sinensis (Wiedemann 1828), An. subpictus (Grassi, 1899) gibi
tropikal Amerika, Sahara Afrikasi ve Hindistan gibi iilkelerde dagilim gosteren tiirler
bulunmaktadir. Ayni sekilde Anopheles tiirlerinin 20 kadar arbovirusun tastyiciligini

yaptiklar da belirtilmektedir (Service, 2012).

1.2.4. Anopheles Cinsi Sivrisineklerin Biyolojik ve Ekolojik Ozellikleri

Genel olarak sivrisineklerin hayat dongleri yumurta, larva, pupa ve ergin olmak
tizere dort evreden olusur. Bu evrelerden ii¢ tanesini suda, ergin evresini ise karada

gegirirler (Merdivenci, 1984; Snow, 1990).

1.2.4.1. Yumurta Evresi

Yumurta gelisiminin saglanmasi i¢in kan emmeye gereksinim duyan Anopheles
tiirleri iklimsel degisikliklerden yiiksek oranda etkilenirler. iklimsel faktdrler, emilen
kanin sindirilmesi, yumurtanin gelistirilmesi, ovipozisyon siireleri iizerinde Onemli
etkilere sahiptir. Bir seferde 200-400 yumurta birakabilen Anopheles tiirleri kayik
seklinde olan yumurtalarin1 tek tek birakirlar ve yumurtalar su yilizeyinde kiimelenip
dantele benzer sekiller olusturabilirler. Yumurta ac¢ilimi tropikal iilkelerde en ge¢ 2-3
giinde gerceklesirken daha soguk alanlarda 2-3 haftay: alan siirelerde yumurta agilimi

olur ve bu siire tamamen sicakliga baghdir (Service, 2012).

1.2.4.2. Larva Evresi

Su yiizeyi ile yeterli oranda temas eden yumurtadan kosullarin uygunlguna gore
degisen siirelerde larvalar ¢ikar. Larva bas kisminda bulunan kesiciler yardimiyla
yumurtanin alt yiizeyini kesip ¢ikar (Merdivenci, 1984; Alten ve Caglar, 1998). Larva
evresi 3 gomlek degistirme ve 4 evreden olusur. Larvanin basinda ve viicudunda ¢ok
sayida alma¢ ve denge islevi goren seta bulunur. Larvalarin solunumunu saglayan
sifonlarmin bulunmayis1 nedeniyle su yiizeyine paralel durarak stigmalar yardimiyla
solunum yaparlar (Snow, 1990; Service, 2012). Bu 6zellikleri Anopheles cinsine ait

larvalar Culex ve Aedes cinsi sivrisineklerin larvalarindan kolayca ayirt edilmesine



yardimet olur. Larvalar hemen su yuzeyinden beslenirler ve besin partikullerinin filtre
edilmesi yoluyla beslenirler. Yosun, bakteri, protozoa, mantar sporlart genel
diyetlerinde yer alsa da, diger sivrisineklerin larvalarini ve gomlek degistirme esnasinda

attiklar1 gomlekleri besin olarak alabilirler (Service, 2012).

Larva doneminin siiresi su sicakligina, iklimsel kosullara, fiziko kimyasal
. 0
Ozelliklere, besine ve pH’ya bagimlilik gosterir. Ideal larva gelisim sicakligr 25 C

0 0 0
civarindadir ve 15 C’de 40-45 glinde, 25 C’de 15 giinde ve 30 C’de 12 giinde gelisim
gosterirler. Her cesit larval alanda bulunsalar da oksijeni bol, temiz ve s1g sularda bol

bulunurlar (Snow, 1990; Alten ve Caglar, 1998).
1.2.4.3. Pupa Evresi

Tum sivrisinek pupalar1 sucul olup virgiil seklindedir. Bas ve govde birleserek
cephalotorax seklini almigtir. Basi iizerinde solunum organi olarak gorev yapan bir ¢ift
boru bulunur (Respiratory trumpets). Karin (Abdomen) on segmentli olmasina karsin
sadece 8 tanesi goriilebilir. Pupa beslenmez ve sadece baskalasimin gegirildigi evredir.
Pupa evresi sicaklik kosuluna gore 2-3 guinden 9-12 giine kadar uzayabilir. Pupa dénemi

cephalotoraxin dorsal yiizeyinin pupal derinin yarilmas: ile ergin ¢ikisiyla son bulur.
1.2.4.4. Ergin Evresi

Pupadan ¢ikan ergin korunmasiz ve giiclii riizgarlardan etkilenebilir durumdadir.
Pupadan ¢ikistan belli bir siire sonra yumusak olan kutikula sertlesmeye baslar ve ergin
ucabilecek duruma gelir. Ergin erkekler eseysel olarak tam olgunluga bir iki giin
icerisinde ulasir ve genellikle bir kusaga ait erkek bireyler disi bireylerden Once
pupadan ¢ikarlar. Disiler ise pupadan cikar ¢ikmaz eseysel olgunluga ulastiklari i¢in
eslesme, beslenme ve yumurtlama ig¢in hazir durumdadirlar. Ergin erkekler kiimeler
seklinde ucus gergeklestirirler ve disi bireyler swarm olarak isimlendirilen bu kiimenin
icine girdiginde ciftlesme gerceklesir. Ciftlesme disi ve erkek ucarken yiiz yiize sekilde
gerceklesir. Eslesme yarim dakika kadar siirer ve spermatazoadan spermatekaya sperm

transferi ile biter. Disiler spermi depoladiktan sonra yeterli oranda sperm



bulundurduklari i¢in bir daha ¢iftlesmez. Bunun aksine erkekler birdefadan daha ¢ok
ciftlesme gerceklestirebilirler. Eslesme kiimesi olarak bilinen Swarmin zamani ve yeri
tiirden tiire degisiklik gosterir. Tim tilirler bu tip bir eslesmeye (Eurygamy) ihtiyag
duymayip c¢iftlesebilirler (Stenogamy). Eslesme davranisindan sonra disiler kan

emebilecegi konak aramaya baglar.

Koku, goriiniim ve sicaklik konagin saptanmasinda onemli uyaricilardir. Disiler
konak kokularini saptayabilmek i¢in pek ¢ok aliciya sahiptir. En 6nemli koku uyaricilari
karbon dioksit, laktik asit, octenol, aseton, butanone ve fenolik bilesiklerdir. Konagini
bulan ve onun {iizerine konan disi birey deriyi yoklayarak en uygun alani ve kilcal
damari bulup deriyi deldikten sonra kan emmeye baslar. Kanin pithtilasmasini dnlemek
icin bir s1v1 salgilar ve beslenmesinin sonuna kadar antikoagulant i¢eren bu s1vi salinimi
devam eder. Bu sivinin salinmasi konagin immun sisteminde reaksiyona neden oldugu
icin o bolgede yangi hissedilmeye baglar. Kan emme davranisi bittikten sonra disi
sivrisinek bunu sindirebilecek uygun alan bulur ve bu alanda bunu sindirirken ayni
zamanda yumurta iiretmeye baglar. Kan emme davranigini takip eden 2-4 giin icerisinde
sindirim tamamlanmis ve yumurta lretimi gerceklesmistir. Bu durumda olan disi
yumurtlayacaglt uygun alan bulmak iizere tekrardan acgik alana ¢ikar ve yumurtlama
aktivitesini gergeklestirerek dongiisiinii tamamlar. Ergin erkek bireyler ciftlesme
davranigindan kisa bir siire sonra oOliirken, disi bireyler bir ka¢ kez yumurtlama
gerceklestirebilir ve dmiir uzunluklar1 erkeklere gore yiiksektir. Ik yumurtlama islemini
takip eden siiregte disi tekrardan uygun konak aramaya baslar ve sorun bu asamadan
sonra baslar. Ilk konagindan potansiyel paraziti almis olan disi bunu ikinci ve iigiincii
kan emme davranisi esnasinda diger konaklarina bulastirarak hastalik etmeninin
yayillmasina yol acar. Sivrisinekler beslenme ve dinlenme aligkanliklarina gore
gruplandirilirlar. Eger igeride besleniyorsa endofajik, disarida besleniyorsa eksofajik
olarak isimlendirilir. Beslenmeden sonra eger igeride dinleniyorsa endofil, eger disarida
dinleniyorsa eksofil olarak isimlendirilir. Eger kustan besleniyorsa ornitofilik,
hayvanlardan besleniyorsa zoofilik, insandan besleniyorsa antropofilik olarak

isimlendirilirler.



1.3.  Anopheles maculipennis Tur Kompleksi

Ulkemizde tanimlanan Anopheles cinsine ait 10 tiirden {i¢ tanesi An.
maculipennis tir kompleksi icerisinde yer almakta olup, bu tiirler Tiirkiye’nin de
bulundugu Dogu Akdeniz havzasinda en énemli sitma vektorleri arasinda yer alan An.
sacharovi ve An. maculipennis s.s., ve An. melanoon (Hackett, 1934) olarak
belirtilmektedir (Simsek vd., 2011).

1.3.1. Anopheles maculipennis Tur Kompleksinin Saghik Onemi

Diinyada oldugu gibi iilkemizde de vektoriyel kokenli hastaliklar (6zellikle
sitma) tiim kontrol ¢aligmalarina ragmen onemli saglik sorunlarindan biridir. Her ne
kadar Avrupa kitasinda sitma hastaligi 20. Yiizyil ortalarina kadar rastlanan endemik
durumdan ¢iksa da halen dis kaynakli sitma vakalar1 goriillmektedir (Becker vd., 2003).
Sivrisineklerin vektorliikkleriyle olusturduklart tehdidin en dnemli kismi ise Anopheles
cinsine bagl 6zellikle iilkemizde de yer alan An. sacharovi, An. maculipennis s.s. ve An.
melanoon gibi bazi1 sivrisinek tiirlerinin bazi Plasmodium tiirlerine vektorliik
yapmalariyla ortaya ¢ikmaktadir (Martens ve Hall, 2000). Ulkemizde ise, vaka sayilari
geemis yillara gore ¢ok azalmis olmakla birlikte, o6zellikle en Onemli sitma
vektdrlerinden biri olan An. sacharovi’nin genis bir dagilima sahip oldugu Giineydogu

Anadolu Bolgesi’nde endemizim devam etmektedir.

Tiirkiye'de Bati Nil Viriisiiniin varlig1 bilinmesine karsin ilk olarak 2010 yilinda
tanimlanmig, hastalik neticesinde 11 vatandasimizin Gliimiine neden oldugu
belirtilmistir (Kire¢ei vd., 2011; Tapisiz vd., 2011). Bat1 Nil Ensefaliti etkeninin
Avrupa'da Culex, Aedes, Anopheles ve Mansonia cinsi sivrisineklerde Dermacentor
marginatus (Sulzer, 1776) ve Ixodes ricinus (Linnaeus, 1758) tiru kenelerde bulundugu
tespit edilmistir (WHO, 2004).

Ulkemizde bircogu vektdrel hastaliklara kaynaklik eden bu komplekslere ait
tirleri ve dagilimlarimi bilmedigimiz siirece hem kontrol hem de miicadele

calismalarindan yeterli verim alinamayacaktir. Clinkii bu tiirler simpatrik tlrler olsalar



da, beslenme davranislari, sitma parazitlerine kars1 duyarliliklar1 ve buna bagli olarak da

vektor kapasiteleri oldukga farklilik gostermektedir (Jetten ve Takken, 1994).

1.3.2. Anopheles maculipennis Tur Kompleksinin Sistematigi

An. maculipennis tir kompleksi, Culicidae familyasinin Anophelinae alt
familyasinin i¢inde yer alan Anopheles cinsinde bulunmaktadir. Ilk olarak 1927 yilinda
van Thiel tarafindan tanimlanan ilk sivrisinek tir kompleksidir. Dinya genelinde 16
tdrd bulunan kompleksin 5 Uyesi Nearktik’de (An. aztecus Hoffmann, 1936; An. earlei
Vargas, 1943; An. freeborni Aitken, 1939; An. hermsi Barr ve Guptavanij, 1989; An.
occidentalis Dyar ve Knap, 1906) ve diger 11 tanesi de Palearktik’de (An. artemievi
Gordeev, Zvantsov, Goryacheva, Shaikevich ve Yezhov, 2005; An. atroparvus; An.
beklemishevi Stegnii ve Kabanova, 1976; An. daciae Linton, Nicolescu ve Harbach,
2004; An. labranchiae; An. maculipennis s.s.; An. martinius Shingarev, 1926; An.
melanoon; An. messeae; An. persiensis Linton, Sedaghat & Harbach, 2003 ve An.

sacharovi) yer almaktadir (Kampen, 2005; Linton vd., 2007).

An. maculipennis tir kompleksinin kendi igerisinde gosterdigi farkliliklar
(0zellikle yumurta, larva, pupa ve ergin morfolojileri ile biyolojik, ekolojik ve
davranigsal) smniflandirma birimlerinde daha farkli kavramlarin da (populasyon, irk,
varyasyon, alt tur vb.) kullanilmaya baglanmasini gerekli kilmistir (Hackett ve
Lewis,1935; Hackett, 1937; Bates, 1940).

Hizla gelisen teknikler ve ¢alismalar sonucunda tespit edilen farkli 6zelliklerin
ayni ve farkli zoocografik bolgelerde asir1 polimorfik olmasi pek c¢ok sorunu
beraberinde getirmis ve arastirmacilarin farkli karakterleri kullanmaya baglamasi yeni

yontemlerin ortaya ¢ikisina yol agmustir.

Yumurta morfolojisindeki farkliliklar (Falleroni, 1926; Corradetti, 1934;),
melezleme deneyleri (De Buck vd., 1934), ekolojik arastirmalar (Hackett ve Missiroli,
1935), larva, pupa ya da ergin morfolojisine ait karakterler (Diemer, 1935; Bates, 1939;
Boccolini vd., 1986; Suzzoni-Blatger vd., 1990) ve DNA Kkarsilastirmalar1 (Frizzi,
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1952,1953; White, 1978) sistematik problemlerin ¢6ziimiinde uzun yillar kullanilmis ve

ayrimda yardimc1 olmustur.

Ancak bu yontemlerin giiniimiizde yeterli olmadigi ve alt tiir olarak verilen
tiirlerin aslinda yeni tiirler oldugu yeni yontemlerle ortaya ¢ikmistir. Giiniimiizde yaygin
bir kullanim alanina sahip molekiler sistematik yontemlerin sisvrisineklerin
siniflandirilmasinda da kullanilmaya baslanmasi ile klasik yontemler (allozimler,
politen kromozom yapilari, yumurta morfolojisi vb.) artik sadece molekiiler ayrim

sonucunda kismi anlamda destekleyici yontemler olarak kullanilmaktadir (Sevgili,
2009).

1.3.3. Anopheles maculipennis Tir Kompleksi Uzerine Klasik Sistematik

Yontemler Kullanilarak Yapilan Cahsmalar

Sivrisineklerin sistematigi ¢aligmalar1 1920°li yillardan itibaren uzun bir siire
daha ¢ok yumurta, larva ve erginlerin morfolojik farkliliklarina dayanarak yapilmistir.
1927 yilinda Van Theil’in An. maculipennis tir kompleksini tanimlamasindan sonra
yumurta morfolojisi temeline dayanan farkliliklar hibritleme ¢aligmalari, politen
kromozomlardaki farkliliklar temeline dayanan ayrimlar yapilmistir. Ancak bu
yontemlerin her biri varyasyon diizeylerinin yiiksek olmasi ve tamimlamada

barindirdiklari pek ¢ok sikinti nedeniyle giiniimiizde kullanilamaz duruma gelmistir.

1.3.4. Molekiler Yontemler Sonrasi Sistematik Arastirmalar

Molekiiler yontemlerin arastirmalarda kullanilmaya baglanmasi ile bodcekler
lizerinde sistematik ¢alismalar artirilmistir. Ozellikle 1990’11 yillarda PZR (Polimeraz
Zincir Reaksiyonu) tekniklerinin gelismesi ve farkli DNA bdlgelerinin taksonlarda
farklilik gostermesi bu yontemin 6nem kazanmasina neden olmustur (Kumar ve Rai,
1993; Hwang ve Kim, 1999). Ornegin DNA (izerinde bulunan ACE2 (Asetilkolinesteraz
2) bolgesi Culex turleri icin ITS (Internal transcribed spacer) ve COI (Sitokrom Oksidaz
I geni) bolgelerinin hem Culex hem Anopheles tirleri igin ve tir komplekslerinde
bulunan benzer tiirler igin kullanilabilir alanlar icermektedir (Dehghan vd., 2013).
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En 6nemli vektor tiirleri iginde barindiran An. maculipennis tir kompleksinin
hem Nearktik Bolge tirlerine (Porter ve Collins, 1991) hem de Palearktik Bdlge
tirlerine (Marinucci vd., 1999) yonelik molekiler sistematik arastirmalar 1990’1
yillardan itibaren hizlanmistir. Palearktikte Marinucci ve arkadaslar1 komplekse ait 7
tlrd (An. atroparvus, An. labranchiae, An. maculipennis, An. messeae, An. melanoon,
An. sacharovi ve An. martinius) (Marinucci vd., 1999) ve Proft ve arkadaslari
komplekse ait 6 tar (An. atroparvus, An. labranchiae, An. maculipennis, An. messeae,
An. melanoon ve An. sacharovi) ITS2 gen bolgesini kullanarak filogenetik iliskilerini
ortaya koymuslardir (Proft vd., 1999). ITS2’nin yaninda mtDNA’da bulunan COI
bolgesi de kompleks tiirlerin ayriminda kullanilmigtir (Linton vd., 2001).

Yeni molekiiler teknikler An. maculipennis tir kompleksinin sistematigine
yonelik kompleks igerisinde onemli sistematik degisikliklere neden olmustur. Daha
onceleri yumurta morfolojisine gére tanimlanmig olan An. subalpinus tirl ITS2 dizileri
bakimindan An. melanoon ile karsilastirildiginda, diziler arasindaki farkin sadece %
0,46 oldugu belirlenmis ve buna bagl olarak da An. subalpinus olarak tanimlanan tiiriin
An. melanoon tiiriniin sinonimi olduguna karar verilmistir (Linton vd., 2002). 2003
yilinda Boccolini ve arkadaslarinin ITS2 disinda COI dizi analizi ile yaptigi ¢aligmalarla
bu sonug desteklenmistir (Boccolini vd., 2003).

An. beklemishevi ile yapilan ilk molekiiler ¢aligmalarla Palearktik cografyada yer
alan bu tiiriin, Nearktik Bolge’deki tiirlere daha yakin oldugu goriilmiistiir (Gordeev vd.,
2004; Kampen, 2005).

Yeni ¢alismalar ile birlikte An. maculipennis tir kompleksi igerisinde tg¢ yeni tlr

de molekiiler olarak tanimlanmistir; An. persiensis, An. daciae, An. artemievi.

1.3.5. Anopheles maculipennis Tiir Kompleksinin Ulkemizdeki Durumu

Parrish ilk olarak 1959 yilinda yaptig1 caligmasinda iilkemizde genis bir alana
yayilan, An. maculipennis tir kompleksine ait An. maculipennis s.s., An. maculipennis
melanoon ve An. maculipennis messeae olarak bir tir, iki de alttiirin varligin

belirtmistir.
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1970 yilinda Postiglione ve arkadaslari iilkemizde An.. maculipennis s.s., An.
messeae, An. melanoon ve An. subalpinus (Hackett ve Lewis, 1935)’un iilkemizde

bulundugunu bildirmistir (Postiglione vd., 1970).

1973 yilinda yaptig1 calisma sonucunda da Postiglione ve arkadaslar Tiirkiye’de
kaydi daha Once bilinen An. messeae ve An. melanoon tiirlerinin hatali oldugunu
bildirmis ve daha once An. elutus (Martini,1930) olarak anilan An. sacharovi’nin
varligin1 desteklemistir. Tiirkiye nin 6zellikle Kuzey, Kuzeybati, Orta ve Dogu Anadolu
bolgeleri olmak uUzere An. maculipennis s.s. tiirli yaygin olarak bulunmakta, An.
sacharovi ise karakteristik olarak Goller Bolgesi ve Orta Anadolu’nun giineyleri ve
Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde yayilis gostermektedir. An. subalpinus’un da An.
melanoon’un alt tiirii olarak Goller Bolgesi, Marmara ve Orta Karadeniz bolgesinde
sinirli alanlarda bulundugu belirtilmistir. Ergin disi, larva ve yumurta morfolojilerinin
kullanildig1 bu sistematik ¢alismada komplekse ait taksonlardan An. melanon ve An.

subalpinus tiirleri i¢in heniiz bir ¢6ziim bulunamamistir (Postiglione vd., 1973).

Ulkemizde de, Anopheles cinsine ait bir cok kompleks ve tiiriin sistematik
konumunun ve tiirlerin cografik dagilimlarinin belirlenebilmesi i¢in ITS2 bdlgesi
2010’lu yillarda kullanilmaya baslanmistir (Akiner ve Caglar, 2010; Simsek vd., 2011;
Oter ve Tiizer, 2014). Calismalarda tanimlanan tiirler iilkemiz i¢in sadece 3 tiiriin
varligin1 gostermis ve bunlar An. maculipennis s.s., An. sacharovi ve An melanoon
olarak betimlenmistir. 2015 yilinda hazirlanan bir doktora tez ¢alismasinda ise COI

bolgesi kullanilarak An. messae tiiriiniin varlig1 da bir noktada saptanmistir (Giinay,
2015).

1.3.6. Anopheles maculipennis Tur Kompleksinin Biyolojik Ve Ekolojik
Ozellikleri

An. artemievi: An. artemievi daglik alanlarin algak bolgelerinde yer alir. Durgun

su birikintilerini, batakliklar1 veya c¢akilli derelerin iyi 1sinan yataklarini yumurta

birakmak igin tercih eder (WHO, 2008).
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An. atroparvus: Vejetasyonu diisiik mineralli sulara ve kismen ac1 soguk sulara
yumurta birakir. Akiskan ve temiz sularda bulunur. Ortam uygunlugu durumunda An.
messeae ve An. maculipennis s.s tiirlerinden daha hizli aktiflesir (Hackett ve Missiroli,
1935; Cambournac vd., 1938). Zoofil egilimli olsa da popililasyon seviyesi arttikca
Onemli parazit tastyicilarindan biri olabilir. Riga (Letonya)-Astrakhan (Rusya) hattinin

batisinda yayilis alanina sahiptir (WHO, 2005).

An. beklemishevi: Daha ¢ok soguk iklimi seven ve 60° Kuzey enleminin giiney
siirinda tayga ormanlari ve yiiksek ovalarda dagilim gosteren bir tiirdiir (Ramsdale ve
Snow, 2000).Yumurtalarin1 durgun ve soguk sulara birakir. Zooantropofil egilimli olup

insan saglig1 agisindan 6nemli bir yere sahiptir (White, 1978).

An. labranchiae: Yumurtalarini tuzlu sulara birakabilirler. Diyapoz da olsalar
bile hava sicakligr yiikseldiginde kisin da yumurta birakabilmektedir (Ketle ve
Sellick,1947).

An. maculipenis s.s: Soguk iklime adaptasyonundan dolayr komplekse ismini
veren tlirdiir. 0 metreden 2300 m’ye kadar cikabilirler (Postiglione vd.,1973). Soguk
iklime uyumlarinda; kisin yag kiitle artis1i, diyapoz, diisiik sicakliklarda daha hizli
yumurta birakabilmesi karakteristiktir (Kettle ve Sellick, 1947). Hafif akintili oksijence
zengin sulara yumurta birakirlar (Hackett ve Missiroli, 1935; White, 1978).

An. melanoon: Kislama davranigi sicak uygun alanlarda olan bu tiiriin bireyleri
kisin da kan emebilir. Zoofilik olsalar da 6nemli vektor tlrlerden biridir (WHO, 1988).
Bitki ortiisii bakimimdan zengin, asir1 sulak ya da giines alan bataklik ve piring

tarlalari1 yumurtlama alani olarak segerler (Bates ve Hackett, 1939).

An. messeae: Avrupa’daki en 6nemli vektor olarak bilinen An. messeae oOzellikle
Kuzey Avrupa’da daha yogun olarak bulunur (WHO, 1988). Yumurtlama i¢in daha ¢ok

durgun ve soguk sulari tercih eder.

An. martinius: Ergin halde sicak yerleri tercih ederler. Larvalariin tuzluluk

tolerans1 yliksektir. Zooantropofil egilimlidir, ancak daha ¢ok insani tercih eder.
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Yumurtalarini vejetasyonlu durgun sulara birakir. Eylil-Subat aylarin1 diyapozda gegirir
(Becker vd., 2003). 46° Kuzey enlemini alt smir alacak sekilde Tiirkmenistan,

Ozbekistan ve Kazakistan’da dagilir.

An. sacharovi: Ureme alanlar1 An. labranchiae’ye benzer. Larvalarin tuzluluk
toleransi yiiksektir. Vejetasyonca zengin, giines alan, durgun sulari tercih eder. Endofil

egilimli olup daha ¢ok evleri tercih ederler. Bu nedenle vektorel anlamda 6nemlidir

(Postiglione vd., 1973).

An. persiensis: Kompleks igerisinde tanimlanan en yeni tiirlerden biridir. Daha
cok kiy1 bolgeleri tercih ederler. Yumurta morfolojisi An. melanoon’a benzemektedir
(WHO, 2008). Biyo-ekolojik o6zellikleri konusunda heniiz  yeterli  bilgi

bulunmamaktadir.

An. daciae: An. messeae ile molekiiler agidan yakinliklar1 yiiksektir. Hatta tiir
konumu ile ilgili tartismalar devam etmektedir (Nicolescu vd., 2004; Bezzhonova ve
Goryocheva, 2008; WHO, 2008).

Avrupa’da An. atroparvus, An. labranchiae ve An. sacharovi en etkin vektor
tarler iken, Rusya ve Ukrayna icin de An. messeae potansiyel bir vektdrdir (Linton vd.,
2007). Ulkemizde ise en 6nemli vektor An. superpictus ve An. claviger (Meigen, 1804)
olarak tespit edilmis ancak yaz aylarinda 6zellikle An. sacharovi’nin en etkin sitma

vektori oldugu bildirilmistir. (Simsek, 2005; Djadid vd., 2007; WHO, 2008).
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1.  Alan Cahsmalar:

2.1.1. Yumurta, Larva Ve Pupa Orneklerinin Toplanmasi

Yumurta, larva ve pupa Ornekleri Orta ve Dogu Karadeniz bdlgelerindeki
sivrisineklerin yumurta birakabilecekleri gol, golet, akarsu, dere, bataklik, kuyu ve
havuz gibi dogal ve yapay alanlar taranarak klasik kepce yontemi kullanilarak 6rnekler
alinmistir. Bu alanlardan toplanan 6rneklerin her biri ayr1 kaplara alinarak toplandigi
alan ve Ornegin alindig1 tarih belirtilerek etiketleme yapilmistir. Larva ve pupa
orneklemeleri 27 noktadan gerceklestirilmis olup Orneklem noktalart Batida Sinop

Cirnik’tan Doguda Artvin Borgcka Giliresen’e kadar gerceklestirilmistir.

2.1.2. Ergin Orneklerinin Toplanmasi

Erginlerin toplanmasinda agiz aspiratorii ve 11k tuzagi tercih edilmis, 6rnekler
biiylikbag hayvan ahirlarindan agiz aspiratorii yardimi ile toplanmistir. Isik tuzag
kullanilan alanlarda ise tuzaklar giin batimindan giin dogumuna kadar olan siirede
calistirllarak orneklem yapilmistir. Isik tuzaklari ahir i¢i ve ev Onii olmak iizere iki
farkli noktada kurulup 6rneklem yapilmistir. Ergin 6rneklemeleri larva 6rneklemelerine
paralel yapilmis olup sadece 9 noktadan ergin Ornegi toplanabilmistir. (Corum-
Osmancik-Durucasu, Corum-Lagin-Gokgozler, Ordu-Unye, Trabzon-Carsibasi, Rize-

Merkez Isik Tuzagi, Rize-Cayeli-Limankdy, Artvin-Arhavi, Artvin-Kemalpasa)

2.2.  Sivrisinek Orneklemesi ve Orneklerin Laboratuvara Getirilmesi

Larva ornekleri bulunduklar1 sudan da bir miktar alinarak hava alabilecekleri
sekilde plastik kaplar igerisine konulmus, ergin sivrisineklerin ise bir kismi1 canli olarak
bir kism1 da 6ldiiriiliip uygun kosullarda saklanarak Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Vektor Ekolojisi ve Kontrol Laboratuvarina getirilmistir. Toplanan larva Ornekleri

laboratuvarda erginlesmeleri saglanana kadar gerekli besin destegi ve uygun ortamda
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tutulmustur. Erginlesen 6rnekler ise An. maculipennis tir kompleksi iiyesi ya da diger

tiirler olarak ayrilmistir.

2.3. Laboratuvar Calismalar:

2.3.1. Klasik Sistematik Yontemlerle Tiir Teshislerinin Yapilmasi

Toplanan oOrneklerin tiir teshisleri Glick, 1992 ve Schaffner vd., 2001’in

anahtarlari kullanilarak yapilmistir.

2.3.2. Anopheles maculipennis Tir Kompleksi Orneklerinden DNA izolasyonu

DNA izolasyonu yapilirken 6rnekler saklanma kosuluna gore alinarak ya direkt
eppendorflara ya da alkol iginde muhafaza edilen 6rnekler kurutma kagidi tizerine alinip
alkoliin ugmasi beklendikten sonra tekrar eppendorf tiiplere alinmistir. Eppendorfa
alinan 6rneklerin tizerine 100 mikrolitre homojenizasyon tamponu ve 25 mikrolitre liziz
tamponu eklenip Ornekler kontes pellet pestle motor ® yardimi ile ezilmistir. Ezilen
ornekler 65 °C’de yarim saat inkiibe edilmistir. 30 dakikanin ardindan 17 mikrolitre
potasyum asetat eklenen ornekler buz lizerinde yarim saat inkiibasyona tabi tutulmustur.
Yarim saat sonunda ornekler 15000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Olusan
supernatant yeni eppendorflara alinarak 400 mikrolitre %96’lik alkol eklenmis alt st
islemi yapildiktan sonra 15 dakika 15000 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifij
isleminden sonra eppendorflardaki sivilar bosaltilip iizerlerine 250 mikrolitre %70°lik
alkol eklenmis ve 5 dakika 15000 rpm’de yeniden santrifiij islemine tabi tutulmustur.
Santrifiij isleminden sonra eppendorflardaki alkol bosaltilip igerisinde kalan alkoliinde
ugmasi saglanmak amactyla 37 °C 1sitic1 tabla iizerinde bekletilmistir. Alkol tamamen
uctuktan sonra 85 mikrolitre TE c¢ozeltisi (pH 8) eklenip izole edilen DNA’nin
¢oziilmesi saglanmustir. Son olarak 1 mikrolitre RNAz eklenip 37 °C 1sitic1 plakada 15
dakika inkiibe edilip uygun kosullarda saklanmak iizere 4 °C’de muhafaza altina
alimmistir. DNA izole edilip edilmediginin kontrol edilmesi amaciyla % 0,8’lik Agaroz
jel dokiilerek 100 voltta 15 dakika yiiriitiilerek UV transilluminatérde DNA varlig: teyit

edilmistir.
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2.3.3. Anopheles maculipennis Tiir Kompleksinin Molekiiler Olarak Teshis
Edilmesi

Palearktikte dagilim gosteren An. maculipennis tir kompleksinin ayriminda en
genel yontem olan ITS2 sekanslarindaki farkliliklar temeline dayanan yontem
kullanilarak teshisler gerceklestirilmigtir. ITS2 sekanslarindaki farklilik temeline
dayanan ayrim yontemi i¢in Proft vd., 1999 ana referans olarak alinmis ve Akiner ve
Caglar, 2010°da belirttikleri protokol uygulanarak gergeklestirilmistir. Molekiiler olarak
tiirlerin ayrilmasi i¢in yapilan PZR protokoliinde kullanilan ve iki kaynakta da belirtilen
6 ikiz An. maculipennis kompleks tiiriiniin ayrimi i¢in 1 genel (ileri) ve 6 tiire 6zgi

(geri) primer kullanilmgtir.

Primerler
Ileri primer olarak 5.8S tDNA (5’-TGT GAA CTG CAG GAC ACA TG-3’)

Geri primerler olarak

An. maculipennis s.s (5’- TAT TTG AGG CCC ATG GGC TA-3’),

An. atroparvus (5’-CGT TTG GCT TGG GTT ATG A-3),

An. messae (5’-GAC GCC TCA CGA TGA CCT T-37),

An. melanoon (5’-TGC AAG TTG AAA CCT GGG GC-3),

An. labranchiae (5>-GTATCT CTG CTG CTA TGG TC-3"),

An. sacharovi (5’-CAA GAG ATG GAT GTT TTA CG-3’) primerleri kullanilmustir.

PZR, 25 pl hacimde her bir bireyden elde edilen DNA ve dizisi verilen 7
primerden 10’ar pmol kullanilarak gerceklestirilmistir (PZR karisimi, 13.4 pl steril
distile su, 2.5 pl 10x tampon, 1 pl 25 mM dNTP, 1 pl 50 mM MgClz ve 0.1 pl (5U/ml)
Taq DNA polimeraz kullanilarak hazirlanmigtir. Amplifikasyon islemi Biorad T100 ®
kullanilarak gerceklestirilmis olup PZR, 39 déngii boyunca 94 °C’de 30 saniye (sn)
denatiirasyon, 55 °C’de 30 sn. primer baglanmasi, 72 °C’de 30 sn. uzama kosulunda
gerceklestirilmistir. Elde edilen PZR iiriinii %2°lik agaroz jel i¢inde 100 volt’da yarim
saat siire ile ylriitiilmustiir. Tiirler yiiriitme isleminden sonra bant biiyiikliiklerine gore

siniflandirilmistir. Yiiriitme esnasinda 100 baz ciftlik belirte¢ kullanilmustir.

18



Tdrlerin bilinen bant buyuklukleri ise;
An. maculipennis s.s. 410 baz ¢ift,
An. atroparvus 117 baz cift,
An. messae 305 baz cift,
An. melanoon 224 baz cift,
An. labranchiae 374 baz ¢ift,
An sacharovi 180 baz cift (Proft vd., 1999).

2.3.4. PZR Sonucunda Elde Edilen Orneklerin DNA Dizi Analizlerinin Yapilmasi

Elde edilmis olan PZR firiinleri gerekli kosullarda muhafaza edilmis ve dizileme
asamasi i¢in hazirlanmistir. Dizilenecek ornekler ayrildiktan sonra 6rnekler Macrogen
Inc. firmasma gonderilmis ve ham diziler elde edilmistir. PZR ile ¢ogaltilan bolgelere
ait kromatogramlarin hizalanmasi sonucu elde edilen DNA dizileri hizalama yapildiktan
sonra karsilagtinlmistir. Gruplar arasi uzakliklar hesaplanarak, filogenetik agaglari

¢izilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Alan Cahsmasinda Elde Edilen Bulgular

Arazi gozlemleri sirasinda 27 noktadan 6rneklem gerceklestirilmis ve 6rneklem
neticesinde gozlenen ve klasik taksonomi yontemleri ile yapilan teshislere gore elde
edilen sonuglar Tablo 1°de verilmistir. Alanda An. maculipennis tiur kompleksi
uyelerinin haricinde Culex pipiens (Linnaeus, 1758) tur kompleksi tyelerine de

rastlanmistir.

Tablo 1. Orneklem noktalar1 ve noktalara gore tespit edilen Anopheles tirleri veya
kompleks tirleri

Bolge Koordinat Kuzey Koordinat Dogu Yiikseklik Tiir veya Tiir kompleksi
Sinop Girnik 415021,2 3505 37,8 73 Anopheles maculipennis
Sinop Boyabat 4127 55,6 34 49 18,2 266 Anopheles maculipennis
Bafra Horhor Deresi 413058,0 3600 55,0 3 Anopheles maculipennis
Anopheles hyrcanus

Samsun Erenkoy 4127 08,7 3607 40,4 3 Anopheles maculipennis
Samsun Cikis 4115 18,3 361022,8 229 Anopheles maculipennis
Corum Lagin Gokgozler koyu 4048 55,8 345132,0 430 Anopheles maculipennis
Corum Osmancik Durucasu 4059 00,2 34 44 53,8 402 Anopheles maculipennis
Ordu Unye 41 06 98,2 3718735 4 Anopheles maculipennis
Ordu Fatsa Elekgi dere 410138,4 3729 08,8 9 Anopheles maculipennis
Ordu Caybasi yolu 4109 05,4 3713221 2 Anopheles maculipennis
Ordu Turnasuyu 4058 54,4 38 00 10,6 2 Anopheles maculipennis
Giresun Gavuslu 410250,4 390441,0 4 Anopheles maculipennis
Trabzon Carsibagi 4104 59,0 392252,7 33 Anopheles maculipennis
Trabzon Akgaabat 4105 20,0 3929455 22 Anopheles maculipennis
Trabzon Merkez 4059 01,1 394935,6 24 Anopheles maculipennis
Trabzon Oylum yolu 4054 92,1 4003 74,9 23 Anopheles maculipennis
Rize ikizdere yolu 40 55 55,6 4024 57,3 86 Anopheles maculipennis
Rize Merkez 4102 13,6 4029 31,5 28 Anopheles maculipennis
Rize Gundogdu 4103 35,9 4037 26,4 5 Anopheles maculipennis
Rize Glineysu Yolu 4156 43,2 4009 21,7 436 Anopheles maculipennis
Rize Cayeli Limankdy 4104 34,1 4021 20,7 0 Anopheles claviger

Rize Hemsin Yolu 419449 40 53 56,8 19 Anopheles maculipennis
Rize Camlihemsin Yolu 4104 24,8 4100 46,1 264 Anopheles maculipennis
Artvin Arhavi 412151,6 411652,8 4 Anopheles maculipennis
Artvin Hopa 412315,4 412959,1 134 Anopheles maculipennis
Artvin Kemalpasa 412907,4 413131,0 1 Anopheles maculipennis
Artvin Borgka Giregen 4127 22,1 413807,7 240 Anopheles maculipennis

3.2.  Molekuler Bulgular
Alanda 27 orneklem noktasindan yapilan 6rneklem neticesinde alanlarda bir
tanesi hari¢ diger bolgelerin hepsinde An. maculipennis tir kompleksi Uyelerine

rastlanmistir. Ayrica alanda birer bélgede An. hyrcanus (Pallas, 1771) 6rnegi (Bafra-
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Horhor Deresi) ve An. claviger ornegi (Rize-Cayeli Limankoy) tespit edilmistir. An.
maculipennis tir kompleksi ornegine rastlanan 26 bolgede ise palearktikte dagilim
gosteren An. maculipennis tir komplekslerinin ayriminda ITS2 sekanslarinda
farkliliklar temeline dayanan ve 1999 yilinda Proft vd. tarafindan tanimlanan yontem
kullanilarak ayrim yapilmistir. Tiim bolgelerden orneklenen ergin bireyler arasindan
5’er birey rastgele secilerek molekiiler tiir tespiti yapilmig ve sonuglarin tamamu,
ornekleme yapilan bolgelerin tamaminda An. maculipennis s.s. olduklar1 tespit
edilmistir. Yapilan PZR sonuglarinin agaroz jel elektroforezi goriintiileri Sekil 1-4’te

verilmigtir.

Sinop Cirnik i
= o o Sinop Boyabat e Bafra Horhor D.
e —— L Mg p—

Bafra Horhor D. Samsun Erenkdy. Samsun Cikis  Samsun Cikis

500 b
- @ T W WY - 400 bo — - A €A

Sekil 1. Sinop ve Samsun ornekleri ITS2 bolgesi PZR sonucu agaroz jel elektroforezi
gorintusi (100 bazgiftlik belirteg kullanilmistir)
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Corum Lagin Corum Osmancik 4- Ordu Unye Ordu Fatsa Elekgi D.
- o — L T e T - . e eRn Sevem

3 Ordu Turnasuyu
Ordu Caybasi Yolu . orau turnasuyu

- —
e eaRs A

Sekil 2. Corum ve Ordu 6rnekleri ITS2 bélgesi PZR sonucu agaroz jel elektroforezi
goruntisu (100 bazgiftlik belirte¢ kullanilmistir)

Giresun Cavuslu Trabzon Carsibasi

500 b
400 bec

Trabzon Oylum Y
e S

Trabzon Akcaabat Trabzon Merkez
JREPRSS P e 400 bc

500 bg

Sekil 3. Giresun ve Trabzon 6rnekleri ITS2 bdlgesi PZR sonucu agaroz jel elektroforezi
goruntisu (100 bazgiftlik belirte¢ kullanilmistir)
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Rize ikizdere Yolu Rize Merkez A' 3 Rize Glindogdu Rize Glineysu Yolu
D I e e e 2005

400bg e R -

Artvin Arhavi Artvin Hopa

P IR TSR pom——

Rize Hemsin Yolu Rize C.hemsin Y.

- -~ D I

500 boi

400 be ™

Sekil 4. Rize ve Artvin bolgesi ornekleri 1TS2 bdlgesi PZR sonucu agaroz jel
elektroforezi gorintisu (100 bazgiftlik belirteg kullanilmistir)

Artvin Kemalpasa Artvin Borcka Guresen
; A . _ 500 b
SR G ol SRREGIR  WRRER e geo | e

Sekil 5. Artvin bolgesi ornekleri ITS2 bélgesi PZR sonucu agaroz jel elektroforezi
goruntisu (100 bazgiftlik belirte¢ kullanilmistir)
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3.3.  Dizileme Verilerinin Degerlendirilmesi

Molekiiler calismalarla elde edilen DNA sekanslar1 hem kendi i¢lerinde hem de
veri madenciligiyle Gen Bankasi’ndan elde edilen daha onceki caligmalara ait DNA
dizileri ile karsilastirilmistir. Elde edilen dizilerin eslestirilmesi sonucu veriler Tablo
2’de verilmistir. PZR ile c¢ogalttigimiz bolgelere ait kromatogramlarin hizalanmasi
sonucu elde ettigimiz DNA sekanslar1 ¢oklu hizalama (multiple alignment) yapildiktan
sonra karsilastirllmistir. Hizalama i¢in Bioedit programi kullanilmistir. Hizalama
yapildiktan sonra ise Mega 7 programi kullanilarak Neighbour-joining agaci ¢izilmistir
(Sekil 6). Elde edilen Neighbour- Joining ve dizilerin karsilastirilmasi sonucunda tim
bolgelerden orneklenen ornekleri genbank ornegi (HQ878024) ile yiiksek oranda
ortiistiigli  gbzlenmistir. Corum-Lagin-Gokgozler koyl, Rize-Camlihemsin Yolu,
Trabzon-Oylum Yolu, Artvin-Borcka-Gliresen ornekleri hari¢ diger bolgelerin biylk
oranda uyum gosterdigi ve aymi kladda yer aldiklari belirlenmistir. Dis grupsuz
olusturulan Neighbour- Joining’de en uzak 6rnegin %0,03 oraninda farkla Artvin-
Borcka-Giiresen 6rnegi oldugu gorilmiistiir (Sekil 6). Dis gruplarin ve yakin tiirlerin
bulundugu ikinci bir dendogram c¢izilmis ve Sekil 7°de verilmistir. Cizilen agagta An.
maculipennis s.s. ornegi olarak HQ878024 (Simsek vd., 2011), An. melanoon 6rnegi
olarak AF466744.1 (Linton vd., 2002), An. messae 6rnegi olarak AJ555482.1 (Gordeev
vd., 2003), An. sacharovi ornegi olarak AF533586.1 (Linton vd., 2002), An.
beklemishevi 6rnegi olarak HE659701.1 (Vaulin ve Novikov, 2012) numarali genbank
ornekleri kullanilmistir. Dis grup olarak ise An. occidentalis L78472.1 numarali

genbank 6rnegi kullanilmistir (Porter ve Collins, 1996).
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Tablo 2. Orneklem noktalarindan toplanan orneklerin Gen Bankasi Ornekleri ile
eslestirilmis ITS2 dizileri

Artvin_Arhavi_1
Artvin_Borcka_Guresen_1
Artvin_Hopa_1
Artvin_Kemalpasa_1
Bafra_Horhor_Deresi_1
Corum_Lacin_Gokgozler_koyu_1
Corum_Osmancik_ Durucasu_1
Giresun_cCavuslu_1
Ordu_caybasi_yolu_1
Ordu_Fatsa_Elekci_dere_1
Ordu_Turnasuyu_1
Oordu_Unye_1
Rize_camlihemsin_Yolu_1
Rize_Gundogdu_1
Rize_Guneysu_Yolu_1
Rize_Hemsin_Yolu_1
Rize_ikizdere_yolu_1
Rize_Merkez_1

Samsun__ Cikis
Samsun_Erenkoy_1
Sinop_Boyabat_1
Sinop_Cirnik_1
Trabzon_Akcaabat_1
Trabzon_cCarsibasi_1
Trabzon_Merkez_1
Trabzon_Oylum_yolu_1
A_beklemishevi_(HE659701.1)
A_sacharovi(AF533586.1)
A_occidentalis(_L78472.1)
A_maculipennis(HQ878024)
A_melanoon(AF466744.1)
A_messae(AJ555482.1)

Artvin_Arhavi_a
Artvin_Borcka_Guresen_1
Artvin_Hopa_1
Artvin_Kemalpasa_1
Bafra_Horhor_bDeresi_1
Corum_Lacin_Gokgozler_koyu_ 1
Corum_Osmancik_ Durucasu_1
Giresun_cavuslu_1
Ordu_caybasi_yolu_1
Oordu_Fatsa_Elekci_dere_1
Ordu_Turnasuyu_1
Ordu_uUnye_1
Rize_cCamlihemsin_vYolu_1
Rize_Gundogdu_1
Rize_Guneysu_Yolu_1
Rize_Hemsin_Yolu_1
Rize_ikizdere_yolu_1
Rize_Merkez_1

Samsun___ Cikis
Samsun_Erenkoy_ 1
Sinop_Boyabat_1
Sinop_Cirnik_1
Trabzon_Akcaabat_1
Trabzon_cCarsibasi_1
Trabzon_Merkez_1
Trabzon_Oylum_yolu_1
A_beklemishevi_(HE659701.1)
A_sacharovi(AF533586.1)
A_occidentalis(_L78472.1)
A_maculipennis(HQ878024)
A_melanoon(AFA466744.1)
A_messae(AlS555482.1)

Artvin_Arhavi_1
Artvin_Borcka_Guresen_1
Artvin_Hopa_1
Artvin_Kemalpasa_1
Bafra_Horhor_Deresi_1
Corum_Lacin_Gokgozler_koyu_1
Corum_Osmancik_Durucasu_1
Giresun_cavuslu_1
Oordu_caybasi_yolu_1
Ordu_Fatsa_€tlekci_dere_1
Ordu_Turnasuyu_1
Ordu_Unye_1
Rize_camlihemsin_Yolu_1
Rize_Gundogdu_1
Rize_Guneysu_vYolu_1
Rize_Hemsin_Yolu_1
Rize_ikizdere_yolu_1
Rize_Merkez_ 1

Samsun__ Cikis
Samsun_Erenkoy_1
Sinop_Boyabat_1
Sinop_Cirnik_1
Trabzon_Akcaabat_1
Trabzon_cCarsibasi_1
Trabzon_Merkez_1
Trabzon_Oylum_yolu_1
A_beklemishevi_(HE659701.1)
A_sacharovi(AF533586.1)
A_occidentalis(_L78472.1)
A_maculipennis(HQ878024)
A_melanocon(AFA466744.1)
A_messae(AlS555482.1)

P, e
5
GA--GTGC- -
GA--GTGC- -
GA--GTGC- -
GA--GTGC- -
GA--GTGC- -
GA--GTGC- -
GA--GTGC- -
GA--GTGC- -
GA--GTGC- -
GA--GTGC- -
GA--GTGC- -
GA--GTGC- -
GA--GTGC- -
GA--GTGC- -
GA--GTGC-
GA--GTGC-
GA--GTGC- -
GA--GTGC- -
GA--GTGC- -
GA--GTGC- -
GA--GTGC- -
GA--GTGC- -
GA--GTGC- -
GA--GTGC- -
GA--GTGC- -
GA--GTGC- -
GA--GTGC- -
GA--GTGC- -
GATAGTGCAG
GA--GTGC- -
GA--GTGC- -
GA--GTGC- -

CCATCCT-TC
CCATCCT-TC
CCATCCT-TC
CCATCCT-TC
CCATCCT-TC
CCATCCT-TC
CCATCCT-TC
CCATCCT-TC
CCATCCT-TC
CCATCCT-TC
CCATCCT-TC
CCATCCT-TC
CCATCCT-TC
CCATCCT-TC
CCATCCT-TC
CCATCCT-TC
CCATCCT-TC
CCATCCT-TC
CCATCCT-TC
CCATCCT-TC
CCATCCT-TC
CCATCCT-TC
CCATCCT-TC
CCATCCT-TC
CCATCCT-TC
CCATCCT-TC
CCATCCCGTT
ACATCCCATC
GCACTCT - - -
CCATCCT-TC
CCATCCT-TC
CCTTCCT-TC

--CTATATTT
--CTATATTT
--CTATATTT
--CTATATTT
--CTATATTT
--CTATATTT
--CTATATTT
--CTATATTT
--CTATATTT
--CTATATTT
--CTATATTT
CTATATTT
--CTATATTT
--CTATATTT
--CTATATTT
--CTATATTT
--CTATATTT
--CTATATTT
--CTATATTT
--CTATATTT
--CTATATTT
--CTATATTT
--CTATATTT C----CAGGT
--CCATATTT ATATCCAAGT
==CTAT LLLT CATCAGAAGT
CACTAAGTGG
--CTATATTT
--CTATATTT T-ATCCAAGT
--CCATATTT CCATTCAAGT
siteet] eeina] SRS I |
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---TCCGG-- --GTACGTGC AT-GATGATG
-=-TCCGG-- --GTACGTGC AT-GATGATG
~«~TCCGG~ -~ ~-GTACGTGC AT-GATGATG
== =TCCGG~-~ =--GTACGTGC AT-GATGATG
-=-TCCGG-~- --GTACGTGC AT-GATGATG
-=-TCCGG-- --GTACGTGC AT-GATGATG
~--TCCGG-- --GTACGTGC AT-GATGATG
~«~TCCGG~~ ~-GTACGTGC AT-GATGATG
- ==TCCGG~-~ =~-GTACGTGC AT-GATGATG
-==-TCCGG~-~- --GTACGTGC AT-GATGATG
-==-TCCGG-- --GTACGTGC AT-GATGATG
---TCCGG-- --GTACGTGC AT-GATGATG
~=«~TCCGG- - ~-GTACGTGC AT-GATGATG
~==TCCGG~~ =~-GTACGTGC AT-GATGATG
-==TCCGG~-~- ~--GTACGTGC AT-GATGATG
---TCCGG-- --GTACGTGC AT-GATGATG
---TCCGG-- --GTACGTGC AT-GATGATG
~=~TCCGG- - --GTACGTGC AT-GATGATG
~==TCCGG~~ =~-GTACGTGC AT-GATGATG
-==TCCGG~-~ ~--GTACGTGC AT-GATGATG
---TCCGG-- --GTACGTGC AT-GATGATG
---TCCGG-- --GTACGTGC AT-GATGATG
~-~~-TCCGG- - --GTACGTGC AT-GATGATG
~=«=~TCCGG~- -~ =~-GTACGTGC AT-GATGATG
= ==TCCGG~~ ~--GTACGTGC AT-GATGATG
-=-TCCGG-~- --GTACGTGC AT-GATGATG
-=-TTGCC-- --GTGCGTGC ATAGATGATG

- - -GGCGGCG CCGTACGTGC ATAGATGATG

GAGACCGATA GCGAACAAGT AC-CGTGAGG
- --TCCGG-~- --GTACGTGC AT-GATGATG
---TCCGT-- --GTACGTGT AT-GATGATG
---TCCGT-- --GTACGTGC AT-GATGATG
e [ | I sl I Lo |
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T TGO R Pro-ssr: oo et e s st i TGAA
TCTTGOAT ootiacm it ok s TGAA
B O TGO i 1t s st s s ki TGAA
T L GORT = (o o o o (o TGAA
NI TGCAT e e R e i Sy TGAA
FETTGCAT o<t i i 2 it i TGAA
FOTTOOAT == marm i iy s i TGAA
DT TG AT o T i i o TGAA
P O T AT mor: i i o m omsamotsen aos TGAA
FCTTCCRT i i i otk i TGAA
FOTTTGCORT —om ot s i s st TGAA
TR C AT i, e i i 54 o o TGAA
MCPTACRT S~ S e e S e S L o TGAA
T C T T GOAT o1 it o et s ot TGAA
BT TOCAT = m i e Sl Vo e hs TGAA
TG CAT o i e o i it TGAA
R S E e Lo S TGAA
FCTMTGCRAT == S ma i s rr o el TGAA
WOTTGORT =y i oo o i s v i TGAA
T TGCAT ==, = i i &7, S o TGAA
FCITOCAT S~ e e a s am S e TGAA
WO T T GOAT = = oot om oo 7 i it TGAA
BT TOOCAT S = o o s o i c a i TGAA
WOTTOCAT oo o o o 7 o 1 i TGAA
E T AT oo o mom cncon o o o 2 o o 2 TGAA
FCTTGORT == oo o ie o o (o i i TGAA
WC TGO = i o s i TGAA
TCTTGCAT ==, cmcmemmmm ., - TGAA
- - - -GAATAG AGAGTCAAAG AGTACGTGAA
FCTTGORT == ol i o2 o e it TGAA
TETTCCAT » = s acamcne -eaas TGAA
WOTTGCAT = i i s o S i TGAA
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CAAACTACGT
CAAACTACGT
CAAACTACGT
CAAACTACGT
CAAACTACGT
CAAACTACGT
CAAACTACGT
CAAACTACGT
CAAACTACGT
CAAACTACGT
CAAACTACGT
CAAACTACGT
CAAACTACGT
CAAACTACGT
CAAACTACGT
CAAACTACGT
CAAACTACGT
CAAACTACGT
CAAACTACGT
CAAACTACGT
CAAACTACGT
CAAACTACGT
CAAACTACGT
CAAACTACGT
CAAACTACGT
CAAACTACGT
CAAACTACGT
CAAACTACGT
AAAGCTAAAT
CAAACTACGT
CAAACTACGT
CAAACTACGT

e I |
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AAAGAGTTTG
AAAGAGTTTG
AAAGAGTTTG
AAAGAGTTTG
AAAGAGTTTG
AAAGAGTTTG
AAAGAGTTTG
AAAGAGTTTG
AAAGAGTTTG
AAAGAGTTTG
AAAGAGTTTG
AAAGAGTTTG
AAAGAGTTTG
AAAGAGTTTG
AAAGAGTTTG
AAAGAGTTTG
AAAGAGTTTG
AAAGAGTTTG
AAAGAGTTTG
AAAGAGTTTG
AAAGAGTTTG
AAAGAGTTTG
AAAGAGTTTG
AAAGAGTTTG
AAAGAGTTTG
AAAGAGTTTG
AAAGAGTATG
AAAGATTTTG
GAAAG- -TTG
AAAGAGTTTG
AAAGAGTTTG
AAAGAGTTTG
TRy [
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~-AACGCAGCG
~AACGCAGCG
~AACGCAGCG
~AACGCAGCG
~AACGCAGCG
~AACGCAGCG
~AACGCAGCG
~AACGCAGCG
~-AACGCAGCG
~AACGCAGCG
~AACGCAGCG
~AACGCAGCG
~AACGCAGCG
~-AACGCAGCG
~-AACGCAGCG
~-AACGCAGCG
~-AACGCAGCG
~AACGCAGCG
~AACGCAGCG
~-AACGCAGCG
~-AACGCAGCG
~AACGCAGCG
~AACGCAGCG
~-AACGCAGCG
~AACGCAGCG
~AACGCAGCG
~-AGCGTAGCG
TACCGTAGTG
~ACTGCCTAG
~AACGCAGCG
~AGCGCAGCG
~AGCGCAGCG

G-AAC - -

G-AAC - -
G-AAC - -
G-AAC - -
G-AAC - -

G-AAC - -

G-AAC - -
G-AAC - -
G-AAC - -
G-AAC - -

G-AAC - -
G-AAC - -
G-AAC - -

G-AAC - -
G-AAC - -
G-AAC - -

TGTAGCAACC
TGAAGCACCC
TGTAGCAACC
TGTAGCAACC
TGTAGCAACC
TGTAGCAACC
TGTAGCAACC
TGTAGCAACC
TGTAGCAACC
TGTAGCAACC
TGTAGCAACC
TGTAGCAACC
TGTAGCAACC
TGTAGCAACC
TGTAGCAACC
TGTAGCAACC
TGTAGCAACC
TGTAGCAACC
TGTAGCAACC
TGTAGCAACC
TGTAGCAACC
TGTAGCAACC
TGTAGCAACC
TGTAGCAACC
TGTAGCAACC
TGTAGCAACC
TGT---TACC
TGTAACA-CC
GGGAACAAAC
TGTAGCAACC
TGTAGCAGCC
TGTAGCAACC



Tablo 2 (devam). Orneklem noktalarindan toplanan rneklerin Gen Bankas1 érnekleri

Artvin_Arhavi_1
Artvin_Borcka_ Guresen_1
Artvin_Hopa_1
Artvin_Kemalpasa_1
Bafra_Horhor_bDeresi_1
Corum_Lacin_Gokgozler_koyu_ 1
Corum_Osmancik_Durucasu_1
Giresun_cavuslu_1
Ordu_caybasi_yolu_ 1
Ordu_Fatsa_Elekci_dere_1
Ordu_Turnasuyu_1

Oordu_uUnye_1

Rize_ Camlihemsin_Yolu_ 1
Rize_Gundogdu_1
Rize_Guneysu_Yolu_1
Rize_Hemsin_Yolu_1

Rize_ ikizdere_yolu_1
Rize_Merkez_1

Samsun__ Cikis
Samsun_Erenkoy_1
Sinop_Boyabat_ 1
Sinop_Cirnik_1
Trabzon_Akcaabat_1
Trabzon_cCarsibasi_1
Trabzon_Merkez_1
Trabzon_Oylum_yolu_1
A_beklemishevi_(HE659701.1)
A_sacharovi(AF533586.1)
A_occidentalis(_L78472.1)
A_maculipennis(HQ878024)
A_melanoon(AF466744.1)
A_messae(AJS555482.1)

Artvin_Arhavi_1
Artvin_Borcka_Guresen_1
Artvin_Hopa_1
Artvin_Kemalpasa_1
Bafra_Horhor_bDeresi_1
Corum_Lacin_Gokgozler_koyu_1
Corum_Osmancik Durucasu_1
Giresun_cCavuslu_1
Ordu_caybasi_yolu_1
Oordu_Fatsa_Elekci_dere_1
Ordu_Turnasuyu_1

Ordu_Unye_1

Rize_ cCamlihemsin_Yolu_1
Rize_Gundogdu_1
Rize_Guneysu_Yolu_1
Rize_Hemsin_Yolu_1
Rize_ikizdere_yolu_1
Rize Merkez_1

Samsun__ Cikis
Samsun_Erenkoy_1
Sinop_Boyabat_1
Sinop_Cirnik_1
Trabzon_Akcaabat_1
Trabzon_carsibasi_1
Trabzon_Merkez_1
Trabzon_Oylum_yolu_1
A_beklemishevi_(HE6597©1.1)
A_sacharovi(AF533586.1)
A_occidentalis(_L78472.1)
A_maculipennis(HQ878024)
A_melanoon(AF466744.1)
A_messae(Al555482.1)

Artvin_Arhavi_1
Artvin_Borcka_Guresen_1
Artvin_Hopa_1
Artvin_Kemalpasa_1
Bafra_Horhor_Deresi_1
Corum_Lacin_Gokgozler_koyu_ 1
Corum_Osmancik Durucasu_1
Giresun_cCavuslu_1
Ordu_caybasi_yolu_1
Ordu_Fatsa_Elekci_dere_1
Ordu_Turnasuyu_1

Ordu_Unye_1

Rize_cCamlihemsin_Yolu_1
Rize_Gundogdu_1

Rize_ Guneysu_Yolu_1
Rize_Hemsin_Yolu_1
Rize_ikizdere_yolu_1
Rize_ Merkez_1

Samsun__ Cikis
Samsun_Erenkoy_ 1
Sinop_Boyabat_1
Sinop_Cirnik_1
Trabzon_Akcaabat_1
Trabzon_carsibasi_1
Trabzon_Merkez_1
Trabzon_Oylum_yolu_1
A_beklemishevi_(HE659701.1)
A_sacharovi(AF533586.1)
A_occidentalis(_L78472.1)
A_maculipennis(HQ878024)
A_melanoon(AF466744.1)

A messae(AJ555482.1)

CCAGGTTTCA
CCAGGTTTCA
CCAGGTTTCA
CCAGGTTTCA
CCAGGTTTCA
CCAGGTTTCA
CCAGGTTTCA
CCAGGTTTCA
CCAGGTTTCA
CCAGGTTTCA
CCAGGTTTCA
CCAGGTTTCA
CCAGGTTTCA
CCAGGTTTCA
CCAGGTTTCA
CCAGGTTTCA
CCAGGTTTCA
CCAGGTTTCA
CCAGGTTTCA
CCAGGTTTCA
CCAGGTTTCA
CCAGGTTTCA
CCAGGTTTCA
CCAGGTTTCA
CCAGGTTTCA
CCAGGTTTCA
CAGGGACTCA
CAGGGCTTCA
CCG---TTGA
CCAGGTTTCA
CCAGGTTTCA
CCAGGTTTCA

T
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GTGTAGCGTG
GTGTGGGGTG
GTGTAGCGTG
GTGTAGCGTG
GTGTAGCGTG
GTGTAGCGTG
GTGTAGCGTG
GTGTAGCGTG
GTGTAGCGTG

GTGTAGCGTG
GTGTAGCGTG
GTGTAGCGTG
GTGTAGCGTG
GTGTAGCGTG
GTGTAGCGTG
GTGTAGCGTG
GTGTAGCGTG
GTGTAGCGTG
GTGTGGCGTG
- - --WAGGTG
GTGTAGTGTG
TCCGGGCGTG
GTGTAGCGTG

GTGTAGCGTG

sean | emmwl
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TACCTAACGG
TACCTAACGG
TACCTAACGG
TACCTAACGG
TACCTAACGG
TACCTAACGG
TACCTAACGG
TACCTAACGG
TACCTAACGG
TACCTAACGG
TACCTAACGG
TACCTAACGG
TACCTAACGG
TACCTAACGG
TACCTAACGG
TACCTAACGG
TACCTAACGG
TACCTAACGG
TACCTAACGG
TACCTAACGG
TACCTAACGG
TACCTAACGG
TACCTAACGG
TACCTAACGG
TACCTAACGG
TACCTAACGG
AACCCAACGG
TA-CGAACGG
TACCTAACGG

ile eslestirilmis ITS2 dizileri

ACTTGCAAAG
ACTTGCAAAG
ACTTGCAAAG
ACTTGCAAAG
ACTTGCAAAG
ACTTGCAAAG
ACTTGCAAAG
ACTTGCAAAG
ACTTGCAAAG
ACTTGCAAAG
ACTTGCAAAG
ACTTGCAAAG
ACTTGCAAAG
ACTTGCAAAG
ACTTGCAAAG
ACTTGCAAAG
ACTTGCAAAG
ACTTGCAAAG
ACTTGCAAAG
ACTTGCAAAG
ACTTGCAAAG
ACTTGCAAAG
ACTTGCAAAG
ACTTGCAAAG
ACTTGCAAAG
ACTTGCAAAG
ACTTGCAAAG
ACTTGCAAAG
ACTC---AAT
ACTTGCAAAG
ACTTGCAAAG
ACTTGCAAAG

-GGAGGCAC-
-GGAGGCAC-
-GGAGGCAC-
-GGAGGCAC-
-GGAGGCAC -
-GGAGGCAC -
-GGAGGCAC -
-GGAGGCAC -
-GGAGGCAC -
-GGAGGCAC -
-GGAGGCAC -
-GGAGGCAC-
-GGAGGCAC-
-GGAGGCAC-
-GGAGGCAC-
-GGAGGCAC-
-GGAGGCAC-
-GGAGGCAC -
-GGAGGCAC -
-GGAGGCAC -
-GGAGGCAC -
-GGAGGCAC -
-GGAGGCAC -
-GGAGGCAC-
-GGAGGCAC-
-GGAGGCAC-
----AGCCCA
AGGAAGCACA
----GGCAT -
-GGAGGCAC -

TGGCCATGGG
GGGCCATGGG
TGGCCATGGG
TGGCCATGGG
TGGCCATGGG
TGGCCATGGG
TGGCCATGGG
TGGCCATGGG
TGGCCATGGG
TGGCCATGGG
TGGCCATGGG
TGGCCATGGG
TGGCCATGGG
TGGCCATGGG
TGGCCATGGG
TGGCCATGGG
TGGCCATGGG
TGGCCATGGG
TGGCCATGGG
TGGCCATGGG
TGGCCATGGG
TGGCCATGGG
TGGCCATGGG
TGGCCATGGG
TGGCCATGGG
TGGCCATGGG
TGGCTCT-TG
TGACCATGGG
AGACCGGGGT
TGGCCATGGG
TGGCCAT - — -
TGGCCATGGG

ACACT----G

ACACT----G
ACACT----G
ACGCTACAAG
ATACA----A

GCTGACACCT
GTTGACACCT
GCTGACACCT
GCTGACACCT
GCTGACACCT
GTTGACACCT
GCTGACACCT
GCTGACACCT
GCTGACACCT
GCTGACACCT
GCTGACACCT
GCTGACACCT
GTTGACACCT
GCTGACACCT
GCTGACACCT
GCTGACACCT
GCTGACACCT
GCTGACACCT
GCTGACACCT
GCTGACACCT
GCTGACACCT
GCTGACACCT
GCTGACACCT
GCTGACACCT
GCTGACACCT
GTTGACACCT
GCGAATACCT
GCCAACACTT
GGCGACATTC
GCTGACACCT

TTGCGC--GT
TTGCGC--GT
TTGCGC--GT
TTGCGC--GT
TTGCGC--GT
TTGCGC--GT
TTGCGC--GT
TTGCGC--GT
TTGCGC--GT
TTGCGC--GT
TTGCGC--GT
TTGCGC--GT
TTGCGC--GT
TTGCGC--GT
TTGCGC--GT
TTGCGC--GT
TTGCGC--GT
TTGCGC--GT
TTGCGC--GT
TTGCGC--GT
TTGCGC--GT
TTGCGC--GT
TTGCGC--GT
TTGCGC--GT
TTGCGC--GT
TCCGGG--GT
CTGCGC--GT
GTGCGCAAGC

CACCAC-CAT
CACCAC-CAT
CACCAC-CAT
CACCAC-CAT
CACCAC-CAT
CACCAC-CAT
CACCAC-CAT
CACCAC-CAT
CACCAC-CAT
CACCAC-CAT
CACCAC-CAT
CACCAC-CAT
CACCAC-CAT
CACCAC-CAT
CACCAC-CAT
CACCAC-CAT
CACCAC-CAT
CACCAC-CAT
CACCAC-CAT
CACCAC-CAT
CACCAC-CAT
CACCAC-CAT
CACCAC-CAT
CACCAC-CAT
CACCAC-CAT
CACCAC-CAT
CACCAC-CAT
CACCGC-CAT
AGCCGCGCGT
CACCAC-CAT

CACCAC-CAT
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GTTCGGTCAT
GTTCGGTCAT
GTTCGGTCAT
GTTCGGTCAT
GTTCGGTCAT
GTTCGGTCAT
GTTCGGTCAT
GTTCGGTCAT
GTTCGGTCAT
GTTCGGTCAT
GTTCGGTCAT
GTTCGGTCAT
GTTCGGTCAT
GTTCGGTCAT
GTTCGGTCAT
GTTCGGTCAT
GTTCGGTCAT
GTTCGGTCAT
GTTCGGTCAT
GTTCGGTCAT
GTTCGGTCAT
GTTCGGTCAT
GTTCGGTCAT
GTTCGGTCAT
GTTCGGTCAT
GTTCGGTCAT
GTCGGGCCAT
GCTTGGTTAA
GTACGGACAT
GTTCGGTCAT

ATCTCATGGT
ATCTCAGGGT
ATCTCATGGT
ATCTCATGGT
ATCTCATGGT
ATCTCATGGT
ATCTCAGGGT
ATCTCATGGT
ATCTCATGGT
ATCTCATGGT
ATCTCATGGT
ATCTCAGGGT
ATCTCATGGT
ATCTCATGGT
ATCTCATGGT
ATCTCATGGT
ATCTCATGGT
ATCTCATGGT
ATCTCATGGT
ATCTCATGGT
ATCTCATGGT
ATCTCATGGT
ATCTCATGGT
ATCTCATGGT
ATCTCATGGT
ATCTCATGGT
ATCTCGTGGT
ATCTCATGGT
GCCTCCTAGC

CAGCGTGC-T
CTGCGTGT-G
CAGCGTGC-T
CAGCGTGC-T

CAGCGTGC-T
CAGCGTGC-T
CAGCGTGC-T
CAGCGTGC-T
CAGCGTGC-T
CAGCGTGC-T

CAGCGTGC-T
CAGCGTGC-T
CAGCGTGC-T

CAGCGTGC-T
CAGCGTGC-T
CAGCGTGC-T
CAGCGTGC-T
CAGCGTGC-T

CAGCGTGC-T
CAGCGTGC-T
TAGCGTGA- -
CT-TGTGCAT
CGGTGCGC-C
CAGCGTGC-T

CAGCGTGC-T

S
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CGTGAGGCGT
CGGGAGGCGT
CGTGAGGCGT
CGTGAGGCGT
CGTGAGGCGT
CGTGAGGCGT
CGTGAGGCGT
CGTGAGGCGT
CGTGAGGCGT
CGTGAGGCGT
CGTGAGGCGT
CGTGAGGCGT
CGTGAGGCGT
CGTGAGGCGT
CGTGAGGCGT
CGTGAGGCGT
CGTGAGGCGT
CGTGAGGCGT
CGTGAGGCGT
CGTGAGGCGT
CGTGAGGCGT
CGTGAGGCGT
CGTGAGGCGT
CGTGAGGCGT
CGTGAGGCGT
CGTGAGGCGT
CGTGAGTTG-

CGTGAGGCG-

CGCGATCCAT
CGTGAGGCGT

s I | o S
T---AC-
T---AC-
T---AC-
T---AC-
o




Tablo 2 (devam). Orneklem noktalarindan toplanan 6rneklerin Gen Bankas1 drnekleri

ile eslestirilmis ITS2 dizileri

365 375
Artvin_Arhavi_1 CAACCATAG-
Artvin_Borcka_Guresen_1 CAACCATAG-
Artvin_Hopa_1 CAACCATAG-
Artvin_Kemalpasa_1 CAACCATAG-
Bafra_Horhor_Deresi_1 CAACCATAG-
Corum_Lacin_Gokgozler_koyu_ 1 CAACCATAG-
Corum_Osmancik Durucasu_1 CAACCATAG-
Giresun_cCavuslu_1 CAACCATAG-
Ordu_caybasi_yolu_1 CAACCATAG-
Ordu_Fatsa_Elekci_dere_1 CAACCATAG-
Ordu_Turnasuyu_1 CAACCATAG-
Oordu_Unye_1 CAACCATAG-
Rize_camlihemsin_vYolu_1 CAACCATAG-
Rize_Gundogdu_1 CAACCATAG-
Rize_Guneysu_Yolu_1 CAACCATAG-
Rize Hemsin_Yolu_1 CAACCATAG-
Rize_ ikizdere_yolu_1 CAACCATAG-
Rize_Merkez_1 CAACCATAG-
Samsun__ Cikis CAACCATAG-
Samsun_Erenkoy_1 CAACCATAG-
Sinop_Boyabat_1 CAACCATAG-
Sinop_Cirnik_1 CAACCATAG-
Trabzon_Akcaabat_1 CAACCATAG-
Trabzon_cCarsibasi_1 CAACCATAG-
Trabzon_Merkez_1 CAACCATAG-
Trabzon_Oylum_yolu_1 CAACCATAG-
A_beklemishevi_(HE659701.1) CCACTATAAA
A_sacharovi(AF523586.1) CAACCATAG -
A_occidentalis(_L78472.1) CAACACTTGG

A_maculipennis(HQ878024) -—
A_melanocon(AF466744.1) -
A_messae(AJ555482.1)

CCGGCTCCTA
CCGGCTCCAA
CCGGCTCCTA
CCGGCTCCTA
CCGGCTCCTA
CCGGCTCCTA
CCGGCTCCTA
CCGGCTCCTA
CCGGCTCCTA
CCGGCTCCTA
CCGGCTCCTA
CCGGCTCCAA
CCGGCTCCTA
CCGGCTCCTA
CCGGCTCCTA
CCGGCTCCTA
CCGGCTCCTA
CCGGCTCCTA
CCGGCTCCTA
CCGGCTCCTA
CCGGCTCCTA
CCGGCTCCTA
CCGGCTCCTA
CCGGCTCCTA
CCGGCTCCTA
CCGGCTCCTA

Artvin_Arhavi_1 -=
Artvin_Borcka_Guresen_1 -—
Artvin_Hopa_1 -—
Artvin_Kemalpasa_1 --
Bafra_Horhor_Deresi_1 -
Corum_Lacin_Gokgozler_koyu_ 1 --
Corum_Osmancik Durucasu_1 --
Giresun_cavuslu_1 -—
Ordu_cCaybasi_yolu_1 asies
Ordu_Fatsa_Elekci_dere_1 --
Ordu_Turnasuyu_1 -—
Ordu_Unye_1 --
Rize_cCamlihemsin_Yolu_1 --
Rize_Gundogdu_1 -—
Rize_Guneysu_Yolu_1 -—
Rize_Hemsin_Yolu_1 -—
Rize_ikizdere_yolu_1 --
Rize_Merkez_1 --
Samsun__ Cikis --
Samsun_Erenkoy_ 1 --
Sinop_Boyabat_1 =sies
Sinop_Cirnik_1 -—
Trabzon_Akcaabat_1 --
Trabzon_cCarsibasi_1 -—
Trabzon_Merkez_1 -=
Trabzon_Oylum_yolu_1 -—
A_beklemishevi_(HE6597©1.1) -
A_sacharovi(AF533586.1) = —-————— AAAA CCAGCTCCTA
A_occidentalis(_L78472.1) GCTCAGAAGG CCTGTGCCGC
A_maculipennis(HQ878624) -—— -

A_melanocon(AF466744.1) --
A_messae(Al555482.1) --
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GTA

GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
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GAGATAC- - -
AAAATAA-——
GAGATAC- - -
GAGATAC- - -
GAGATAC- - -
GAGATAC- - -
GAGATAC- - -
GAGATAC- - -
GAGATAC- - -
GAGATAC- - -
GAGATAC- - -
AAAATAC- - —
AAAATAC- - -
GAGATAC- - -
GAGATAC- - -
GAGATAC- - -
GAGATAC- - -
GAGATAC- - -
GAGATAC- - -
GAGATAC- - -
GAGATAC- - -
GAGATAC- - -
GAGATAC- - -
GAGATAC- - -
AAAATAC- - -
GAGATAC- - -
GAGATGT - - -
GAGATAC- - -
GTGGCACTTA



Trabzon Merkez 1

A maculipennis(HQ8738024)
Trabzon Carsibasi 1
Trabzon Akcaabat 1

Sinop Cimik 1

Sinop Boyabat 1

Samsun Erenkoy 1
Samsun Cikis

Rize Merkez 1

Rize ikizdere yoiu 1

Rize Hemsin Yolu 1

— Rize Guneysu Yolu 1

Rize Gundogdu 1

Ordu Unye 1

Ordu Tumasuyu 1

Ordu Fatsa Elekci dere 1
Ordu Caybasi yolu 1

— Giresun Cavusiu 1

Corum Osmancik Durucasu 1
Bafra Horhor Deresi 1
Artvin Kemalpasa 1

Artvin Hopa 1

Arntvin Arhawvi 1

L— Corum Lacin Gokgozier koyu 1

Rize Camiihemsin Yolu 1
| Trabzon Oylum yolu 1
Artvin Borcka Guresen 1

0.03000.02500.02000.01500.01000.00500.0000

Sekil 6. Orneklem yapilan bélgelerden elde edilen 6rneklerin ITS2 bolgesi dizilerinin
hizalanmas1 sonucu ¢izilen dendogram (D1s grupsuz).
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Trabzon Oylum yolu 1

A maculipennis(HQ878024)

Trabzon Merkez 1

Trabzon Carsibasi 1

Trabzon Akcaabat 1

Sinop Cimnik 1

Sinop Boyabat 1

Samsun Erenkoy 1

Samsun Cikis

Rize Merkez 1

Rize ikizdere yolu 1

Rize Hemsin Yolu 1

Rize Guneysu Yolu 1

Rize Gundogdu 1

Rize Camlihemsin Yolu 1

Ordu Unye 1

Ordu Tumasuyu 1

Ordu Fatsa Elekci dere 1

Ordu Caybasi yolu 1

Giresun Cavusiu 1

Corum Osmancik Durucasu 1

Corum Lacin Gokgozier koyu 1

Bafra Horhor Deresi 1

Artvin Kemalpasa 1

Artvin Hopa 1

Artvin Arhavi 1

— Artvin Borcka Guresen 1
Amelanoon(AF466744 1)

[ A messae(AJ555482.1)

A sacharovi(AF533586.1)

A beklemishevi (HE659701.1)

A occidentalis{ L78472.1)

0250 0200 0.150 0.100 0050 0.000

Sekil 7. Orneklem yapilan bélgelerden elde edilen 6rneklerin ITS2 bélgesi dizilerinin
hizalanmas1 sonucu ¢izilen dendogram (Dis gruplu) .
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Elde edilen dizilerin hizalanmasi sonucunda elde edilen dendogramda tiim
bolgelerin  bir klad olusturdugu ve Artvin-Borgka-Giiresen orneginin ayrildig
g6zlenmektedir. Bu 6rnekte goriilen farkliligin 6rnegin sinir bolgesine yakin olan Artvin
ilinden alinmas1 ve bolgenin sahil kiyisindan daha igerde yer almasindan kaynaklandigi
tahmin edilmektedir. En yakin tiirler olarak ise An. melanoon ve An. messae olarak
gozlenmistir. Kompleks igerisinde yer alan An. sacharovi’nin ise daha uzak bir tiir
oldugu, komplekste yer alan diger bir tiir olan An. beklemishevi’nin ise %10’a yaklasan
oranda farklilik icerdigi gozlenmistir. Dis grup olarak kullanilan An. occidentalis

tiiriiniin ise %25 ten daha fazla oranda bir uzakliga sahip oldugu belirlenmistir.
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4. TARTISMA ve SONUC

An. maculipennis tur kompleksi tanimlandiklarindan beri sitematik anlamda
problemli olduklarinin farkina varilmis ve 1926 yilinda yumurta morfolojisi ile baglayan
sistematik problemlerinin ¢oziimiine dair ¢alismalar gilinlimiizde molekiiler araclarin
yaygin kullanimi ile devam etmektedir (Falleroni, 1926; Hackett ve Missiroli 1935;
Nicolescu vd.,2004; Simsek vd., 2011; Gilinay 2015). Palearktik cografyada dagilim
gosteren ve en onemli sitma vektorii olarak kabul edilen grubun Avrupa ve iilkemizle
birlikte Orta Asya iilkelerine kadar bulunan cografyada tam tanimlamalarinin
yapilabilmesi ve hangi tiirlerin vektorel 6nemlerinin oldugunun belirlenmesi pek ¢ok
arastirmada ele alinmis ve halende g¢alisiimaya devam etmektedir (Di Luca, 2004;
Gordaev 2004; Djadid vd., 2007; Akiner ve Caglar, 2010; Ivanescu vd., 2015; Gunay,
2015). Ulkemizde bu konu ile ilgili yapilmis olan ¢alismalar 2000°li yillardan sonra hiz
kazanmig ve bu kapsamda cesitli ¢alismalar gerceklesmistir (Akiner, 2009; Sevgili,
2009; Simsek vd., 2011; Giinay, 2015). Yapilan c¢alismalar neticesinde An.
maculipennis tir kompleksi tiyelerinin dogru teshisinin yanisira dagilim profillerininde
ortaya ¢ikarilmasi hedeflenmistir. Calismamizin ana hedeflerinden biride Orta ve Dogu
Karadeniz bolgesinde dagilim goésteren kompleks tiirlerinin net olarak belirlenmesi ve
buna paralel olarak da Karadeniz sahil hattinda ve yakin alanlarda bu kompleks
tiyelerinin dagilim tipinin ortaya ¢ikarilmasi olmustur. Caligmamizda kullanilan temel
belirleme yontemi rDNA ITS2 bolgesi analizi hem Ulkemizde hem palearktik
cografyada kullanilmis ve kullanilmakta olan en genel yontemlerden biri olup grup
icerisinde sadece An. messae ve An. daciae tiirlerinin ayriminda etkin sonug¢ vermedigi
bilinmektedir (Bezzhonova ve Goryacheva, 2008; Simsek vd., 2011; Giinay 2015).

Arastirmamizda yapilan klasik taksonomi ve molekiiler araglarin kullanilmasiyla
gerceklestirilen caligmalar neticesinde Orneklem gercgeklestirilen 27 noktadan 26
tanesinde kompleks iiyelerinin varligi dogrulanmis, bir noktada sadece An. claviger
(Cayeli-Limankdy) bulundugu belirlenmistir. Ayrica bir noktada ise An. maculipennis
tlr kompleksi tyesi ile An. hyrcanus’un ayni larval habitati paylastiklart belirlenmistir.
Calisilan bolge Sinoptan Giircistan smirina kadar olan bolgede sahil hatti ve sahil
hattina yakin alanlar1 icermektedir. Bolge yaklasik 600 km uzunlugunda olup

birbirinden farkli habitat tiplerinide icermesi bakimindan Onemlidir. Yapilan
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orneklemeler ve orneklem metodlar1 géz Oniine alindiginda iilkemizde bulunan diger
Anopheles cinsi flyelerininin ve ayni zamanda kompeks {iyelerinin tamaminin
orneklenememis olmasi da miimkiindiir. Bu nedenle tam olarak bir zoocografik oriintii
cikarilamamistir. Bu durum Sevgili (2009)’da da belirtilmis olup neden olarak
iilkemizde genis ve kisa mesafelerde ¢ok farkli cografik alanlarin bulunusu

gosterilmistir.

Molekiiler analizler sonucunda elde edilen PZR sonucglar1 ve dizi analizleri
calisilan bolgede Orneklem alinan 26 noktada da An. maculipennis s.s. tirlnin var
oldugunu gostermistir. Proft vd., 1999 temel alinarak Akiner, 2009’a gdre uygulanan
yontemle yapilan PZR sonucunda 400 bg¢ civarinda bantlar elde edilmis ve bu bantlar
dizileme dncesinde An. maculipennis s.s. olarak teshisi yapilmistir. Dizileme sonrasinda
elde edilen veriler de bu durumu dogrulamis ve Genbankta kayithi olan HQ878024
(Simsek vd., 2011) nolu 6rnekle biylk oranda uyumlu diziler elde edilmistir. Elde
edilen diziler birbirinden en fazla %0,03 oraninda farklilik (Sekil 6) gdstermis olup
cogaltilan alan politomik bir bolgedir. Bu durum Sevgili, 2009°da belirtilmis olup
yapilan ¢aligmada belirlenen ti¢ tiirlinde (An. sacharovi, An. melanoon, An.
maculipennis s. s.) kendi igerisinde baz kompozisyonu agisindan biyuk oranda uyumlu
olduklarini belirtmistir. Di Luca vd., 2004°te An. maculipennis s. s., An. martinius, An.
labranchiae ve An. sacharovi’de tiir i¢i farkliligin olmadigini sadece An. melanoon’da
%0,12 farklilik goriildiigiinii belirtmislerdir. Proft vd., 1999’da yaptiklari ¢aligmada
kompleks icerisinde yer alan tiirlerin farklariin %7,3 ile % 24 arasinda degistigini
belirtmislerdir. Marunicci vd., 1999°da ise en diisiik farklilik degerinin %35 ile An.
maculipennis s.s. ile An. sacharovi arasinda en yiiksek farkliligin ise %25,2 ile An.
atroparvus ile An. sacharovi arasinda olduklarini belirtmislerdir. Nicolescu vd., 2004
ise COI bolgesi analizi ve ITS2 bolgesi analizini beraber yapmis ve yeni tanimladiklar
An. daciae ve An. messae arasindaki uzakligi ITS2 bolgesi agisindan %1’in altinda
oldugunu gostermislerdir. Linton vd., 2007’de ise ITS2 genetik uzakligi An.
maculipennis s. s. ve An. melanoon arasinda %3,8, An. sacharovi ile An. melanoon
arasinda ise %14 bulmuslardir. Yaptigimiz calismada ise orneklenen ve dizilenen
orneklerin genbank ornekleri ile karsilastirilmas: sonucunda en yakin grup olarak An.
melanoon ve An. messae bulunmus olup aralarindaki fark %2,5 civarinda, An. sacharovi

ile %6 civarinda An. beklemishevi ile %9 civarinda bir genetik uzaklik bulunmustur.
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Calismamiz daha Onceki ¢alismalarla tutarli olsa da genetik uzaklik bakimindan arada
fark olmasi dogaldir. Genetik uzaklik olarak farklilik ¢ogaltilan baz dizisinin fazla ya da

az olmasindan kaynaklanabilmektedir.

Orta ve Dogu karadeniz bolgelerinde yapilan ¢alismamiz neticesinde alanin
neredeyse tamaminda hakim olan Anopheles cinsi tiiriiniin An. maculipennis tir
kompleksi iiyesi oldugu ve bu tiirinde An. maculipennis oldugu goriilmiistiir.
Ulkemizde yapilan ¢alismalarda halihazirda 4 kompleks iiyesi tespit edilmis olup bunlar
An. sacharovi, An. melanoon, An. maculipennis s.s. ve An. messae olup An. messae
sadece bir noktada tespit edilebilmistir (Simsek vd., 2011; Giinay, 2015). Kompleks
tirlerinin iilkemizdeki dagilim profiline bakildiginda ise g¢alisilan alanda Grneklem
yapilan iki noktadan birinde sadece An. messae hari¢ diger i¢ tlriin varligi
belirlenmistir. Ancak An. sacharovi ve An. melanoon tiirleri sadece Samsun’da
belirlenmis olup alanda An. sacharovi’nin %18, An. melanoon’un ise %1 oraninda
varlig1r belirlenebilmistir (Sevgili, 2009). Calismamizda ise Sinoptan baslayarak

Giircistan sinirina kadar sadece An. maulipennis s.s. tiiriine rastlanmustir.
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5. ONERILER

Bulundugumuz cografyanin en 6nemli halk saglig1 sorunlarindan biri olan sitma
kimi zaman ¢ok diisiik diizeyde seyrederken kimi zamanda 100000’leri bulan insidans
oranlarma ulasmustir. Ozellikle 1950°1i yillarda baslayan ve WHO destegiyle yiiriitiilen
eradikasyon programlart neticesinde 2000°li yillara gelindiginde insidans oranlari
oldukga diislis gdstermis ve son yillarda vaka sayilari yurt dis1 kdkenliler dahil 100-300
arasinda bir seyire kadar disiiriilmistiir. Ancak otonom vakalar hali hazirda
gorulebilmektedir (TTB, 2012). Bu nedenle sitmanin bulasimindan ve yayilimindan
sorumlu olan vektor tiirlerin ve dagilimlarinin daha detayli ve titizlikle ¢alisilmast
gerekmektedir. Bu anlamda yapmis oldugumuz calisma Orta ve Dogu Karadeniz
bolgelerinde potansiyel sitma tasimimini gergeklestirebilecek tirlerin incelenmesi

acisindan bir adim olup ileride yapilacak ¢alismalar agisindan bir baslangi¢ olacaktir.

Bolgemiz tarihsel olarak cumbhuriyetin ilk donemleri ve 1950’li yillara kadar
sitma agisindan 6nemli bolgeler kabul edilen Samsun, Ordu, Trabzon ve ikinci derecede
onemli kabul edilen Sinop, Giresun, Rize ve Artvin alanlar1 igermektedir (Liitfi ve Fikri,
1926). Simir ticareti ve insan hareketliliginin giderek artmasi, yeni dig kaynakli olarak
baslayip otonom hale gelebilecek yeni salginlarin ¢ikmasina neden olabilir. Bu nedenle
bolge acisindan kesin tiirlerin tanimlanmasi ve vektorliik potansiyellerinin belirlenmesi

onemlidir.
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