T.C.

ADNAN MENDERES UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJI ANABILIM DALI
2017-YL-034

TURKIYE’DE YAYILIS GOSTEREN
ANOPHELES TURLERININ (DIPTERA:
CULICIDAE) MORFOLOJIK VE MOLEKULER
SISTEMATIGI

Ciler KOSLUOGLU

Tez Danismani:
Prof. Dr. Fatih Mehmet SIMSEK

AYDIN






T.C.
ADNAN MENDERES UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGUNE
AYDIN

Biyoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans Programi O6grencisi Ciler Kosliioglu
tarafindan hazirlana Tirkiye’de yayilis gosteren Anopheles tiirlerinin (Diptera:
Culicidae) Morfolojik ve Molekiiler Sistematigi baslikli tez, 04.08.2017 tarihinde

yapilan savunma sonucunda asagida isimleri bulunan jiiri {iyelerince kabul

edilmistir.
Unvani, Ad1 Soyadi Kurumu Imzas1
Bagkan : Prof. Dr. Fatih Mehmet Adnan Menderes
SIMSEK Universitesi
Uye : Prof. Dr. Selim Sualp Hacettepe
CAGLAR Universitesi
Uye Prof. Dr. Oguz Adnan Menderes
TURKOZAN Universitesi

Jiri tyeleri tarafindan kabul edilen bu (tezin tiiri) tezi, Enstitii YOnetim
Kurulunun ......... Sayili karariyla .................... (tarih) tarihinde onaylanmustir.

Prof. Dr. Aydin UNAY
Enstitii Mudiiri






T.C.
ADNAN MENDERES UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGUNE

Bu tezde sunulan tiim bilgi ve sonuglarin, bilimsel yontemlerle yiiriitiilen gercek
deney ve gozlemler gergevesinde tarafimdan elde edildigini, ¢calismada bana ait
olmayan tim veri, diisiince, sonug ve bilgilere bilimsel etik kurallarin geregi
olarak eksiksiz sekilde uygun atif yaptigimi ve kaynak gostererek belirttigimi
beyan ederim.

.l...12017

Ciler KOSLUOGLU






Vii
OZET

TURKIYE’DE YAYILIS GOSTEREN ANOPHELES TURLERININ
(DIPTERA: CULICIDAE) MORFOLOJIK VE MOLEKULER
SISTEMATIGI

Ciler KOSLUOGLU

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Fatih Mehmet SIMSEK
2017, 73 sayfa

Sitma, diinya ¢apinda yillardir etkili olan ve gilinlimiizde de binlerce insanin
oliimiine neden olan en 6nemli vektdr kokenli hastaliktir. Insan sitmasmin
vektorleri Anopheles cinsinde yer alan sivrisinek tiirleridir. Bu nedenle, Anopheles
tiri sivrisinekler, pek ¢ok tilkede sivrisinekler igin siirdiiriilen kontrol ¢alismalarin
ilk hedefi olmuglardir. Sitma ve sitma vektdrleri miicadelesinde dogru hedef tiiriin
belirlenmesi 6nemli oldugundan, Anopheles sistematigi calismalar1 da hizla
artmistir. Tarihsel siire¢ igerisinde birgok iilkede zamanla degisen ve gelisen pek
cok teknik bu ama¢ dogrultusunda kullanilarak, hem Anopheles tiirleri hem de
sitma vektorlerinin belirlenmesi i¢in 6nemli aragtirmalar yapilmistir. Bu ¢alismada
da, iilkemizde bulunan Anopheles tiirlerinin hem morfolojik hem de molekiiler
yontemler kullanarak tespit edilmesi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda
oncelikli olarak, Anopheles tiirlerine ait larva ve ergin 6rnekleri iilkemizin farkli
bolgelerinden ¢esitli entomolojik yontemler kullanilarak Orneklenmis ve
laboratuvar ortaminda morfolojik incelemeleri yapilmstir. Sonraki asamada, hem
morfolojik karakterlerin yeterli olamadigi sistematik sorunlu taksonlarda hem de
diger tiirlerde molekiiler teshis yoOntemlerinden yararlanilarak tiir teshisleri
dogrulanmistir. Molekiiler tiir teshislerinde rDNA ITS2 bolgesi ve mtDNA COI
gen bolgesi verilerinden yararlanilmis ve morfolojik tiir teshislerinin giivenilirligi
molekiiler verilerle test edilmistir. Diger iilkelerde yapilan calismalara ait rDNA
ITS2 bolgesi ve mtDNA COI gen bolgesi verileriyle bu ¢alismadan elde edilen

veriler karsilastirilarak tiir teshisleri dogrulanmisgtir.

Anahtar Kelimeler: Anopheles, COl, ITS2, Morfoloji, Molekiiler sistematik.






ABSTRACT

MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR SYSTEMATICS OF
ANOPHELES SPECIES (DIPTERA: CULICIDAE) DISTRIBUTED
IN TURKEY

Ciler KOSLUOGLU

M.Sc. Thesis, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Fatih Mehmet SIMSEK
2017, 73 pages

Malaria, which has been existed for many years around the world and is still
causing the death of thousands of people, is the most important vector-borne
disease. Human malaria vectors are found in the Anopheles genus of the
mosquitoes. Therefore, in many countries the Anopheles species has been the
primary target for the mosquitoes control efforts. Since the correct determination
of the target species is important for thr control of malaria and malaria vectors,
studies of the Anopheles systematics have increased rapidly. Numerous
techniques, which have been evolved in many countries overtime, used for this
purpose and serious research was done for the determination of both Anopheles
species and malaria vectors. The aim of this study is the identification of the
Anopheles species in our country using both morphological and molecular
methods. For this purpose, initially, larvae and adult samples of the Anopheles
species from different regions of our country were collected by using the
entomological methods and morphological examinations were performed under
laboratory conditions. Then, molecular idendification methods were used for
species verification on the systematically problematic taxa with insufficient
morphological characters as well as on the other species. rDNA ITS2 region and
mtDNA COI gene sequence data were used for molecular identification of the
species and, the reliability of the morphological species identification was tested
using molecular data. Species identification were verified by comparing the results
of this study and the data of rDNA ITS2 region and mtDNA COI gene sequence
studies performed in different countries.

Key Words: Anopheles, COI, ITS2, Morphology, Molecular systematics.
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1. GIRIS

Sivrisinekler (Diptera: Culicidae), Anophelinae ve Culicinae alt familyalari
icermektedir. Diinya genelinde gecerli kabul edilen 3500 kadar tiirii bulunan
6nemli bir Diptera familyasidir (Harbach ve Kitching, 2005). Ciinkii bu tiirlerden
yaklasik 200 kadar1 insanlar i¢in tehlikeli hastaliklarin vektorliiklerini yapmaktadir
(Reinert, 2001). Vektorliikleriyle neden olduklar1 hastaliklarin en yaygin ve en
onemlileri, diinyanin pek cok bolgesinde etkili olan Sitma, Deng hummasi,
Sarihumma, Ensefalitis, Bat1 Nil Atesi, Filariasis gibi hastaliklardir (Lehane, 1991;
Kettle, 1995; Beaty ve Marquart, 1996). Gegmiste ve giiniimiizde insan Sliimlerine
sebebiyet verme bakimindan bu hastaliklarin en etkili olani ise sitmadir.
Sivrisineklerin vektorligiinii yaptig1 sitma yiiziinden diinyada her y1l 500 milyon
kisi bu hastalikla enfekte olmakta ve bunlardan 1 milyondan fazlasi yasamim
yitirmektedir. Sitma, Anopheles cinsinde yer alan bazi tiirlerinin Plasmodium
tiirlerine vektorlilk yapmalart sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Martens ve Hall, 2000).
Anopheles cinsi 500 kadar tiir igermektedir ve bunlarin 70-80 kadar1 insanlar i¢in
etkin sitma vektorudiir (Harbach, 2004). Sitma epidemiyolojilerine bakildiginda
ozellikle tropikal ve subtropikal boélgelerde yasayan insan topluluklari bu
hastaliktan en ¢ok etkilenenlerdir. Ulkemiz cografik konumu, ekolojik dzellikleri,
sosyo-ekonomik durumu nedeniyle sivrisinekler i¢in uygun yasam sartlarimi ve
ortamlarin1 saglamaktadir. Ayrica, lilkemiz, cografi komsularindaki sosyolojik,
etnik, savas gibi toplumsal gelismeler nedeniyle yogun olarak ortaya ¢ikan insan
hareketliliklerine bagli olarak sivrisineklerin vektorliiglini yaptigi hastaliklarin
yayilabilecegi ve frekanslarini arttirabilecegi bir bélge konumundadir. Tiirkiye’de
1940 yilindan 2009 yilina kadar olan dénemde sitma en tehlikeli vektor kaynakli
halk sagligi sorunu olmustur. Uzun yillar siiren kimyasal agirlikli miicadele
caligmalart sonucunda vaka sayilar1 olduk¢a azalmis ve son zamanlarda az sayida
sitma vakasi sadece Gilineydogu Anadolu bolgesinden rapor edilmistir (Dogan vd.,
2010; Simsek vd., 2010). Bununla birlikte 6zellikle de iilkemize sitma endemik
diger bolgelerden (Suriye, Irak, Afganistan gibi) cok sayida insanin gelip
gitmesine bagli olarak sitma hastaliginin yeniden artisa gegme olasiligi ortaya
cikmistir. Bu nedenle, 6zellikle de gogmen statiisiindeki insanlarin diizenli olarak
kontrol edilmesi 6nemli hale gelmistir. Diger taraftan, sitmanin epidemiyolojisini
anlamak i¢in bu hastaligin esas olarak dinamikleri iizerine de c¢alisgilmalidir
(Rubio-Palis, 1994).



Vektorlerin vektorel kapasitelerinin Saptanmasi endemik bdlgelerdeki sitma
transmisyon oranlarinin olgiilmesinde kullanilan en 6nemli yaklasimlardan bir
tanesidir (Lee vd., 2001). Bununla birlikte 6nemli diger bir konu sitma vektorii
tirlerinin dogru tiir teshisleriyle tanimlanmalar1 ve cografi dagilim alanlarmin
belirlenmesidir. Ciinkii sivrisineklerde tiir diizeyinde davranis ve ekoloji ¢ok fazla
degiskenlik gostermektedir (Jetten ve Takken, 1994). Bu durumda miicadele
hedefi sitma vektorii tiire karsi siirdiiriilecek ¢alismalarin basarisimi dogrudan
etkilemektedir. Bu nedenle, ilkemizdeki sitma vakalarimin azaltilmasi ya da
onlenmesi ¢aligmalarinda Tiirkiye'nin Anopheles faunasini belirlemek 6ncelikli bir
konu olmustur ve bu amag¢ dogrultusunda &zellikle de iilkemizin sitma endemik
bolgelerinden toplanan/yakalanan Anopheles orneklerinin tiir tamimlart igin
morfolojik incelemeye dayali bircok arastirma yapilmistir (Parris, 1959;
Postiglione vd., 1970; Postiglione vd., 1972; Kasap ve Kasap, 1983; Merdivenci,
1984; Alten vd., 2000; Simsek, 2006). Vektor kontrolii amaciyla Anopheles tiirleri
iizerinde bir dizi diger destekleyici c¢aligmalarda tiir tanimlama galigmalarina
paralel olarak siiriidiiriilmistiir. Bu kapsamda, vektor tiirlerde insektisit direng
Seviyelerini belirleyen ¢alismalar (Kasap vd., 1992, 2000; Luleyap vd., 2002;
Alten vd., 2003), laboratuvar kolonilerinin olusturuldugu ¢alismalar (Kasap ve
Kasap, 1983b; Simsek vd., 2005; Yurttas ve Alten, 2006), ekolojik (Kasap, 1986;
Simsek, 2006) ve etiyolojik (Demirhan ve Kasap, 1995; 1996) calismalar
yapilmigtir. Ancak, morfolojik incelemeye dayali yapilan calismalar iilkemiz
Anopheles faunasini uzun yillar kesin olarak ortaya koyamamustir. Ciinkii iilkemiz
Anopheles tiirlerinden bazilarinin sibling tiir grubunda bulunmaktadir ve bu durum
zamanla gelisen farkli tekniklerin tlir tamimlamasinda kullanilmasiyla
anlasilabilmistir. ~ Dolayisiyla ~ sadece  morfolojik  karakterlere  dayali
degerlendirmeler calisilan bolgeye, 6rnek toplama sekline ve hatta aragtirmaciya
gore genellikle farkli sonuglart ortaya koymustur. Bu nedenle, tlkemizin
Anopheles faunasinin belirlenmesi ile ilgili yapilan ¢alismalar olduk¢a onemli
olmakla birlikte, uzun yillar yeterli olamamis ve tiir diizeyinde tartigmalar
siiregelmistir. Son yillarda ise molekiiler tiir teshis yontemlerindeki hizli
gelismeler, tlilkemizdeki calismalari da yonlendirmis ve bu yontemlere dayal
yapilan calismalar sonucunda Palearktik bolgede 11 sibling tiir iceren
Maculipennis kompleksinin iilkemizde Anopheles maculipennis s.s., An.
sacharovi, An. melanoon tiirlerinin varligin1 dogrulamistir (Simsek vd., 2011,
Sevgili ve Simsek, 2012). Bu calismalar Anopheles sistematiginde molekiiler
tekniklerin yararli olacagini gostermistir. Bununla birlikte, molekiiler tekniklerin



her zaman uygulanmasinin gerekli olup olmadigi, uygulamanin maliyeti ve teknik
yeterliligin uygun olmasi gibi nedenlerle morfolojik yontemlere gore avantajli
olup olmadigi tartisma konusu olmustur. Giiniimiizde ise hem morfolojik hem de
molekiiler tekniklerin birlikte kullanildigi ve sistematik ¢oziimlemelerin her iki
yontemden elde edilen verilerle desteklendigi pek ¢ok calismanin
gerceklestirildigini gormekteyiz.

Bu kapsamda planlanan ve gerceklestirlen bu Yiiksek Lisans Tez calismasi
kapsaminda da tilkemizde bulunan Anopheles tiirlerinin hem morfolojik hem de
molekiiler yontemler kullanarak tespit edilmesi amaglanmistir,. Bu amag
dogrultusunda oncelikli olarak, Anopheles tiirlerine ait larva ve ergin 6rnekleri
iilkemizin farkli bolgelerinden 6rneklenmis ve laboratuvar ortaminda morfolojik
incelenmeleri yapilmistir. Sonraki asamada, hem morfolojik karakterlerin yeterli
olamadig1 sistematik sorunlu taksonlarda ve hem de diger tiirlerde molekiiler
teshis yontemlerinden yararlanilarak tiir teshisleri dogrulanmistir. Molekdiler tiir
teshislerinde rDNA (ribozomal DNA ) ITS2 (second internal transcribed spacer)
gen bolgesi ve mtDNA (mitokondriyal DNA) COI (cytochrome ¢ oxidase subunit
1) gen bolgeleri verilerinden yararlanilmis ve morfolojik tiir teshislerinin

giivenilirligi molekiiler verilerle test edilmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Tiirkiye Sivrisinek Faunasi1 Arastirmalar1 ve Anopheles Tiirleri

Ulkemizde sivrisinek tiirlerini belirlemek amaciyla yapilan arastirmalar 1920'li
yillarda baslamis ve 1930-1950 yillarinda yapilan arastirmalar ile sivrisinek
faunas1 agisindan belirli bir diizeye ulasilmustir. Ozellikle de sitma vektdrii
olmalar1 nedeniyle bu c¢alismalarda daha ¢ok Anopheles tiirleri {izerine
yogunlasilmigtir. Ulkemizde o yillardaki yiiksek sitma insidansi goz &niine
alindiginda bu yaklasim tarzi son derece yararli olmus ve sitma sorununun
¢coziimiine yonelik onemli bilgiler elde edilmistir. Bu dénemde, Akalin (1936) ve
Irdem (1940, 1943)'in ¢aligmalariyla An. maculipennis Meigen, 1818 kompleksine
ait bazi tirler de dahil olmak iizere iilkemizde ilk kez tespit edilen 10 kadar
sivrisinek tiirliniin varligi bildirilmistir. Daha sonraki yillarda, {ilkemizin sivrisinek
tiirlerinin belirlenmesine yonelik en kapsaml bilgiler, Parrish (1959)'in 1958-1959
yillarinda yaptig1 arastirma sonuglarinda verilmistir ve Tiirkiye sivrisinek
faunasinin 7 cinse bagli toplam 55 sivrisinek tiiriinden olustugu ortaya
konulmustur. Sonraki yillarda, Postiglione vd., (1973) yaptiklar1 ¢alismada,
tilkemizdeki Anopheles cinsi tiirlerinin dagilimmi ve daha 6nce varligi bildirilen
Anopheles tiirlerininin sistematik gegerliligini tartigmiglardir. Gergeklestirilen bu
caligmalara paralel olarak sitma miicadele calismalari da yogun bir sekilde
siirdiiriilmiis ve sitma artis1 kismen kontrol altina alinmistir. Buna bagli olarak da
sivrisinek sistematigi lizerine yapilan ¢aligmalar da belirgin olarak azalmigtir. Bu
nedenle uzun bir siire, iilkemizin sivrisinek faunasinin belirlenmesine yonelik
aragtirmalar, derlemeler (Erel, 1973; Kasap, 1979; Kasap vd., 1981; Merdivenci,
1984; Sahin, 1983,1984; Alptekin, 1991; Alptekin ve Kasap, 1997; Alten, 1993;
Bosgelmez vd., 1994,1995; Aldemir, 1997; Simsek, 1997, 2004a) yapilmis
olmakla birlikte, bu caligsmalar genellikle kii¢iik 6lgekli bolgesel incelemeler ve
daha once yapilan ¢aligmalarin bir degerlendirilmesi seklinde ya da belirli tiirlerin
populasyon 6zelliklerinin analizi bigiminde olmustur. Bununla birlikte her yeni
calisma Tiirkiye sivrisinek faunasinin tespitine ve hatalarin giderilmesine énemli
katkilar saglamistir. Sahin (1983, 1984), Antalya ve g¢evresinde yaptigi
aragtirmalarda Anopheles, Aedes, Culex ve Culiseta cinslerine ait 28 tiir tespit
etmis ve Aedes cretinus Edward, 1921 tiriinii iilkemiz i¢in yeni kayit olarak
vermigtir. Boggelmez vd., (1994, 1995)nin Mugla-Ortaca-Dalaman bdolgelerinde
ve Antalya c¢evresinde yapmis olduklari arastirmalarda Anopheles, Aedes, Culex ve



Culiseta cinslerine ait 35 tiir tespit edilmistir. Alten ve Bosgelmez (1996, 1997)'in
Mugla-Ortaca-Dalaman bolgelerindeki arastirmalarinda, Culex cinsi incelenmis ve
14 tlirtin varlig1 saptanmistir. Bu kapsamda en son degerlendirme Ramsdale vd.,
(2001)'de yapilmis ve daha Once iilkemizin sivrisinek faunasini belirlemeye
yonelik c¢alismalarin sonuglar1 tartisilmistir. Bu calismada, Anopheles, Aedes,
Culex, Culiseta, Coquillettidia, Ochlerotatus, Orthopodomyia ve Uranotaenia
cinslerine ait 48 tiiriin varlig1 bildirilmis olmakla birlikte, daha 6nceki ¢alismalarda
tespit edilen An. melanoon, An. multicolor, An. sergentii, Aedes aegypti ve
Lasiosiphon adairi tiirlerinin siipheli, hatali ya da dogrulanmamis kayitlar
oldugunu ortaya koymuslardir. Aldemir vd., (2009)’nin 6zellikle de yiiksek irtifa
sivrisinek tiirlerine yoOnelik olarak iilkemizin Kars-Igdir bdlgelerinde yapilan
aragtirmalarla, Tirkiye sivrisinek tiir listesine 5 tanesi Ochlerotatus cinsine, 1
tanesi de Culiseta cinsine ait olmak {izere 6 yeni sivrisinek tiirii kayit edilmistir.
Ulkemizde 2000’li yillarin basina kadar devam eden bu arastima periyodunda
Tiirkiye sivrisinek tiirlerinin tespiti ve dagilim alanlarinin  belirlenmesi
caligmalarinda sadece morfolojik karakterlerden yararlanilmistir. Morfoloji temelli
bu caligmalar soucunda iilkemizinde sivrisinek tiir sayist1 54 olarak kabul
edilmistir. Ancak, diger lilkelerdeki sivrisinek sistematigi konusunda yapilan
caligmalar degerlendirildiginde, iilkemiz sivrisinek faunasinda yer alan bazi tiirler
icin ve oOzellikle de bazi sibling tiir gruplarinda yer alan tiirler i¢in sistematik
sorunlar ve hatali tanimlamalar yapilmis olabilecegi anlagilmistir. Bu kapsamda
yapilan 6n degerlendirmeleri sonucunda da, sistematik sorunlarin Tirkiye
sivrisinek faunasinda sadece Anopheles tiirleriyle ilgili olmayip diger tiir, cins ve
gruplarda da cesitli tartismali durumlarin olabilecegine dair de bilgiler elde
edilmistir. Ornegin, iilkemizden daha onceki caligmalara gore Ochlerotatus
caspius caspius ve Ochlerotatus caspius dorsalis olarak iki alt tir seklinde
bildirilen sivrisinekler sonraki zamanlarda Ochlerotatus caspius ve Ochlerotatus
dorsalis olarak iki ayr tiir olarak kabul edilmis ve her iki tlriin de iilkemizde
varligi bildirilmigtir. Ancak, bugiin pek c¢ok lokalitede yapilan c¢aligmalarda
Ochlerotatus caspius siklikla orneklenirken, Ochlerotatus dorsalis tiirii
ormeklenememektedir ve tiiriin varligina dair tartigmalar artmaktadir. Diger bir
sorunlu olabilecegi diistiniilen tiir Aedes cretinus tiriidir. Patsoula vd., (2006),
Yunanistan'da Aedes cretinus tiiriiniin sistematik durumunu incelemisler ve ITS2
ve COI ile yapilan molekiiler caligmalarin sonuglariyla Aedes cretinus oldugunu
diistindiikleri bazi1 6rneklerin aslinda Aedes albopictus oldugunu bulmuslardir. Bu
iki tiiriin morfolojik olarak ayirt edilebilmekle birlikte benzerliklerinin de fazla



olmasi nedeniyle hatalar yapilabildiginden, iilkemizde yeni kayit olarak ilk kez
1984 yilinda bildirilen (Sahin, 1984) Aedes cretinus tiiriiniin de yeniden 6rnekler
bulunarak degerlendirilmesinin gerekliligi anlasilmistir. Benzer sekilde Anopheles
tiirleriyle de ilgili olarak g¢esitli sistematik sorunlar olabilecegi anlasilmistir.
Ozellikle de, An. hyrcanus ve An. maculipennis tiir gruplar1 bu kapsamda iizerinde
¢ok durulan gruplar olmustur. Kanat desen oOzelliklerinin benzemesi nedeniyle
yine siklikla hatali teshisleri yapilan iki tiir An. superpictus ve An. pulcherrimus
tirleri olmustur (Postiglione vd., 1973). Her iki tiirin de Tirkiye'de sitma
vektorligiinde etkili olduklar1 kabul edilmesine ragmen morfolojik 6zelliklerine
gore yapilan gegmis yillardaki tanimlamalarinda hatalar yapilmistir. Ozellikle de
Anopheles tiirleriyle ilgili yapilan hatalar, uzun yillar ¢6ziimsiz kalmis ve
tartigmalar devam etmistir. Oysa sitmanin tehlikeli bir sorun oldugu tilkemizde
Anopheles tiirlerin hangi bolgelerimizde bulundugunun bilinmesi (birgogu sitma
vektoriidiir) oldukca 6nemlidir. Ciinkii simpatrik sibling tiirler olsalar da, beslenme
davraniglari, sitma parazitine karsi duyarliliklar1 ve buna bagh olarak da vektor
kapasiteleri oldukg¢a farklilik gostermektedir (Jetten ve Takken, 1994). Benzer
sorunlar diger lilkelerde de yasanmis olmakla birlikte, yeni tekniklerin kullanildigi
caligmalarin yapilmasiyla bu sorunlar hizla ¢6ziilmeye baslamigtir. Bu kapsamda,
ornek teskil eden ilk ¢aligmalar, Hyrcanus ve Maculipennis gruplari i¢in yapilan
caligmalardir. Hyrcanus grubunda yapilan ¢alismalarla morfolojik olarak ¢ok farkli
karakter sergilemeyen 29 tiir (cogunlugu sitma vektorii) tespit edilmistir. Tir
grubunun An. hyrcanus Pallas, An. pseudopictus ve An. chodukini Martinii tiirleri
Bati Palearktik Bolge'de, digerleri Dogu Palearktik ve Oriental Bolge'de
bulunmaktadir (Harbach, 2004; Rueda, 2005). Son zamanlarda yapilan molekiiler
calismalar sonucunda da gruba dahil dért tiiriin iran'da, bes tiiriin de Japonya'da
bulundugu saptanmistir. Ulkemizde ise gruba ait hangi tiirlerin bulundugu ya da
bulunmadigi bilinmemektedir ve farkli morfolojik formlar1 (farkli tiirler olmalari
miimkiin) iceren An. ‘hyrcanus' seklinde kullanim yaygindir (Ramsdale, 2001;
Ramsdale vd., 2001). Benzer sekilde Tirkiye'deki An. maculipennis kompleksine
ait taksonomik durum da uzun yillar morfolojik karakterlere dayanan sistematik
calismalarla ¢oziimlenememistir. Tiirkiye'nin farkli bolgelerinden toplanan
Anopheles 6rnekleri yumurta morfolojisi ve sitogenetik 6zelliklerine bagl olarak
incelenmistir (Postiglione vd., 1970). Bu ¢aligmanin sonucunda daha dnceden An.
messeae olarak tanimlanan tiiriin aslinda An. subalpinus oldugu kaydedilmistir.
Daha sonraki c¢alismalar da ise An. subalpinus tiriiniin yumurta morfolojisi
bakimindan benzerliklere dayali olarak An. melanoon tiiriiniin bir alt tiirii oldugu



kabul edilmistir (Kasap ve Kasap, 1983a; Postiglione vd., 1973; Ramsdale ve
Haas, 1978).

Tiirler arasindaki biyolojik farkliliklar, habitat se¢imleri, beslenme tercihleri ve
vektorliik kapasitelerindeki farkliliklardan dolayr An. maculipennis 1930’1u
yillarda heterojen bir takson olarak kabul edilmistir (Hackett, 1934). Bu
farkliliklar g6z Oniine alinarak tiirler birbirlerinden ayirt edilmeye calisilmistir.
Falleroni (1926), Maculipennis kompleks tiirlerini laboratuvar kiltiirii olarak
yetistirmis ve populasyonlarin yumurtalarindaki belirgin koriyon desenlerinden
yararlanarak taksonlarin farkli biyolojilerini ve farkli morfolojilerini tanimlamistir.
Martini vd., (1931), Van Thiel (1933) ve Hackett ve Missiroli (1935)
Maculipennis kompleksi hakkinda daha fazla 6zellik tanimlamislar ve 1930’larin
sonunda (Bates, 1940) An. maculipennis kompleksinin tiirleri ayirt edilmistir.
Calismalarda iireme ve beslenme davranislarimin karsilastirilmalart kullanilmas,
farkl: tiirlerin sitotaksonomik methodlar veya enzim elektroforezi ile farkliliklar:
tanimlanmistir (Stegnii ve Kabanova, 1976; Bullini ve Coluzzi, 1978; Suzzoni-
Blatger vd., 1990). Sibling tiirler arasinda baglanti kurularak ergin ve disiler
arasindaki bazi morfolojik farkliliklar bulunmustur (White, 1978). Disiler,
kanatlar tGstiindeki belirli bolgelerde renksizlik olmasiyla, erkekler de dig taraftaki
claspette lobunun iizerindeki dikeninin uzunlugu ile ayirt edilebilmislerdir.
Larvalar ise abdominal segment IV ve V’in ilizerindeki 4. antepalmat setanin
bastanbasa bir kol olusturmasiyla ayirt edilebilmistir. Ancak, zamanla incelenen
ornek sayisiin artmasina paralel bu karakterlerin de ¢ok degisken oldugu ve tiir
ayriminda giivenilir olmadigi anlagilmistir. Dolayistyla, Maculipennis kompleksi
tirlerinin ayriminda morfolojik teshisler uzun yillar yumurta karakterisligine
oldukca bagimli kalmustir. Ulkemizde An. maculipennis kompleksi ile ilgili
yumurta morfolojisi kullanilarak yapilan c¢aligmalarda, komplekse ait An.
maculipennis s.s., An. sacharovi, An. subalpinus, An. melanoon ve An. messeae
tirlerinin varligr bildirilmistir (Parris, 1959; Merdivenci, 1984). Alten vd.,
(2000)’nin Tiirkiye’nin sitma vektorleri iizerine yaptiklar1 analizlerde de An.
maculipennis s.s., An. sacharovi ve An. subalpinus tiirleri Maculipennis kompleksi
tiirleri olarak verilmistir. Ramsdale vd., (2001) ise komplekse ait yalnizca
Anopheles maculipennis s.s., An. sacharovi, An. subalpinus tiirlerinin tilkemizde
bulundugunu ve An. subalpinus’un An. melanoon’un bir alt tiirti oldugu goriisiine
slipheyle yaklasilmig ve An. subalpinus yeni farkli bir tiir olarak kabul edilmistir.
Benzer sekilde, son yillarda gelistirilen molekiiler tekniklerin uygulanamadigi
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donemlerde bu sibling tiir grubunun taksanomik olarak tanimlanmasi hemen
hemen biitlin i{ilkelerde 6nemli bir sorun olmustur. Ciinkii yumurta, larva ve
erginler morfolojik o6zelliklerine gore tanimlanmasi olduk¢a zordur hatta bazi
durumlarda, hemen hemen imkénsizdir (Linton vd., 2002c; Nicolescu vd., 2004;
Patsoula vd., 2007). Sorunun ¢oziimiinde, hibritlesme, kromozomal ve isoenzim
analizleri gibi degisik yontemler gelistirilmesine karsilik, tiirlerin ayrimimda
yumurta morfolojisi standart bir yontem olarak kalmistir. Ancak, yumurtalarda
ylizgeclerin bulunup bulunmamasi gibi morfolojide ortaya cikabilen mevsimsel
farkliliklar, yumurta yiizey desenlerinde ortaya g¢ikabilen tiir igi varyasyonlar ve
simpatrik tiirlerdeki desen benzerlikleri gibi nedenlerle bu yontem de her zaman
giivenilir sonuglar verememistir (Marinucci vd., 1999; Linton vd., 20023,
Sedaghat vd., 2003). Ciinkii agirlikli olarak yumurta morfolojisine dayandirilarak
yapilan bu tiir tamimlamalari, yumurta morfolojisinin politipik bir karakter

olmasinin anlasilmasiyla giivenilir bulunmamaktadir.

Son yillarda gelistirilen molekiiler teknikler ile tiir teshislerine yonelik sistematik
caligmalarda, tiirlerin zoocografik dagilimlarina yonelik arastirmalarda ve
populasyon genetigi analizlerinde olduk¢a hizli ilerlemeler kaydedilmistir. Bu
yenilikler, bilgisayar programlarmin kullanimi ile daha etkili hale gelmis ve
biyolojik hiyerarsi hakkinda yararli olmustur (Jarne vd. 1996). Bu gelismeler
dogal olarak sivrisinek sistematigi c¢aligmalarina da onemli katki saglamistir.
Ornegin, sibling tiir kompleksleri icin biitiin tiirlerde orta ve yiiksek degiskenligi
olan genom bdlgelerinin dizi analizlerinin yapildigt DNA calismalariyla sibling
tirler arasindaki molekiiler farkliliklarin saptanabilmesi miimkiin olmustur ve bu
caligmalarla tiir komplekslerindeki taksonomik sorunlarin ¢oziimiinde Onemli
basarilar elde edilmistir (Proft vd., 1999; Bortel vd., 2000; Naddaf, 2003; Marrelli
vd., 2005; Chen vd., 2006; Goff vd., 2006; Torres vd., 2006). Béylece, Anopheles
genusundaki yiliksek filogenetik caligmalar hizlanmis ve 6zellikle de hem yiiksek
seviyedeki taksonomik sorunlara odaklanilmig (Krzywinski vd., 2001, Sallum vd.,
2002, Sallum vd., 2000) hem de o6nemli sitma vektorleri ve onlarin benzer
taksonlariyla aralarindaki iliskiye agiklik getirmeye g¢alisilmigtir (Anthony vd.,
1999; Garros vd., 2004; Harbach, 2004; Marshall vd., 2005).

Molekiiler tiir teshislerinde rDNA ITS2 bolgesi ve mtDNA COIl geni verilerinden
yararlanilmaktadir. Organizmalarin mtDNA COI gen bdlgeleri kullanilarak,
Neighbor joining (NJ) yontemi ile yakin akraba tiirlerin karsilastirilmasini temel
alan bu yontemin adi DNA barkodlama yontemidir. COI alt birimi Anopheles



filogenilerinin kurgulanmasinda sik sik kullanilan bir mitokondriyal protein
genidir (Marshall vd., 2005, Mohanty vd., 2009, Sallum vd., 2002). Ayrica, ITS2
gen dizilerinin hizalanmasi, evrimsel olarak arastirmalarda daha fazla yarar

sagladigindan ikinci gen yapilarinin belirlenmesinde yardimci olmaktadir.

Bu kapsamda yapilan c¢alismalardan en Onemlilerinden biri An. maculipennis
kompleksi iizerine yapilan ¢aligmalardir. An. maculipennis kompleksi i¢in niiklear
DNA (nDNA) ITS2 bolgesi ve mtDNA COI gen bolgesi dizileri kullanilarak
yapilan g¢aligmalarla bu kompleks ile ilgili olarak bir¢cok taksonomik sorunun
¢ozlilmesi saglanmigtir (Proft vd. 1999; Marinucci vd., 1999; Romi vd., 2000;
Linton vd., 2001b; Boccolini vd., 2003). Ozellikle de, Yunanistan'da (Linton vd.,
2002a), Iran'da (Sedaghat vd., 2003) ve Romanya'da (Nicolescu vd., 2004) yapilan
molekiiler ¢aligmalar iilkemiz agisindan olduk¢a 6nemlidir. Sedagnat vd., (2003),
Iran'da, rDNA ITS2 dizi analizleri ile An. maculipennis kompleksini
degerlendirmisler ve daha 6nce varlig1 (yumurta morfolojisine gore) bildirilen An.
maculipennis s.s., An. sacharovi, An. messeae ve An. melanoon tiirlerinden sadece
An. maculipennis s.s. ve An. sacharovi tiirlerinin oldugunu belirlemislerdir.
Arastirmacilar ayn1 zamanda diinyada ilk kez molekiiler teknikler kullanilarak
tanimlanan ve adlandirilan ilk sivrisinek tiiri olan An. persiensis'i yeni bir tiir
olarak bildirmislerdir. Nicolescu vd., (2004), rDNA ITS2 ve mtDNA COI geni ile
yaptiklart molekiiler ¢alisma sonucunda Romanya'da daha once varlig: bildirilen
An. maculipennis s.s., An. sacharovi, An. atroparvus ve An. messeae tiirlerine ek
olarak, An. melanoon ve An. daciae (kompleksin yeni tiirii olarak verilmistir)
tiirlerinin de bulundugunu belirlemislerdir. Yunanistan'da da benzer sekilde Linton
vd., (2002a) tarafindan An. maculipennis ve An. messeae tiirlerinin varligi
bildirilmigtir. Linton vd., (2002c)’nin Yunanistan’daki diger ¢alismalarinda, elde
edilen An. subalpinus tiiriiniin ¢izgili yumurtasiyla, An. melanoon tiirtiniin tipik
siyah yumurtasinin farkliliklar gostermesine ragmen, tiirlerin NDNA 1TS2 gen
dizilerini incelediginde An. subalpinus ile An. melanoon’un sinonim olduklari
kanmitlanmistir. An. maculipennis kompleksine ait iilkemizde yapilan galismada,
Gilineydogu Anadolu bdlgesinden toplanan orneklerin  ITS2 dizi verileri
kullanilarak bu tespitin dogrulugu arastirilmustir (Simsek vd., 2011; Sevgili ve
Simsek, 2012). Tirkiye’nin farkli bolgelerinde 70 lokaliteden An. maculipennis
kompleksine ait 6rnekler kullanilarak 200 1TS2 bolgesi dizisi elde edilmis ve bu
diziler GenBank’taki mevcut dizilerle karsilastirilmistir. Bunun sonucunda bu
orneklerin 53% (106) An. maculipennis s.s, 2.5% (5) An. melanoon ve 44.5% (89)
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An. sacharovi olarak tanimlanmistir. Boylece An. melanoon’un Tiirkiye’deki
varlig1 ITS2 dizilerine dayanan bu ¢alismada tespit edilmistir.

Tiir ayriminda kullanilan bu molekiiler yontemlerin yararliliginin goriilmesi
iizerine pek c¢ok calisma farkli kita ve iilkelerde farkli tiir gruplariyla da
yapilmistir. Ornegin, Giiney Afrika’daki Anopheles tiirlerinin filogenilerini
saptamak amaciyla yapilan arasgtirmada, tirlerin vektér olup olmadiklar1 ve
antropofilik-zoofilik tercihlerinin belirlenmesi oncelikli amag olarak saptanmasi
amaclanmistir. Ancak, tiirler arasinda morfolojik benzerlik 6nemli bir sorun teskil
ettiginden molekiiler ¢aligmalar yapilmasi gerekli olmustur. An. gambiae, An.
arabiensis ve An. quadriannilatus, An. gambiae kompleksinde yer alirlar ve Afrika
boyunca genis dagilima sahiptirler. An. arabiensis kurakliga ¢ok toleransh iken
An. gambiae nemli alanlarda bulunur (Gillies ve DeMeillon 1968). An. gambiae
yiiksek derecede antropofiliktir ve Sahra Alti Afrika’daki en Onemli sitma
vektoriidiir (Gillies ve DeMeillon 1968, White vd., 1972). Lokalisyona bagl
olarak An. arabiensis antropofilik degiskenlik gosterebilir ve bu tiir Giiney
Zambiya’da basglica antropofilik tiirdiir (Fornadel vd., 2010a; Kent vd., 2007) ve
bu bolgedeki ana sitma vektortidiir. An. quadriannulatus tiirtiniin tamamina yakini
zoofiliktir ve bu yiizden sitma vektorii degildir. An. pharoensis ve An. squamosus
(Cellia serisi) tiirleri zoofilik olduklarindan dolayr genelde vektor gibi
diisiiniilmezler. Ancak An. squamosus tiiriine ait sineklere diseksiyon yapildiginda
Tanzanya (Gillies, 1964) ve Zimbabve’deki (Gillies ve DeMeillon 1968)
tarlalardan toplanan sivrisineklerin Plasmodium sporozoitleri tasidiklart bulunmusg
ve bu tire ait sivrisineklerin Zambiya’da insanlardan kan emdikleri de
goriilmistiir (Fornadel vd., 2010b). An. pharoensis tiirii Misir’daki en 6nemli
vektordiir (Barber ve Rice, 1937), Kamerun’un baz1 bdlgelerinde de goriilmektedir
(Antonia-Nkondjio vd., 2006) ve Senegal’de tilkedeki en énemli olan ikinci vektor
olan tiirdiir (Dia vd., 2008). An. longipalpis’in tamamina yakin1 zoofiliktir (Gillies
ve Demeillon, 1968) fakat endofilik 6zellik gosterebilmektedir. An. funestus s.s.
tird ile kolayca karistirilabilmektedir (Kent vd., 2007). Yeni kriptik iki tiir An.
funestus ve An. rivulorum ITS2 sekans farkliliklarina bagli olarak kesfedilmistir
(Cohuet vd., 2003; Spillings vd., 2009). Giiney Zambiya’daki aragtirmalarda bu iki
tirtin sibling tiir oldugu belirtilmistir (Spillings vd., 2009). Fakat yapilan baska bir
aragtirmayla An. rivulorum ve An. funestus tiirlerinin simpatrik tiir oldugu ve
cografik farkliliklardan dolayr bu tiirlerin ayr tiirler olarak gosterildigi
kanitlanmistir (Norris ve Norris, 2015).



11

Filiz (2015), 34 ilden topladigi 6.318 sivrisinegi morfolojik olarak teshis etmis ve
bu orneklerin 1.015 tanesinin COI gen bdlgesi dizi analizlerini elde etmistir. Bu
caligma sonucunda Tiirkiye’de bulunan sivrisinek tiir sayisi1 62’ye yiikselmis ve
Tiirkiye’den ilk kez An. hyrcanus var. pseudopictus’un varligi bildirilmistir.

Ulkemizde yapilan morfolojik ve molekiiler ¢alismalar sonucunda, Tiirkiye'nin
cesitli bolgelerinden toplanan Anopheles tiirlerinin yumurta, larva ve ergin
ornekleri morfolojik karakterleri analiz edilerek 10 tane Anopheles tiirii
tanimlanmigtir. Bu tiirler, An. sacharovi, An. algeriensis, An. melanoon
subalpinus, An. superpictus, An. claviger, An. hyrcanus, An. marteri sogdianus,
An. maculipennis, An. plumbeus ve An. pulcherrimus tiirleridir.

Bircok iilke dncelikle kendi bolgelerindeki sivrisinek faunasina yonelik sistematik,
zoocografik arastirmalar yapmakta, epidemiyolojik ve sosyolojik yeni projeleri
planlamakta ve bu ¢aligmalardan elde edilen tiim verilerle olasi tehlikelere karsi
miicadele stratejileri gelistirmektedirler. Bu kapsamda gerceklestirilen ¢alismalarin
en onemlileri giivenilir sistematik c¢aligmalar, tiirlerin dagilim modellerini ortaya
koyan aragtirmalar ve populasyon yapisina yonelik analizlerdir. Boylece, dogru tiir
teshisleriyle, dogru alanda, uygun miicadele stratejileri uygulanabilmektedir. Aksi
durumda ise tiir teshisinin yanlighgi ozellikle de sitma vektdrii gibi tirlerin
miicadelesini etkisiz kilmakta bu da hastaliklarin hizla yayilmasina neden

olmaktadir.
2.2. Tiirkiye Anopheles Tiirlerinin Dagilimlari ve Biyolojik Ozellikleri

Tirkiye’de  bulunan  Anopheles tiirlerinin = diinya {izerindeki  dagilimi
Www.mosquitocatalog.org veri tabani kaynaklari esas alinarak hazirlanmistir.

An. algeriensis Theobald, 1903: Afganistan, Arnavutluk, Cezayir, Avusturya,
Bosna-Hersek, Bulgaristan, Hirvatistan, Misir, Estonya, Fransa, Giircistan,
Almanya, Yunanistan, Macaristan, Iran, Irak, Irlanda, Israil, italya, Urdiin,
Kirgizistan, Liibnan, Libya, Makedonya, Moldova, Fas, Portekiz, Rusya, Ispanya,
Isvec, Suriye, Tacikistan, Tunus, Tiirkiye, Ukrayna, Birlesik Krallik, Sirbistan ve
Karadag’da tespit edilmistir. An. algeriensis’in tireme yerleri genelde batakliklar,
bitki oOrtlisii fazla olan yavas akan dereler ve sizint1 sularda bulunurlar. Az tuzlu
sularda yogun olarak bulunurlar. Larvalarin yasam alanlarinda genellikle An.
maculipennis ve Uranotaenia unguiculata larvalari da bulunur. Kis aylarinda larva
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doneminde kiglarlar. Baz1 bolgelerde kis doneminde hem larvalar hem de erginler
bulunabilir. Eginler ekzofil ve zoo-antropofildirler. Nadiren ev veya ahir gibi
kapali alanlara girerler. En yogun oldugu donemlerdeki ilkyaz ve giiz aylarinda
genellikle sazlik ve su bitkileri bol olan yerlerde saldirirlar (Merdivenci, 1984;
Snow, 1999; Becker vd., 2003).

An. claviger Meigen, 1804: Afganistan, Arnavutluk, Ermenistan, Avusturya,
Azerbaycan, Beyaz Rusya, Belgika, Bulgaristan, Cin, Hirvatistan, Kibris, Bosna-
Hersek, Cek Cumhuriyeti, Danimarka, Estonya, Finlandiya, Fransa, Giircistan,
Almanya, Yunanistan, Macaristan, Iran, Irak, Irlanda, Israil, Italya, Urdiin,
Kirgizistan, Letonya, Liibnan, Litvanya, Liiksemburg, Makedonya, Moldova, Fas,
Hollanda, Norveg¢, Pakistan, Polonya, Portekiz, Romanya, Rusya, Slovakya,
Slovenya, Ispanya, Isvec, Isvigre, Suriye, Tacikistan, Tunus, Tiirkiye,
Tiirkmenistan, Ukrayna, Birlesik Krallik, Ozbekistan, Sirbistan ve Karadag’dan
bildirilmistir. An. claviger, ekzofil davranig gosterirler ve genellikle zoofiliktir
fakat hayvansal kaynaklarin yetersiz oldugu durumlarda insan kaynakl
beslenmeye egilim gostermektedir. Bu ylizden her ne kadar Tiirkiye’de birincil
sitma vektdrii olmasa da bilyilk 6nem tasimaktadir. Ozellikle de, ormanlik
alanlardaki sitmanin en 6nemli vektoriidiir. Simsek (2006), Sanlurfa’nin Siverek
ilcesinde An. claviger ile yaptig1 ¢alismada, bu tiirin Haziran ve Eyliil aylan
arasinda aktif iireme davranigi gosterdigini, ergin beslenmesinin giindogumu ve
giinbatim1 sirasinda arttigini ve antropofil egilimlerinin de % 14.22 - %18.78
oraninda oldugunu gostermistir. Kis1 larva evresinde gegirirler. Larvalar 1s1
derecesi diisiik, akintisiz ve temiz sularda yasarlar. Sitma, Francisella tularensis
(Tularemi), Dirofilaria immitis ve Difilaria repens’ in vektorligiini yaparlar (Erel,
1973; Postiglione vd., 1973; Service, 1973; Merdivenci, 1984; Snow, 1990;
Bosgelmez vd., 1995; Amr vd., 1997; Alten ve Caglar, 1998; Schaffner vd., 2000).

An. plumbeus Stephens, 1828: Arnavutluk, Cezayir, Avusturya, Azerbaycan,
Beyaz Rusya, Bel¢ika, Bosna-Hersek, Bulgaristan, Hirvatistan, Cek Cumbhuriyeti,
Danimarka, Estonya, Fransa, Giircistan, Almanya, Yunanistan, Macaristan, Iran,
Irak, Irlanda, Italya, Litvanya, Liiksemburg, Makedonya, Moldova, Hollanda,
Polonya, Portekiz, Romanya, Rusya, Slovakya, Slovenya, Ispanya, Isvec, Isvicre,
Suriye, Tirkiye, Ukrayna, Birlesik Krallik, Sirbistan ve Karadag’da yayilis
gostermektedir. An. plumbeus larvalari genis ve derin golgelikli ormanlik
alanlardaki kayin, giirgen, ak¢aagag, dut, ceviz, sogiit, kavak, mese vb. agacglarin
kavuklarinda yagmurlar sonucunda olusan su birikintilerinde, su kuyular1 ve su
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kanallarinda yasarlar. Yumurtalar aga¢ kovuklarinda kovuk kenarina birakilir ve
yagiglarla birlikte su dolan kovuklarda yumurtalar acilir. Yumurta ya da larva
olarak kislayabilirler. Kurak doenmlerde su ile dolu olan kiiciik kaplarda,
yalaklarda veya atik lastiklerde de larvalar bulunabilir. Kis aylarinda su
birikintileri don tutunca yumurta ve larvalarin bir kismi canli kalir. Ormanlik alan
ekzofil sivrisinegidirler. Insana ¢ok nadir saldirirlar. Larvalarin yasam alanlarinda
Aedes geniculatus, Aedes pulchritarsis ve Orthopodomyia pulchripalpis larvalar
da bulunur (Merdivenci, 1984; Becker vd., 2003).

An. maculipennis Meigen, 1818: Arnavutluk, Cezayir, Ermenistan, Avusturya,
Azerbaycan, Beyaz Rusya, Belgika, Bosna-Hersek, Bulgaristan, Hirvatistan, Cek
Cumhuriyeti, Danimarka, Estonya, Fransa, Glircistan, Almanya, Yunanistan,
Macaristan, Iran, Irak, Irlanda, Italya, Letonya, Litvanya, Liiksemburg,
Makedonya, Moldova, Fas, Hollanda, Norveg, , Polonya, Portekiz, Romanya,
Rusya, Slovakya, Slovenya, Ispanya, Isveg, Isvigre, Suriye, Tacikistan, Tunus,
Tiirkiye, Ukrayna, Birlesik Arap Emirlikleri, Birlesik Krallik, Sirbistan ve
Karadag’da tespit edilen tiiriin Palearktik Bolge’de genis bir yayilimi vardir. An.
maculipennis larvalar durgun ya da yavas akan temiz, giines alan, igerisinde bol su
bitkisi bulunduran sularda yasarlar. Yazin sicak aylarda golgelikli kigin ise soguk
aylarda gilines alan golgeliksiz sularda bulunurlar. Daglik bolgelerde 2000 mt ve
iizerinde kaydedilmislerdir. Larvalar yiliksek organik materyal iceren habitatlarda
yasarlar. Larvalar kis aylarinda olir ve kisi erigkin olarak gegirirler. An.
maculipennis genellikle insan etkilesiminin aktif oldugu yerlerde faaliyetlerini
strdiiriirler. Kan emme agisindan ilk tercihleri ahirlardaki hayvanlardir ancak
bunlar yetersiz oldugunda insanlardan da kan emmektedirler (Merdivenci, 1984;
Becker vd., 2003).

An. melanoon Hackett, 1934: Azerbaycan, Bosna-Hersek, Bulgaristan, Fransa,
Giircistan, Yunanistan, Iran, Irak, italya, Makedonya, Romanya, Rusya, ispanya,
Tirkiye’de tespit edilen tiirlin daha 6nceki ¢alismalarda An. subalpinus olarak
kaydi verilmistir. An. melanoon larvalar tipik olarak bazi vejetasyonlarin durgun
giinesli sularinda su yiizeyinde bulunurlar (Jetten ve Takken, 1994). Batakliklarda,
nehir ve gol kiyilarinda, havuzlarda ve goletlerde bulunurlar. Ayrica piring
tarlalarinda bulunduklar1 da rapor edilmistir (Hackett ve Missiroli, 1935).
Zoofiliktirler fakat nadiren de olsa insanlardan beslendikleri kayit edilmistir. Giin
icerisinde barmaklarda bulunan biiyiikbas hayvanlardan beslenirler (Ribeiro vd.,
1980). Yazin ucarken ciftlesirler, tathi sulara yumurtlarlar ve sicak barinaklarda
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kiglarlar. An. melanoon dagilimi sinirli olan nadir bir tiirdiir (Merdivenci, 1984).
Giiney Fransa’da yapilan galismada An. melanoon’un kan emmek i¢in hayvanlara
ilgi gosterdigi ve kan emmis disilerin ELISA yontemiyle analizi sonucunda tiiriin
yaklasik % 90’nm at veya sigir kaniyla beslendikleri anlagilmistir (Poncon vd.,
2007).

An. sacharovi Favre, 1903: Afganistan, Arnavutluk, Cezayir, Ermenistan,
Avusturya, Azerbaycan, Bosna-Hersek, Bulgaristan, Cin, Hirvatistan, Fransa,
Giircistan, Yunanistan, Iran, Irak, Israil, Italya, Urdiin, Liibnan, Makedonya,
Polonya, Portekiz, Rusya, Ispanya, Suriye, Tacikistan, Tiirkiye, Sirbistan ve
Karadag’dan bildirilmistir. An. sacharovi zoo-antropofil ve endofildirler. Sicak
barinaklarda, ev ve ahirlarda bulunurlar ve buralarda hem insanlardan hem de
hayvanlardan kan emerler. Kis aylarinda kan emebilir ve ucarken ciftlesebilirler.
Larvalar durgun ya da yavas akan temiz, giines alan, icerisinde bol su bitkisi
bulunduran ve tuz orami ¢ok yiiksek olan sularda yasarlar. Piring tarlalar1 gibi
sularda larvalar sik sik Culex modestus larvalariyla birlikte bulunurlar.
Ulkemizdeki en énemli sitma vektdriidiir ( Barkai ve Saliternik, 1968; Postiglione
vd., 1973; Kasap vd., 1981; Merdivenci, 1984; Pener ve Kitron, 1985; Gutsevich
ve Dubitaky, 1987; Bosgelmez vd., 1995; Alten ve Caglar, 1998; Ozer vd., 2001;
Aldemir vd., 2002; Tavsanoglu ve Caglar, 2008). Avrupa'nin giineyinde (Romi
vd., 1997; Ramsdale ve Snow, 2000,), iran (Djadid vd., 2007) ve Ermenistan’da
da (Romi vd., 2002) baglica sitma vektorii olarak kabul edilmektedir. An.
sacharovi yumurta ve larva donemlerinde Avrupa'da genellikle durgun tuzlu
sularda bulunurken Tiirkiye'de yatay bitki ortiisiine sahip temiz sularda bulunur
(Jetten ve Takken, 1994). Tiirkiye’de sitma vakalar1 goriilen alanlardaki en baskin
tiirdiir. An. sacharovi, An. maculipennis kompleksi igerisinde termofilik 6zellikli
tiirdiir ve 30 °C’den yiiksek su sicakliklarinda yasayabilirler. Onemli oranda insan
etkisinin bulundugu ortamlarda yasamlarini stirdiiriirler (Gutsevich ve Dubitaky,
1987).

An. superpictus Grassi, 1899: Afganistan, Arnavutluk, Cezayir, Ermenistan,
Azerbaycan, Bosha-Hersek, Bulgaristan, Hirvatistan, Kibris, Misir, Fransa,
Giircistan, Yunanistan, Hindistan, Iran, Irak, Israil, Italya, Urdiin, Kazakistan,
Kirgizistan, Liibnan, Libya, Makedonya, Pakistan, Rusya, Ispanya, Suriye,
Tacikistan, Tunus, Tiirkiye, Tiirkmenistan, OzbekKistan, Sirbistan ve Karadag’da
tespit edilmistir. An. superpictus larvalar akintisiz, 1lik ve kirli olmayan sularda
bulunurlar. Ornegin; nehir kenarindaki havuzlar veya piring tarlalar1 gibi
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(Gutsevich vd., 1974). Tuzluluga kars1 tolerans gosterebilirler fakat ¢amurlu ve
otrofik sulardan kagarlar. Larval gelisim yiiksek sicaklikta olabilir. Disiler soguk
iklimde aktif bir sekilde hayatta kalabilirler. Konak ayrimi yapmaksizin hem
insanlardan hem de hayvanlardan beslenirler. Giin batimiyla beraber daha da aktif
olurlar. Hem endofilik hem de ekzofiliktirler (Becker vd., 2003). Onemli sitma
vektoriidiirler ancak bulunduklar1 bolgedeki davraniglarina bagl olarak vektorliik
dereceleri degisebilir (Kasap vd., 1987; Alten ve Caglar, 1998). Ulkemizde An.
sacharovi’den sonraki en o6nemli sitma vektoriiniin An. superpictus oldugu
bildirilmistir. Ciinkii bu tiiriin ekzofilik ve zoofilik davraniglart bulunduklart yere
gore farkliliklar gosterir (Postiglione vd., 1973; Merdivenci, 1984; Alten ve
Caglar, 1998).

An. pulcherrimus Theobald, 1909: Afganistan, Bahreyn, Hindistan, iran, Irak,
Israil, Kazakistan, Liibnan, Pakistan, Rusya, Suudi Arabistan, Suriye, Tacikistan,
Tiirkiye’de tespit edilen tiiriin dagilim alanlar1 oldukga sinirhdir. Ulkemizde de
sadece Mardin li gevresinde tespit edilmistir. Larval iireme yerleri genelde
batakliklar, bitki Ortiisiiyle biiyliyen yavas akan kiiciik derelerdir. Nadiren celtik
tarlalarinda da bulunurlar. Larvalar tuzlu sularda ve kiiglik su birikintilerinde
yasayamazlar. Hem endofilik hem de ekzofiliktirler. Ev i¢gleri ve ahirlara girerek
hayvan ve insanlara saldirirlar. Buna karsilik bazi bolgelerde agik alanlarda da
yogun saldir1 olmaktadir (Al-Tikrity, 1964; Merdivenci, 1984). Sitma vektorligii
yapabilmektedirler. iran’da yapilan calismada An. pulcherrimus ergin disileri
ilkbahar aylarindan sonbahar sonuna kadar ahirlarda yogun olarak érneklenmistir
(Zaim vd., 1993).

An. hyrcanus Pallas, 1771: Afganistan, Arnavutluk, Ermenistan, Azerbaycan,
Bosna-Hersek, Bulgaristan, Kambogya, Cin, Hirvatistan, Fransa, Giircistan,
Yunanistan, Macaristan, Iran, Irak, Italya, Japonya, Urdiin, Kazakistan,
Kirgizistan, Liibnan, Libya, Makedonya, Malezya, Moldova, Mogolistan,
Romanya, Rusya, Slovakya, Slovenya, ispanya, Sri Lanka, Suriye, Tacikistan,
Tiirkiye, Tiirkmenistan, Ukrayna, Ozbekistan, Sirbistan ve Karadag’da
bulunmustur. An. hyrcanus zoofiliktirler ancak nadiren insanlardan da
beslendikleri gorilmiistiir. Agil bigiminde konagi sarabilirler. Yumurtalarim
temiz, durgun ve giines alan sulara birakirlar. Larvalar, bol yesillik bitkisi olan
gollerde, her tiirlii sulama kanallarinda, ¢eltik tarlalari, su bentlerinde yasar ve
gelisirler. Yazin sicak aylarda golgelikli kisin ise soguk aylarda giines alan
golgeliksiz sularda bulunurlar. Larvalarin yasam alanlarinda An. sacharovi, An.
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pulcherrimus ve Cx. modestus larvalar1 da bulunur (Merdivenci, 1984). Yiiksek
endofilik 6zelligine ragmen, An. hyrcanus genellikle Akdeniz Bolgesi’nde sitma
acisindan 6nemli bir sivrisinek olarak kabul edilmez. Fakat Tiirkiye (Ramsdale ve
Haas, 1978) ve diger ilkelerdeki (Sergiev vd., 1993) pamuk toplayan sezonluk
isciler ve ekili piring tarlalarinda caliganlar arasindaki sitma aktariminin baslica
vektori bu tiir oldugu diisliniilmektedir. Fransa Camargue’de yapilan arastirma An.
hyrcanus tiiriiniin antropofilik ve ¢ok fazla bulunmasindan dolayr muhtemelen

buradaki sitma tasinimindan sorumlu oldugu kabul edilmistir (Poncon vd., 2007).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Alansal Calismalar

Anopheles tiirlerinin dagilim alanlar1 dikkate alinarak Mayis 2014-Mayis 2016
tarihleri arasinda iilkemizin farkli cografik bolgelerinden 6rnekleme galismalari
yapilmistir. Bu ¢alismalar ile Anopheles tiirlerinin larva, pupa ve ergin ornekleri
cesitli yontemlerle toplanmustir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Anopheles populasyonlart drnekleme bolgeleri ve yontemleri

Ornekleme Yéntemi
Ornekleme Alan
N Istk Aspirator | Hayvan Tuzag
Kepcesi Tuzad P y g
Mugla, Dalaman,
Kapikargin Koyii 4 d * b
Mersin, Camliyayla + + + +
Adana, TufanbeyliPinarlar + + +
Koyu
Adana, Karatas, Cavuslu + + + +
Koyt
Isparta, Asag1 Gokdere + + +
Koyt
Isparta, Siitgiiler + + +
Konya, Beysehir, Golkas1 + + + +
Koyl
Kirklareli, Derekdy + + +
Edirne, Uzunkoprii + + +
Sanlurfa, Birecik
Magaral Kdyii * * * *
Sanlurfa, Birecik
Duyduk Koyt * * *
Samsun, Carsamba,
Koklitk Koyii * * *
Rize, Ciftekavak Koyii + + +
Aydin, Soke, Akkoy + + + +
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3.1.1. Larva Orneklemeleri

Farkli lokalitelerden sulama kanallari, ¢esme baslar1, agag kovuklari, bataklik, gol,
akarsu, dere, golet gibi dogal alanlar ve insan yasam ¢evrelerinde bulunan su
kaplari, araba lastikleri gibi sivrisinek {iireme alanlar incelenmistir. Larva
kepgeleri ve larva pipetleri kullanilarak arastirma bolgelerinden larva ve pupa
ornekleri toplanilmustir (Sekil 3.1). Farkli iireme alanlarindan toplanan 6rnekler
ornekleme kaplarina konularak buzluklarla laboratuvara gotiiriilmistiir. Toplanan
orneklerin bir kismi1 6rnekleme alanlarina gore ayri ayn tiil kapl plastik kaplarda
erginlestirilmesi saglanmistir. Larval drneklerin bir kismi molekiiler ¢aligmalarda
kullanilmak tizere % 95’lik etil alkol igeren drnek kaplarinda etiketlenerek koruma
altina alinmustir.

S o e

Sekil 3.1. Larva Anopheles 6rneklemeleri

3.1.2. Ergin Orneklemeleri

Ergin sivrisinekler, CDC 1s1k tuzaklari, hayvan tuzaklari ve agiz aspiratorleri
yardimiyla hem dis alanlardan hem de kapali alanlardan (ev, ahir, kiler vb.)
yakalanmistir  (Sekil 3.2). Ornekler kagit bardaklara almarak &rnekleme
lokalitesine gore etiketlenmis ve buzluklar aracilifiyla canli olarak laboratuvar
ortamina tagimustir. Laboratuvar ortaminda drneklerin esey ayrimi yapilmis ve
disi bireylerin fizyolojik durumu, kan emmis, a¢ veya yumurta geligtirmis olup
olmadig: tespit edilmistir. Ag1z aspiratdriiyle yakalanan disiler kan emmis ya da
yumurta gelistirmis ise yumurtlatilmalar1 saglanmistir. Ergin 6rnekleri laboratuvar
ortaminda bocek igneleriyle ignelenerek etiketlenmis ve miize materyali haline
getirilmisgtir.
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Sekil 3.2. Ergin Anopheles érneklemeleri

3.2. Morfolojik Tiir Teshisi

Arazi ¢aligmalarinda toplanan Anopheles larva ve ergin 6rnekleri morfolojik teshis
anahtarlar1 kullanilarak incelenmis ve tiir teshisleri yapilmistir. Erginlerde bas,
thoraks, abdomen, kanat ve bacaklar, larvalarda bas, thoraks ve abdomen
setalarmin  goriiniim ve sayisal farklhiliklarindan yararlamilmistir.  Yumurta
ornekleri elde edilmis ise, yumurtalar, koriyon desenleri arasindaki farkliliklardan
yararlanilarak tlir tanimlamast yapilmigtir. Calismalarda Leica S8 Apo stereo
mikroskop kullanilmig ve incelenen materyalin bir kismu dijital olarak
gorilintiilenmigtir. Tiir teshisi yapilan orneklerin bir kismi ile morfolojik tiir
teshisinde kullanilmayan diger 6rnekler molekiiler ¢alismalar i¢in % 95°1lik etil
alkol icerisinde saklanmustir. Tiirkiye’de daha dnceki yillarda yapilan sistematik
arastirma sonuglarina gore Anopheles cinsine ait An. sacharovi, An. algeriensis,
An. melanoon, An. superpictus, An. claviger, An. hyrcanus, An. marteri, An.
maculipennis, An. plumbeus ve An. pulcherrimus olmak {izere 10 tiiriin kaydi
verilmigtir. Bu arastirmada daha once kaydi verilen 10 Anopheles tiiriine ait
orneklerin arastirma materyali olmasi hedeflenmis olsada, yapilan 6rnekleme
caligmalar1 sonucunda An. algeriensis, An. marteri ve An. pulcherrimus tiirleri igin
ornek bulunamamistir. Bu nedenle, 10 Anopheles tiirii i¢in planlanan ¢aligsmalar,
ornekleri elde edilebilen An. sacharovi, An. melanoon, An. superpictus, An.
claviger, An. hyrcanus, An. maculipennis ve An. plumbeus igin gergeklestirilmistir.
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Bununla birlikte, 6rneklenemeyen An. algeriensis ve An.

pulcherrimus tiirleri igin
GenBank’ta mevcut olan molekiiler verilerden yararlanilarak, molekiiler analizlere

iki tiir de dahil edilmistir. Ancak, morfolojik inceleme, degerlendirme ve tiir

teshisi yapilamamistir. Morfolojik tiir teshislerinde 4. evre larva 6rnekleri ile ergin

erkek ve disi Orneklerinin morfolojik karekterleri kullanilmustir. Teshislerde
kullanilan larva ve ergin karakterleri i¢in kullanilan standart karakterler

gostergeleri Sekil 3.3 ve Sekil 3.4°de verilmistir.
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Sekil 3.3. Anopheles (a) ve Culex (b) 4. evre larva teshis karakterleri gostergesi

(Becker, 2003).
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Sekil 3.4. Ergin Anopheles morfolojik teshis karakterleri gostergesi ((a) Bas (b)
Thorax (g) Kanat damarlari (h) Lateralden arka bacak. 1A, anal damar; Ant,
antenler; C, costal damar; Clp, clypeus; Fe-lIll, arka bacak femur; Mplp,
maxillar palpus; P, proboscis; PA, postspiracular bolge; Ppn, postpronotum;
Sc, subcosta; Scu, scutum; Stm, scutellum; Ta-Ill; - Ta-11ls, arka bacak
tarsomerleri 1-5; Ti-Ill, arkabacak tibia) (Amerasinghe vd., 2002).
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3.3. Laboratuvar Calismalari

Molekiiler tiir teshisleri, orneklerden DNA izolasyonu, elde edilen DNA'lar
kullanilarak Polimeraz Zincir Reaksiyonlar1 (PZR), agaroz jel elektroforezleri,
orneklerin rDNA I1TS2 ve mtDNA COI gen bolgesi dizilerinin elde edilmesi ve
elde edilen dizilerin analizine yonelik ¢alismalarla gerceklestirilmistir.

3.3.1. Orneklerden DNA izolasyonu

Calismalar sonucunda elde edilen ornekler laboratuvar ortaminda %95’lik etil
alkol igeren tiiplerde saklanmis ve 4 °C’de muhafaza edilmistir. Daha sonra bu
orneklerden Invitrogen PureLink genomik DNA kiti kullanilarak DNA
izolasyonlart gerceklestirilmis ve DNA izolasyonu islemi sirasindaki islem

basamaklar1 agagidaki verilmistir;

1. Oncelikle alkol iceren tiiplerden cikarilan drnekler kurutma kagid: iizerinde
alkollerinin u¢masi igin birkag¢ dakika bekletilmistir.

2. Daha sonra ornekler farkli eppendorf tiiplere (1,5 ml’lik) alinmis ve
tizerlerine 180 pl PureLink Genomic Digestion Buffer par¢alama tamponu

eklenmistir.

3. Tampon igerisindeki drnekler mekanik olarak pargalanmis ve iizerine 20 pl
proteinaz K (20 mg/ml) eklenerek, vorteksle karistirilmustir.

4. Tiplerin agizlan parafinlenerek 55 °C’ye ayarlanmis sicak su banyosunda
1-4 saat arasi inkiibasyona birakilmistir. Sicak su banyosundan alinan
karigim daha sonra 37 °C’ye ayarlanmis etiivde 1 gece inkiibasyona

birakilmistir.

5. Ertesi sabah etiivden alinan karigim pargalanmasi tam olarak saglanamamis
biiylik doku pargaciklarini uzaklastirmak igin maksimum hizda 3 dakika
santrifiij edilmis ve son olarak siipernatant temiz bir eppendorf tiipe

alinmagtir.

6. Siipernatant iizerine dnce 20 pl RNaz A (20 mg/ml) eklenmis, vorteksle
karigtirllmis ve sonra 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
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7. Daha sonra, 200 pl genomik parcalama/baglama tamponu eklenerek elde
edilen yeni {irlin, 6nce homojenizasyon igin, sonra da homozenize iiriine
eklenen 200 pl % 96-100°1iik etil alkoliin karigimui i¢in iki kez vorteks ile

karistirilmistir.

8. Parcalama ve homojenizasyon sonrasi elde edilen ve yaklasik olarak 640 ul
olan karisim, PureLink genomik DNA kitinin toplama tiipli icerisindeki
kolona yiiklenmistir.

9. Daha sonra {izerine karigimin miktart kadar (~ 640 pl) genomik
parc¢alama/baglama tamponu eklenmistir.

10. Yiikleme yapilan kolon 10.000 xg’de 1 dakika santrifiij edilmis ve
DNA’nin kolona baglanmasi islemi gergeklestirilmistir.

11. Kolonun altindaki toplama kolonu ve igerisindeki sivi kisim atilmig ve
tizerinde DNA bagli olan kolon yeni bir toplama tiipli igerisine alinmistir.

12. Bu kolonun iizerine once 500 pl yikama tamponu 1 eklendikten sonra
10.000 xg’de 1 dakika santrifiij edilmis, sonra tekrar kolon temiz bir
toplama tiipiine alinarak 500 pl yikama tamponu 2 eklenmis ve maksimum
hizda 3 dakika daha santrifiij edilmistir.

13. Toplama tiipii tekrar atilmig ve kolon temiz bir eppendorf tiipe
yerlestirilmistir. Kolona baglanan DNA’y1 kolondan ayirmak i¢in kolonun
tam ortasma 25 pl yikama tamponu eklenerek oda sicakliginda 1 dakika
inkiibasyona birakilmig ve ardindan maksimum hizda 1 dakika santrifiij
yapilmustir.

DNA’y1 kolondan daha etkin bir sekilde ayirmak i¢in bir kez daha 25 ul yikama
tamponu eklenip, 2 dakika inkiibasyona birakilmig ve ardindan maksimum hizda
1,5 dakika santifriij yapilmis ve elde edilen DNA tiiplerinin agzi1 parafinlenerek
PZR gergeklestirilinceye kadar -20 °C’de saklanmigtir. Materyal, {izerinde
caligilan ya da ¢alismada kullanilan objedir.
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3.3.2. ITS2 ve COIl Gen Bolgelerinin Amplifikasyonu

DNA izolasyonlar1 yapilan orneklerin ITS2 bolgeleri 5.8SF ve 28SR primerleri
(Biobasic) kullanilarak (Collins ve Paskewitz, 1996) Applied Biosystems Veriti 96
well Thermal Cycler marka PZR cihazinda ¢ogaltilmistir.

5.8SF (F) 5-TGTGAACTGCAGGACACATG-3’
28SR (R) 5’-ATGCTTAAATTTAGGGGGTA-3’

Hazirlanan 1TS2 reaksiyon karigimi (Cizelge 3.2), 0.2 ml PCR tiiplerinde Applied
Biosystems Veriti 96 well Thermal Cycler marka PZR cihazi ile 6n denatiirasyon
94 °C'de 5 dakika, daha sonra 35 dongii olacak sekilde 94 °C'de 45 saniye
denatiirasyon, 53 °C'de 45 saniye annealing (primer baglanmasi), 72 °C'de 45
saniye extension (uzama) adimlarindan olusan reaksiyon gergeklestirilmistir. Son
olarak 72 °C’de 10 dakika ekstra uzama siiresi ile reaksiyon devam ettirilmis ve
elde edilen PZR firiinii bir sonraki islem gergeklestirilinceye kadar 4 °C’de

saklanmugtir.

DNA izolasyonlari yapilan 6rneklerin COI gen bolgeleri (yaklasik 650 baz ¢ifti
uzunlugunda) ise LCO1490 ve HCO2198 (Folmer vd, 1994) primerleri
kullanilarak eppendorf marka PZR cihazinda ¢ogaltilmistir.

LCO1490 (F) 5' GG T CAACAA ATC ATAAAG ATATTG G 3
HCO2198 (R) 5 TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA 3’

Hazirlanan COI reaksiyon karisimi (Cizelge 3.2), 0.2 ml PZR tiiplerinde eppendorf
marka PZR cihazi ile 6n denatiirasyon 94 °C'de 1 dakika, daha sonra 5 dongi
olacak sekilde 94 °C'de 40 saniye denatiirasyon, 45 °C'de 40 saniye annealing
(primer baglanmasi), 72 °C'de 1 dakika extension (uzama) adimlar1 yapildiktan
sonra 35 dongii olacak sekilde tekrar 94 °C'de 40 saniye denatiirasyon, 51 °C'de 40
saniye annealing (primer baglanmasi), 72 °C'de 1 dakika extension (uzama)
adimlarindan olusan reaksiyon gerceklestirilmistir. Son olarak 72 °C’de 5 dakika
ekstra uzama siiresi ile reaksiyon devam ettirilmis ve elde edilen PZR {irtinii bir
sonraki islem gergeklestirilinceye kadar 4 °C’de saklanmustir. Her PZR reaksiyonu
hazirlanirken reaksiyonda herhangi bir kontaminasyon olup olmadigini kontrol
etmek i¢in bir negatif kontrol kullanilmistir.
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Cizelge 3.2. ITS2 ve COI gen bolgeleri i¢in hazirlanan PZR reaksiyonu karigimi.

Reaktifler (Konsantrasyon) igiﬂtal:’atc)li:np(zj_ )
Tampon (10X Buffer) [abm] 2.5

dNTP (2.5 mM) [abm] 5

MgClI2 (25 mM) (Bioron) 15
Primer F 0.3
Primer R 0.3

Tag DNA polimeraz (1.5 U) [Sigma] 0.1

DNA (100 ng) 1

Distile su 14.3
Toplam hacim 25

3.3.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Elde edilen PZR iiriinlerinin kalitesinin incelenmesi i¢in agaroz jel elektroforezi

yapilmigtir. Bu islem i¢in izlenen yol agagida verilmistir;

1. 2 g agaroz (Sigma) 100 ml 1X TBE tamponu (5 L: 54 g Tris-base, 27,5 ¢
Borik asit, 1,7 g Na;EDTA, pH: 8.0) igerisinde mikrodalga firinda
homojen bir sekilde eritilmis ve daha sonra 50 °C'ye kadar sogutulmustur.

2. Daha sonra 5 pl SafeView eklenerek hava kabarcigi olusturulmadan iyice
karistirilmis ve jel kabina dokiilerek donmasi beklenmistir.

3. Hazirlanan bu jelin ilk kuyucuguna Sul Fermentas marka DNA biiyiiklik

belirteci yiiklenmistir.

4. Diger kuyucuklara da 3uL 6X yiikleme tamponu ile birlikte PZR iiriinleri,
(3 ul kadar) son kutucuga ise negatif kontroliimiiz yiiklenmistir.

5. Islem tamamlandiktan sonra elektroforez, 70 mA'de 1.5 saat calistirilmis ve
ayirim sonucundaki jel goriintiisii Vilbert Lourmat goriintiileme sistemi ile
fotograflanmigtir.

6. Elde edilen jel goriintiisiinde herhangi bir 06zgiil olmayan bant
goriilmediginden PZR iiriinii direkt olarak Invitrogen PureLink PZR

saflagtirma kiti kullanilarak temizlenmistir.
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3.3.4. PZR Uriinlerinin Saflastirilmasi

1. PZR fdirinlerini dizi analizi 6ncesi temizlemek igin PZR {irlinleri yeni
toplama tiiplerine alinarak tizerlerine PZR dirlinlerinin yaklasik 4 kati
oraninda (~160 pl) izopropanol igeren PureLink baglama tamponu
eklenmig ve toplama tiipii i¢erisinde bulunan kolona yiiklenmistir.

2. Ornekler 10.000xg’de 1 dakika santrifiij edilerek DNA’min kolona

baglanmasi saglanmis ve DNA boylece diger maddelerden arindirilmastir.

3. Toplama tiipii igerisinde bulunan sivi dokiilmiis ve kolona etanol igeren
Wash Buffer 1 yikama tamponundan 650 pL eklenmistir.

4. 10.000xg’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra alt kisimdaki siv1 tekrar

dokiilmiistiir.

5. Kolonda kalabilecek etanolii tamamen uzaklastirmak icin kolon tekrar
maksimum hizda 2-3 dakika herhangi bir sey ilave edilmeksizin santrifiij

edilmistir.

6. Kolona baglanan PZR iiriiniinii buradan almak i¢in kolon kitle verilen
yikama tiipleri igerisine yerlestirilmis ve kolonun merkezine gelecek
sekilde 50 pL yikama tamponu (Elution Buffer) eklenmistir.

7.0da sicakliginda 1 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra maksimum
hizda 2 dakika santrifiij yapilmis ve bdylece DNA geri kazanilmistir.

8. Saflagtirma igleminden sonra elde edilen PZR iiriinleri tekrar agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilmiis ve temizlenen iriinlerin hasar goriip

gormedigi kontrol edilmistir.

DNA igeren iiriinler, PZR primerleri kullanilarak DNA dizilimlerinin yapilmasi
icin Macrogen (Amsterdam, Hollanda) firmasina gonderilmistir. Firmadan

gonderilen dizi sonuglar bilgisayar ortaminda incelenmistir.
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3.4. Veri Analizleri
3.4.1. mtDNA COI ve rDNA ITS2 Dizilerinin Hizalanmasi

Oncelikli olarak, ileri (forward) ve ters (reverse) PZR primerleri kullanilarak elde
edilen mtDNA COI gen bolgesi ve tDNA ITS2 bolgesi dizileri, BioEdit ver
7.0.5.3. (Hall, 1999) programi kullanilarak goriintiilenmistir. Daha sonra bu diziler
Clustal W ¢oklu dizi hizalama programi ile hizalanmistir. Teker teker kontrol
edilen hizalama dizileri arasindaki uzunluk farkliliklar1 baz alinarak o6rneklerin
baslangic ve sonlanma noktalarindan tekrar hizalamalar yapilmistir. Diziler
analizlere hazir duruma getirildikten sonra Fasta formatinda kaydedilmis ve Blast
yontemi ile (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) GenBank veri bankasinda bulunan
sekanslarla karsilagtirilmistir.

3.4.2. mtDNA COI ve rDNA ITS2 Dizilerinin Haplotip ve Niikleotit Cesitliligi

Anopheles tiirlerine ait mtDNA COI ve rDNA ITS2 bolgelerine ait haplotip (Hg)
ve niikleotid ¢esitliligi (r) ile tiir giftleri arasindaki genetik farklilasma diizeyinin
gostergesi olan yst (Gammast) ve Fsr degerleri DNAsp ver 5.10 programi
(Librado vd., 2009) kullanilarak hesaplanmistir. Daha sonra tiirlere ait COIl ve
ITS2 dizilerinin haplotip sayisi, tiirler arasindaki niikleotit farkliliklarinin
ortalamasi (K) ve niikleotit ¢esitliligi (71), hesaplanmistir. Hesaplanan niikleotit
cesitliliginin dogrulugu Jukes ve Cantor metodu ile test edilmistir.

3.4.3. Populasyonlara Ait Uzakhga Bagh UPGMA Agacimin Olusturulmasi

Tiirlere ait COI geni ve ITS2 bolgesi dizi verileri DnaSP 5.10 (Librado vd., 2009)
programinda degerlendirilerek tiirlerin ikili (pairwise) karsilagtirmalarina ait ysr
degerleri hesaplanmigtir. Daha sonra elde edilen yst degerleri kullanilarak MEGA
5.05 (Tamura vd., 2011) programi araciligiyla 10000 tekrara dayali hem ITS2 hem
de COI gen bolgelerine ait UPGMA uzaklik agaci olusturulmustur. Daha sonra
elde edilen dendogram txt formatinda kaydedilmistir. Bu yaklasimda, genetik
uzaklik derecesini ifade eden vyst degerlerinin 0-0.05 arasinda olmasi, iki
populasyon arasindaki genetik uzakligin ¢ok diisiik; 0.05-0.25 arasinda olmasi
genetik uzakhigin orta diizeyde ve 0.25°den daha biiyiik olmasi ise genetik
farklilasmanin oldukga fazla oldugunu ifade etmektedir.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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3.4.4. Anopheles Tiirleri i¢cin Haplotip Aginin Olusturulmasi

Caligmalar sonucunda hizalanmig mtDNA COI geni dizi analizi veri setleri ile
network 5.0.0.1 programi kullanilarak COI geni haplotipleri belirlenmistir.
Belirlenen haplotipler i¢in, Templeton vd. (1992)’de tamimlanan haplotiplerin
istatistiksel “koksiiz tutumluluk agr” TCS v1.02 (Clement vd., 2000) programi
kullanilarak olusturulmustur.
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4. BULGULAR
4. 1. Anopheles Tiirleri ve Morfolojik Ozelliklere Dayah Teshisleri

Alansal calismalardan elde edilen materyalin laboratuvar ortaminda morfolojik
incelenmesi  sonucunda An. sacharovi, An. melanoon, An. superpictus, An.
claviger, An. hyrcanus, An. maculipennis ve An. plumbeus olmak {tizere 7
Anopheles tiirii morfolojik olarak tespit edilmistir. Tespit edilen bu tiirlere ait
teshislerde izlenen yol ve yontemlere dayali bulgular her bir tiir i¢in asagida

sunulmustur.
4.1.1. Anopheles claviger Tiiriiniin Morfolojik Teshisi ve Ozellikleri

An. claviger larvalarinda anten, basin yaklasik yarisi kadardir ve uca dogru incelir.
Anten setas1 (1-A), anten kaidesine yakin bir bolgeden ¢ikar, olduk¢a kiiciiktiir,
zorlukla goriilebilmektedir ve 4-7 dalidir (Sekil 4.1).

1-A

\

\ : ‘

Sekil 4.1. Anopheles claviger 4. evre larvasinda basa gore anten uzunlugu.

Larva 2-C setast uzun, 3-C setasina gore birbirine daha yakin ve dalsizdir. 3-C
setas1, nadiren tektir ve en fazla 2-3 dallanma gosterebilir (Sekil 4.2). 4-C setasi
pectinate ozelliktedir ve kisa 2-4 veya nadiren 5 dalli yap1 gosterebilir. Frontal
setada (5-C ile 7-C) yogun dallanmalar vardir. 8-C setas1 4-5 dallidir. Abdomen
segment IV ve V’te antepalmat seta (2-1V ve 2-V) 3 dallidir ve dallar aym
uzunluktadir (Sekil 4.3).
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2-C

3-C

4-C

Sekil 4.2. Anopheles claviger 4. evre larvasinda 2-C ve 3-C setalari.

Sekil 4.3. Anopheles claviger abdomen segment IV ve V’te antepalmat seta 2-1V
ve 2-V.

An. claviger ergin disilerinde proboscis ve palpler koyu kahverengindedir.
Interocular alanda uzun beyaz sagaksi seta demeti vardir. Scutumun tamami
kahverengidir, scutumun ortasindaki bant, genis ve soluk renktedir ve ayni
zamanda scutumun yarisindan fazlasimi kaplar. Scutumun ortasindaki soluk
renkteki serit her zaman goriiniir olmakla birlikte ¢ok belirgin degildir (Sekil 4.4).
Antenleri kahverengi, vertex beyazimsi ve krem renklidir ve seta anteriora

yonelmistir.
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Sekil 4.4. Anopheles claviger disisinde scutum deseni ve interocular bolge seta
demeti.

Sekil 4.5. Anopheles claviger disisinde beneksiz kanat yapisi.

Bacaklar kahverengi veya koyu kahverengi renktedir ve bacakta birkag soluk
renkte eklem yeri vardir. Kanat damarlari koyu renktedir ve kanatlarinda koyu
renk lekeler mevcut degildir (Sekil 4.5). Abdomen kahverengi, apikalde belirsiz
acik renkli uzun bantlagsmalar vardir ve kahverengi renkli setalar vardir.

4.1.2. Anopheles hyrcanus Tiiriiniin Morfolojik Teshisi ve Ozellikleri

An. hyrcanus larvalarinda bas flizerindeki kitinsel plakalar ¢ok belirgin koyu
renktedir ve 3 bant goriiniimiindedir.
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Larvada anten setas1 (1-A) olduk¢a karakteristiktir olup, ¢ok dalli (7-8), biiyiik,
kolayca goriiniir ve anten ortasinin hemen alttindan ¢ikar (Sekil 4.6). Larva 2-C

setast ug¢ kisimda kiigiik ¢cok sayida dalllanma icerir ve 3-C setasina gore birbirine
daha yakindir. Seta 3-C ¢ok dalli ve dendiriformdur. Frontal seta 5-C, 6-C ve 7-C
uzundur (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. Anopheles hyrcanus 4. evre larvasinda setalar, 2-C, 3-C, 5-C, 6-C, 7-C.
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An. hyrcanus ergin disilerinde proboscis koyu kahverengindedir ve palpler 3
parlak beyaz bant tasir ve hemen hemen proboscis kadar uzundur (Sekil 4.8).
Interocular alanda uzun beyaz sagaksi seta demeti vardir ve 6ne dogru uzanir.
Scutum kahverengidir, scutumun ortasinda grimsi ince uzun setalardan olusan bir
bant vardir. Bu hat genellikle uzunlamasina koyu hatlarla 2 ya da 4 dar gri bantlara
boliiniir (Sekil 4.9). Bacaklar kahverengidir fakat femurlarin ventral yiizeyinde ve
tibialarin i¢ ylizeylerinde parlak beyazlik vardir. Tarsi koyu kahverengi ve 6n ve
orta tarsuslarda tarsomer I-IIT’de beyaz hakla vardir. Kanat damarlar1 koyu ve agik
setalarla kaplidir ve kanat kenarinda 2 parlak beyaz benek belirgin 6zelligidir
(Sekil 4.10).

Sekil 4.8. Anopheles hyrcanus proboscis ve palplerin yapist.

Sekil 4.9. Anopheles hyrcanus scutum yapisi ve bant desenleri.
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Sekil 4.10. Anopheles hyrcanus kanat beneklenmeleri ve tarsomer bantlanmasi.

4.1.3. Anopheles plumbeus Tiiriiniin Morfolojik Teshisi ve Ozellikleri

An. plumbeus larvalari, Anopheles cinsindeki diger tim Avrupa tiirlerinden, kisa
frontal setalar (5-C-7-C) ile kolayca tanimlanabilir. Larvada bas oval ve koyu
kahverengidir. Antenler bas uzunlugunun yaklasik 1/3’i kadardir ve antenler
diizdiir, piirizsizdir ve spikiil igermezler. Anten setasi (1-A), antenin orta
bolgesine yakin ya da hemen altindaki bir yerden c¢ikar ve oldukca kiigiik,
dalsizdir. 2-C ve 3-C setalar1 ince ve seyrek olarak dallidir. Seta 2-C’ler arasindaki
uzaklik, 3-C setalarina olan uzaklik kadardir ya da biraz daha kisadir. Seta 4-C
kisa ve dalsizdir.

An. plumbeus ergin disileri daha kiigiik boyutu ve genel olarak daha koyu rengi ile
An. claviger'den ayirt edilebilir. Thoraksin ve scutumun yan kisimlari, siyahimsi
kahverengidir ve scutumun soluk veya kiillii griyimsi medyan kismi ile ayn bir
kontrast olusturmaktadir. Ustelik kanatlari, An. claviger'in kanatlarina gore daha
yogun pul icermektedir ve daha koyu renktedir. Proboscis ve palplar siyahtir,
palplar yaklagik olarak sondan bir 6nceki apikal segmentin yarisi kadar veya
proboscis ile ayni uzunluga sahiptir. Pedisel kahverengi, filagellum siyah seta
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tasimakta ve koyu kahverengi renktedir. Vertexde, 6ne dogru yonelen dar, beyaz
kiime seklinde pullar ve sarimsi uzun seta vardir. Skutumun yan kisimlari,
siyahimsi kahverengi olup, skutumun genisliginin en az 1/3'ini kaplayan medyan
gri bir serit vardir. Bacaklar siyah veya siyahimsi kahverengidir. Kanatlarda
lekelenmeler yoktur, yogun koyu kahverengi pullar vardir ve kanattaki ¢apraz
damarlar iyi ayrilmistir. Abdomen siyahtir ve agik altin veya kahverengi renkli
setalarla kaplidir (Sekil 4.11).

Sekil 4.11. Anopheles plumbeus ergin diside thoraks, proboscis ve palpler.
4.1.4. Anopheles superpictus Tiiriiniin Morfolojik Teshisi ve Ozellikleri

An. superpictus larvalarinda 2-C setalar1 kisa dallar tasir. 3-C setalar1 ise 2-C
setalarina gore daha kisa ve dalsizdir. 2-C setalar1 arasindaki mesafa 3-C setasina
olan uzakliktan daha biiyiiktiir. Seta 5-C, seta 6-C’den belirgin bir sekilde daha
uzundur (Sekil 4.12).

2-C

Sekil 4.12. Anopheles superpictus larvasinda 2-C ve 3-C setalar:.
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Abdomen segmentleri II-VII’deki palmate setalar, iyi gelismis 13-19 yaprak¢ikdan
olusur (Sekil 4.13).

e
|
Palmate setalar <

Sekil 4.13. Anopheles superpictus larvasinda abdomen II-VII’deki palmate setalar.

An. superpictus ergin disilerinde Kkanatlarindaki ve bacaklarindaki beyazligin
orantyla ozellikle palplarmin orani bakimindan degigkenlik gdsteren bir tiirdiir.
Costa ve subcosta iizerindeki 4 beyaz benegin uzunluklari degiskenlik gdsterir.
Proboscis koyu renklidir; palpomeres IlIl ve IV basalda ve apikalde beyaz
bantlanmalara sahiptir ve palpomer V ise tamamen beyaz halka ile ¢evrelenmistir.
Scutumun u¢ kisminda grimsi orta biiyiikliikkte bant goriiliir fakat scutum koyu
renklidir ve scutellumda bazi beyaz kisimlar goriiliir (Sekil 4.14). Kanatin ug
kismindaki genis seritler agik beyaz renktedir (Sekil 4.15).

Sekil 4.14. Anopheles superpictus ergin diside thoraks, proboscis ve palpler.
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Sekil 4.15. Anopheles superpictus ergin diside costa-subcostada beyaz bantlar.

4.1.5. Anopheles maculipennis Kompleksi Tiirlerinin Morfolojik Teshisi ve
Ozellikleri

An. maculipennis kompleksi tiirlerinden iilkemizde An. sacharovi, An. melanoon
ve An. maculipennis tiirleri bulunmaktadir. Ancak kompleks tiirlerinin sibling tiir
grubu olmasi nedeniyle tiir ayrimi gerek larva gerekse de erginlere ait morfolojik
karakterler ile yapilamamaktadir. Kompleks iiyelerinden An. sacharovi larva ve
erginleri morfolojik olarak diger tiirlerden bazi farkliliklar gosterse de, bu
karakterler kullanilarak giivenilir olarak tiir ayrimi yapmak da pek miimkiin
olamamaktadir. Tirlere ait yumurta morfolojisi 6zellikleri ise belirli bir diizeyde
tir ayrimi yapmaya olanak saglasa da her zaman orneklerden yumurta elde
edebilmek miimkiin degildir. Bu nedenle bu komplekse ait morfolojik
degerlendirmeler genel olarak An. maculipennis kompleksi larva ve ergin disi
karakterleri olarak verilmistir. Ayrica, tiirlere ait yumurta morfolojisi 6zellikleri
degerlendirilmistir.

An. maculipennis kompleksi larvalarinda basin uzunlugu genisliginden fazladir.
Antennal seta (1-A), anten kaidesinine yakin bir bélgeden ¢ikar ve kiigiiktiir,
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genellikle 4-6 dala sahiptir. 2-C setalar1 uzundur, apikalde dallidir ve birbirine
yakin konumdadir. 3-C setalar1 dendiriform yapiya sahiptir (Sekil 4.16).

Sekil 4.16. Anopheles maculipennis kompleksi 4. evre larvasinda 2-C ve 3-C
setalar.

Frontal setalar (5-C, 7-C) uzun ve plumosedur (Sekil 4.17). Abdominal segment |
ve Il'deki palmate seta tam olarak gelismezken, III-VII segmentlerinde iyi
gelismigstir ve 16-24 yaprake¢iklidir.

7-C

6-C

Sekil 4.17. Anopheles maculipennis kompleksi 4. evre larvasinda 5-C- 7-C setalar.
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An. maculipennis ergin disilerinde proboscis koyu kahverengi ve palplar neredeyse
proboscis uzunlugunda ve ayni renktedir (Sekil 4.18). Antenler kahverengi
renktedir. Scutumun anteriorunda genis grimsi bir serit ve anteriorun on yarisinda
genellikle 2-3 belirsiz kahverengimsi seritler vardir (Sekil 4.19).  Scutumun yan
kisimlarindan posterior kisim kahverengi, anterior kisim siyahimsi kahverengidir
Femora dorsal tarafta koyu kahverengi, ventral tarafta soluk kahverengi
rengindedir. Tibya kahverengi renklidir ancak apsislerinde biraz daha soluk
renktedir ve tarsi koyu kahverengi rengindedir. Kanatlardaki ¢apraz damarlara
yakin kisimlarda, Rs'nin tabaninda ve R2+3 ve M'in dallanma gosterdigi
kisimlarin yakininda diizensiz koyu lekeler vardir (Sekil 4.19). R2+3 ve M'deki
dallanmalar kanat tabanindan yaklasik ayn1 mesafede bulunmaktadir

Sekil 4.19. Anopheles maculipennis ergin disilerinde scutum (a) ve kanat
beneklenmesi (b).
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An. maculipennis kompleksi larva ve erginleri tiir teshisi i¢in yeterli morfolojik
Ozellik saglamasa da kompleks tiirlerine ait yumurta morfolojisi ozellikleri tiir
ayriminda belirli tiirler i¢in yararli olabilmektedir. Arastirmada elde edilebilen
disilerin tiir teshisleri yumurta morfolojisine gore yapilmis ve drnekler igerisinde
An. sacharovi, An. melanoon ve An. maculipennis tiirleri tespit edilmistir. An.
sacharovi yumurtalarinda yiizme ylizgegleri diger tiirlere gore az gelismistir.
Yumurta koriyonunda siyah benek, bant ya da desen bulunmaz ve tek diize gri bir
renk yapisi vardir (Sekil 4.20).

Sekil 4.20. Anopheles sacharovi yumurtalarinda yiizgeg ve koriyon yapisi.

An. melanoon yumurtalarinda yiizme yiizgegleri iyi geligmistir ve belirgin olarak
yumurta merkezinde daha biiyiliktir. Yumurta koriyonunda siyah benek ve
bantlardan olusan diizensiz ve karigik desen vardir (Sekil 4.21).

Sekil 4.21. Anopheles melanoon yumurtalarinda yiizgeg ve koriyon yapist.
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An. maculipennis yumurtalarinda da ylizme yiizgecleri iyi geligsmistir ve belirgin
olarak yumurta merkezinde daha biiyiiktir. Bu o6zelligiyle An. melanoon ile
benzerlik gosterse de yumurta koriyonundaki desen yapisi agik¢a farklidir. An.
maculipennis yumurta koriyonunda her iki ugta siyah benek ve orta boliimiin her
iki yaninda belirgin iki koyu bant vardir. Bant bolgeleri disindaki bolgeler daha
acik gri renk desenindedir.

Sekil 4.22. Anopheles maculipennis yumurtalarinda yiizge¢ ve koriyon yapist.
4.2. DNA izolasyonu ve COI ve ITS2 Gen Bolgesi Dizileri

Morfolojik tiir tespitleri sonrasi1 gergeklestirilen molekiiler ¢caligmalar sonucunda
farkli tiirlere ait Orneklerden toplamda 65 DNA izolasyonu yapilmistir. Farkli
lokalite orneklerinden izole edilmis bu 65 DNA’nin tamami Anopheles tiirlerinin
MtDNA COI ve rDNA ITS2 gen bolgesi dizilerini elde etmek igin kullantlmigtir.
Fakat bazi DNA’lardan molekiiler analizlerde kullanilabilecek uygunlukta ve
giivenilirlikte COI ve ITS2 gen bolgesi dizileri elde edilememistir. Bu yiizden hem
ITS2 hem de COI gen bolgesi dizi sayisi, izolasyonu yapilmis olan DNA
sayisindan daha az olmustur. Molekiiler analizlerde toplamda 47 adet COI ve 34
adet ITS2 bolgesi dizisinden olusan bir veri seti elde edilmistir. An. hyrcanus ve
An. superpictus’a ait olan DNA’lardan bir¢ok farkli reaksiyon sartlart denenmis
olmasina ragmen ITS2 gen bdlgesi dizisi elde edilememistir.

Elde edilen COI dizileri GenBank’ta bulunan An. melanoon (Azerbaycan,
GenBank erisim numarast KM224658.1), An. hyrcanus (Cin, GenBank erigim
numarast KU743223.1), An. plumbeus (Belgika, GenBank erisim numarasi
KM258215.1), An. claviger (Belgika, GenBank erisim numarasi KM258240.1),
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An. maculipennis (Bel¢ika, GenBank erisim numaralar1 KM258235.1,
KM258234.1), An. sacharovi (Azerbaycan, GenBank erisim numarasi
KM224664.1) ve An. superpictus (Tacikistan, GenBank erisim numaralari
JX255703.1, JX255708.1, JX255706.1) DNA dizileri ile karsilagtirilmistir.

ITS2 dizileri GenBank’ta bulunan An. melanoon (Tiirkiye ve italya GenBank
erigim numaralar1 JN112971.1, AY238410.1), An. plumbeus ( Rusya, GenBank
erisim numaras1 AJ555483.1), An. claviger (Italya, GenBank erisim numarasi
KP749460.1), An. maculipennis (iran, GenBank erisim numaras1 EF612527.1) ve
An. sacharovi (Tiirkiye ve Iran GenBank erisim numaralart JN112986.1,
EU346655.1) DNA dizileri ile karsilastirilmistir.

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda yapilan degerlendirmede PZR ile ¢ogaltilan COI gen
bolgesine ait bolgede GC oran1i An. maculipennis tirinde % 31,63, An.
melanoon’da % 32,06, An. sacharovi’de % 33,18, An. claviger’de % 32,13, An.
hyrcanus’da % 31,08, An. plumbeus’de 32,48 ve An. superpictus’da % 31,87
olarak bulunmustur. ITS2 gen bolgesine ait bolgede GC orani ise An. maculipennis
tirtinde % 51,37, An. melanoon’da % 50,56, An. sacharovi’de % 47,89, An.
claviger’de % 55,11 ve An. plumbeus’de % 51,72 olarak bulunmustur.

4.3. Anopheles Tiirleri I¢cin Haplotip (Hg), Niikleotit Cesitliligi (7) ve
Niikleotit Farkhiliklarimin Ortalamasi (K)

Farkli tiirlere ait 6rneklerle yapilan ¢alismalarda elde edilen COI gen bolgesi
dizilerinin molekiiler analizleri sonucunda 23 haplotip belirlenmigken, ITS2
bolgesi dizileri tiirlerin tamaminda haplotip ¢esitliligi vermemis ve her bir tiir i¢in
tek bir ITS2 bolgesi haplotipi tespit edilmistir. COI gen bolgesi dizileri igin
haplotip (Hy) ve niikleotid (w) ¢esitliligi ile ntikleotit farkliliklarinin ortalamalari
(K) hesaplanmis ve degerler (Cizelge 4.1) sunulmustur. Elde edilen COI
sonuclaria gore tiirlerin haplotip ¢esitliligi 0 ile 0.93333, niikleotid cesitliligi ise 0
ile 0,01288 arasindaki degerlerde kalmistir. En fazla haplotip c¢esitliligi An.
superpictus (Hg= 0.93333) tiirlinde tespit edilmisken, niikleotit farkliliklarinin
ortalamasi diger tiirlere gore diisiik (K=1.80) bulunmustur. Buna karsilik niikleotit
farkliliklarinin ortalamasinin en yiiksek (K= 8.40) oldugu tiir ise An. maculipennis
tirli olmusgtur. An. plumbeus tiiriinde ise sadece tek bir COIl haplotipi vardir ve
haplotip gesitliligi sifirdir. An. maculipennis ve An. claviger tiirlerinde de haplotip
cesitliligi yiiksek bulunmustur.
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Cizelge 4.1. Anopheles tiirlerinin mtCOI gen bolgesi i¢in tespit edilen haplotip
(Hg) ve niikleotid cesitliligi (r), niikleotit farkliliklarmin ortalamasi (K)

degerleri.
Haplotip Niikleotid Niikleotit

Tiir Cesitliligi Cesitliligi farklihklarmin

(Hq) (n) ortalamasi (K)
An. claviger 0,73333 0,00562 3,66667
An. hyrcanus 0,50000 0,00077 0,50000
An. plumbeus 0,00000 0,00000 0,00000
An. maculipennis 0,70000 0,01288 8,40000
An. melanoon 0,73333 0,00307 2,00000
An. sacharovi 0,70000 0,00399 2,60000
An. superpictus 0,93333 0,00276 1,80000

4.4. Anopheles Tiirleri Arasinda Genetik Uzakhk ve UPGMA Uzakhk
Agaci

Tiir diizeyinde yapilan molekiiler ¢alismalardan elde edilen mtCOI geni verileri
tiirlerin ikili (pairwise) karsilagtirilmalarinda kullanimig ve tiirler arasindaki
molekiiler uzaklik derecesini ifade eden Fst ve yst: degerleri hesaplanmistir
(Cizelge 4.2).

Tiirlerin ikili karsilastirmalar1 sonucunda An. sacharovi ile An. plumbeus tiirleri
arasinda genetik olarak farklilasmanin en fazla dolayisiyla birbirlerine en az
benzeyen tlirler olduklar1 belirlenmistir (yst: 1,000). Genetik olarak farklilagmanin
en az dolayisiyla birbirlerine en fazla benzeyen tiirlerin ise An. melanoon ile An.
maculipennis tiirleri oldugu belirlenmistir. Bu iki tiir An. maculipennis kompeksi
icerisindedir ve sibling tiirlerdir. Morfolojik benzerlik ile genetik benzerlik
Ortigmiistiir. Yine benzer sekilde Maculipennis kompleksi tiirlerinden An.
sacharovi tiiriiniin, kompleksin diger iki tiiri olan An. maculipennis ve An.
melanoon tiirlerine olan genetik uzakligi diger tiirlerdeki genetik uzakligindan ¢ok
daha diistiktiir. Dolayisiyla morfolojik olarak ayni oldugu kabul edilen bu iig tiiriin
birbirlerine olan genetik uzakliklart da daha azdir. Diger tiirlerde ise birbirleri
arasindaki genetik uzakliklar beklenildigi sekilde oldukga yiiksektir.

Bu ¢alismada yapilan analizler sonucunda elde edilen mtDNA COI ve rDNA ITS2
geni haplotip frekanslari, diger iilkelerde ayn1 molekiiler belirtecler ve tiirler icin

yapilan ¢aligmalardan elde edilen verilerle birlikte degerlendirilmistir. Boylece
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tiirler i¢in haplotip frekanslarina dayali Gammasy ikili karsilastirma degerleri
kullanilarak MEGA 5 programiyla tiirlerin birbirlerine olan genetik uzakliklarimi
gosteren UPGMA uzaklik agact hem COI geni igin (Sekil 4.23) hem de ITS2
bolgesi (Sekil 4.24) icin olusturulmustur. COI geni icin olusturulan UPGMA
agacinda Maculipennis tiirleri ayn1 grup igerisinde yer almigsken diger tiirlerin her
biri ayr1 grup olusturmustur. GenBank verilerinden hedef tiirleriz i¢in elde edilmis
olan veriler de COI geni i¢in olusturulan UPGMA agacinda tespit ettigimiz her bir
tirle ayn1 dalda pozisyonlanmistir. Benzer durum ITS2 bdlgesi i¢in olusturulan
UPGMA agancinda da gerceklesmistir. Calismalarimizda drneklenemediginden
COI gen bolgesi verisi de elde edilemeyen An. algeriensis ve An. pulcherrimus
tiirleri icin GenBank’tan elde edilen veriler de COI geni i¢in olusturulan UPGMA
agacinda diger tiirlerden ayr1 olarak konumlanmistir (Sekil 4.23).

Cizelge 4.2. COI geni verilerine gore Anopheles tiirlerinin ikili genetik uzaklik
(Fstve yst) degerleri.

Tiirlerin Ikili Karsilastiriimasi Gammast Fsr
An. hyrcanus- An. claviger 0.93527 0.96608
An. plumbeus- An. claviger 0.96681 0.97822
An. plumbeus- An. hyrcanus 0.99653 0.99705
An. maculipennis- An. claviger 0.87300 0.91422
An. maculipennis- An. hyrcanus 0.87283 0.92294
An. maculipennis- An. plumbeus 0.93600 0.95205
An. melanoon- An. claviger 0.93508 0.96076
An. melanoon- An. hyrcanus 0.94520 0.97915
An. melanoon- An. plumbeus 0.97608 0.98890
An. melanoon- An. maculipennis 0.61645 0.68862
An. sacharovi- An. claviger 0.93402 0.95938
An. sacharovi- An. hyrcanus 0.95681 0.97440
An. sacharovi- An. plumbeus 0.97954 0.98495
An. sacharovi- An. maculipennis 0.76842 0.83631
An. sacharovi- An. melanoon 0.87836 0.92966
An. superpictus- An. claviger 0.93391 0.95945
An. superpictus- An. hyrcanus 0.95495 0.98275
An. superpictus- An. plumbeus 0.97690 0.98929
An. superpictus- An. maculipennis 0.90730 0.93401
An. superpictus- An. melanoon 0.95794 0.97613
An. superpictus- An. sacharovi 0.94996 0.97165
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Sekil 4.23. Anopheles Tiirlere gére mtDNA COI geni haplotip frekanslarinin
Gammagr ikili karsilastirma degerlerine dayali UPGMA uzaklik agaci.
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Gammasr ikili karsilagtirma degerlerine dayali UPGMA uzaklik agaci.
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4.5. Anopheles Tiirleri i¢in Haplotip Agaci

Caligmalar sonucunda hizalanmig mtDNA COI geni dizi analizi veri setleri ile
network 5.0.0.1 programi kullanilarak COI geni haplotipleri belirlenmis ve
boylece haplotip aglari olusturulmustur. mtDNA COI gen bdlgesine ait analizler
sonucunda An. superpictus’a ait barkodlanmig 10 6rnekten 7 haplotip, An.
melanoon’a ait barkodlanmis 10 ornekten 4 haplotip, An. claviger’e ait
barkodlanmis 6 6rnekten 3 haplotip, An. sacharovi’e ait barkodlanmis 5 drnekten 3
haplotip ve An. maculipennis’e ait barkodlanmis 5 ornekten 3 haplotip, An.
hyrcanus’a ait barkodlanmis 4 Ornekten 2 haplotip ve An. plumbeus’a ait
barkodlanmis 7 ornekten 1 haplotip tespit edilmistir. Ortaya ¢ikan haplotip ag1
Sekil 4.25°de verilmistir.

An. melanoon

An. plumbeus
0 An. nyrcanus

An. superpictus
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.
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Sekil 4.25. Anopheles Tiirlerinin COIl gen bolgeleri i¢in elde edilen NJ agaci.
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5. TARTISMA VE SONUC

Tiirkiye yillarca sitmanin ¢ok etkili oldugu bir iilke olarak sitma eradikasyonu igin
onemli miicadeleler vermistir. Yapilan bu miicadele ¢aligmalarinda sitma vektorii
Anopheles tiirleri de dogal olarak 6nemli arastirma objesi olmustur. Bu kapsamda
Tiirkiye Anopheles tiirlerinin morfolojik 6zelliklerine gore tespiti, sitma vektorii
tirlerin ve dagilim alanlarinin belirlenmesi, biyolojileri, etolojileri ve ekolojileri

kapsaminda pek ¢ok calisma yapilmistir.

Akalin (1936)’1in ¢aligmalariyla An. maculipennis Meigen, 1818 kompleksine ait
bazi tiirlerin varligi bildirilmistir. Daha sonraki yillarda, yeni kayitlar olarak
Anopheles tiirleri tespit edilmis ve Tiirkiye Anopheles faunasi olusturulmaya
baglamistir. Parrish (1959)'in Tiirkiye sivrisinek faunasi kapsaminda yapmis
oldugu yayinda, 13 Anopheles tiir ya da alttiiriiniin varligi bildirilmistir. Bu
calismada Anopheles maculipennis kompleksi kapsaminda yumurta morfolojisi
ozelliklerine gore An. maculipennis, An. maculipennis melanoon ve An.
maculipennis messeae tespit edilmistir. Gokberk (1961), Tirkiye Anopheles
faunasmin An. algeriensis, An. claviger, An. hyrcanus, An. marteri, An. sergenti,
An. maculipennis, An. sacharovi, An. superpictus ve An. multicolor tiirlerinden
olustugunu Dbildirmistir. Arastirmact ayrica An. sacharovi tiiriiniin  An.
maculipennis kompleksinin diger tiirlerinden bazi morfolojik 6zellikleriyle
ayrilabildigini tespit etmis ve Tiirkiye’deki zoocografik dagilimini bildirmistir.
Gokberk (1970) yilinda bu listeye yeni bir tir kaydi olarak Tiirkiye’nin
Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde tespit edilen An. pulcherrimus tiiriiniin varligini
bildirmistir. Ayn1 y1l Gékberk ve Ramsdale (1970) tarafindan yapilan ¢alismada,
An. maculipennis, An. maculipennis melanoon ve An. maculipennis messeae
tirlerinin Tirkiye’deki varligini analiz etmislerdir. Ramsdale (1970)’in yapmis
oldugu c¢aligmada An. messeae ve An. subalpinus tiirlerinin yumurta 6zelliklerinin
cok benzedigi ve dolayisiyla Tiirkiye’de bu tiirlerin hangisinin gercekte var
oldugunun belirlenmesinin 6nemli oldugunu vurgulamiglar ve ¢aligma sonucunda
An. subalpinus tirtniin Tiirkiye’deki varligi hem yumurta morfolojisine gére hem
de sitogenetik 6zelliklerine gore ilk kez tespit edilmistir. Boylece, Tiirkiye’de daha
once kaydi verilen An. messeae tiiriiniin siipheli bir kayit olabilecegi sonucuna
varmiglardir. Sonraki yillarda, Postiglione vd., (1973) yaptiklar1 ¢alismada,
tilkemizdeki Anopheles cinsi tiirlerinin dagilimmi ve daha 6nce varligi bildirilen
Anopheles tiirlerininin  sistematik gegerliligini tartismiglardir. Bu ¢aligma
sonucunda Tirkiye Anopheles faunasinin An. marteri sogdianus, An. plumbeus,
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An. claviver, An. algeriensis, An. maculipennis, An. subalpinus, An. sacharovi, An.
hyrcanus, An. pulcherrimus, An. superpictus tiirlerinden olustugu kabul edilmistir.
Tiirkiye’de daha once kaydi verilen An. melanoon ve An. messeae tiirlerinin
bulunmadigini ve bu kayitlarin hatali teshisler sonucunda yapilmis olabilecegini
vurgulamiglardir. Buna karsilik Erel, (1973)’in ¢alismasinda bu 10 tiire ek olarak
An. multicolor, An. segentii tiirleriyle An. maculipennis messeae, An. maculipennis
melanoon, An. hyrcanus mahmudi alttiirleri Tiirkiye faunasi olarak sunulmustur.
Kasap ve Kasap (1983)’in derleme ¢aligmasinda da Postiglione vd., (1973)’de
bildirilmis olan 10 Anopheles tiiriiniin varhigi ayn1 sekilde bildirilmis ve gegen 10
yillik bir siirede Tiirkiye Anopheles faunasinda bir degisiklik yapilmamistir.
Merdivenci (1984) ise Tiirkiye’de yapilmis olan pek cok caligma sonuglarini
degerlendirmis ve c¢alismasinda Tiirkiye Anopheles faunasinin An. maculipennis
subalpinus, An. maculipennis melanoon, An. maculipennis sacharovi, An. marteri,
An. plumbeus, An. claviger, An. algeriensis, An. hyrcanus, An. pulcherrimus ve
An. superpictus tiirlerinden olustugunu, An. sergenti ve An. multicolor tiirlerinin
de Tiirkiye’de bulunabilecegini kabul etmistir. Alten vd., (2000)’nin sitma
vektorleri lizerine yapmis olduklar1 derleme ¢alismada da yine daha once tespiti
yapilan An. marteri, An. plumbeus, An. claviver, An. algeriensis, An.
maculipennis, An. subalpinus, An. sacharovi, An. hyrcanus, An. pulcherrimus ve
An. superpictus tiirleri Anopheles faunasi olarak sunulmustur. Bu kapsamda
yapilan son derleme calismada (Ramsdale vd., 2001) da Alten vd., (2000)’de
verilen tiir listesine uygun olarak benzer tiirlerin varlig1 bildirilmistir. Ancak, bu
son ¢alismada An. hyrcanus tiirtiniin bir tiir grubu olabilecegi tizerinde durulmus
ve An. melanoon, An. sergentii ve An. multicolar tiirlerinin siipheli ya da
dogrulanmamis tiirler oldugu tespit edilmistir. Kisaca 6zetlenen bu caligmalar
Tiirkiye Anopheles faunasi kapsaminda gergeklestirilen morfolojik ¢alismalarin
An. algeriensis, An. claviger, An. superpictus gibi tiirlerin morfolojik
karakterleriyle pek ¢ok caligmada tespit edilebildigini gostermektedir. Bununla
birlikte, An. maculipennis kompleksi tiirlerinin ve An. hyrcanus grubu tiirlerinin
kesin olarak ortaya koymakta yeterli olamamistir. Benzer sistematik sorunlar
Palearktik Bolgede birgok iilkede de yasanmustir ve 2000’li yillardan sonra artan
bir sekilde bu sorunlarin ¢déziimiinde molekiiler tekniklerin yararli olabilecegi
sonucuna vartmustir. Ulkemizde de bu kapsamda calismalar yapilmis ve
molekiiler teknikler kullanilarak Tiirkiye Anopheles tiirlerinin belirlenmesi ve
yeniden degerlendirilmesi kapsaminda caligmalar yapilmistir. Bu c¢aligmalardan
ilki Simgek vd., (2011)’nin An. maculipennis kompleksi i¢in yapmis olduklar
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caligmalardir. Bu c¢aligmada, Akdeniz Bolgesi’nden toplanan Maculipennis
kompleksi 6rneklerinin ITS2 dizi verileri kullanilarak tiir tespitleri yapilmistir ve
Akdeniz Bolgesi’nde An. maculipennis s.s, An. melanoon ve An. sacharovi
tanimlanmugtir. Bu ¢alisma ile Tiirkiye’de An. melanoon tiiriiniin varligi molekiiler
olarak ilk kez kesinlestirilmistir. Sevgili ve Simsek (2012)’in ¢alismasinda ise
ornekleme alani genisletilmis ve Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde 70 lokaliteden An.
maculipennis kompleksine ait 6rnekler ¢alismada kullanilmis ve elde edilen 200
ITS2 bolgesi dizileri GenBank’taki mevcut dizilerle karsilagtirilmistir. Caligsma
sonucunda da bir 6nceki ¢aligmada oldugu gibi 6rneklerin 106’s1 An. maculipennis
s.s, 5’1 An. melanoon ve 89’u An. sacharovi olarak tanimlanmigtir. Giinay, (2015)
caligmasinda COI gen dizi verilerini kullanarak Tiirkiye Anopheles faunasi
kapsaminda daha once tespit edilen tiirlerin disinda An. messeae tiiriiniin varligini
bildirmistir. Morfolojik farklilik gosteren An. hyrcanus grubu 6rneklerin COI geni
verilerine gore analizleri sonucunda An. hyrcanus ve An. pseudopictus taksonlari
tespit edilmistir. Ancak, COI dizi verilerine gore hesaplanan taksonlar arasindaki
genetik uzaklik (%1.4) olarak bulundugundan sonuglarin An. pseudopictus
taksonunun An. hyrcanus tiirinden ayri bir tiir olarak degerlendirmeye yeterli

olmadig1 sonucuna ulasilmaistir.

Bu aragtirmada iilkemizde bulunan Anopheles tiirlerinine ait Grnekler hem
morfolojik hem de molekiiler yontemler kullanarak analiz edilmistir. Morfolojik
degerlendirmelerde 4. evre larva ornekleri, ergin disi ornekleri ve bazi tiirlerin
yumurta ornekleri kullanilmistir. Molekiiler ¢aligmalar kapsaminda ise hem ITS2
bolgesi dizilerinden hem de COI geni dizilerinden olusan veri setlerinden
yararlamlmistir. Ulkemizin farkli bdlgelerinden 6rneklenmis ve laboratuvar
ortaminda morfolojik incelenmeleri yapilan Orneklerin An. maculipennis
kompleksi ornekleri ile An. plumbeus, An. claviger, An. hyrcanus ve An.
superpictus tiirlerine ait Ornekler oldugu tespit edilmistir. Morfolojik
degerlendirmeler soucunda caligmamizda, daha onceki caligmalarda Tiirkiye’de
varligi bildirilmis olan An. marteri, An. algeriensis ve An. pulcherrimus tiirlerine
ait orneklerin toplanamadigi anlasilmistir. Bazi ergin disi ve 4. evre larvalarin
morfolojik degerlendirmeleri sonucunda An. claviger tiiriine ait oldugu tespit
edilen 6rneklerin diger Anopheles 6rneklerinden kolaylikla ayrildig: belirlenmistir.
Bununla birlikte ililkemizde daha 6nce tespit edilmemis olmasina ragmen An.
claviger grubu iiyesi olarak kabul edilen ve Bati Akdeniz Bolgesi’'nde yayilim
gosteren An. petragnani Del Vecchio, 1939 6rneklerinin 6rneklerimiz arasinda
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olup olmayacagi i¢in daha detayli karsilagtirmalar yapilmis ve 4. evre larva
ornekleri incelenmesi sonucunda bu 6rneklerin tamaminin An. claviger tiiriine ait
ornekler oldugu bulunmustur. An. claviger ve An. petragnani tiirleri morfolojik
olarak 4. evre larvalarin 4-C (Postclypeal seta) setast ve IV ve V abdomen
segmentlerinin antepalmate setalariyla ayrilabilmektedir. Bu degerlendirme
sonucunda incelenen 6rneklerin tamamininda 4-C ve antepalmate setas1 6zellikleri
An. claviger morfolojik 6zellikleriyle uygun bulunmus ve ornekler arasinda An.
petragnani tirtine ait 6rnekler bulunmadigi sonucuna varilmistir. Becker vd.,
(2016)’nin  Almanya’da elde ettikleri O6rneklerin morfolojik incelemeleri
sonucunda hem An. claviger hem de An. petragnani tiirlerinin 6rnekleme alaninda
bulundugunu tespit etmislerdir ve simpatrik olarak bulunan drnekleri sadece 4.
evre larvalarin 4-C ve antepalmate setasi dzelliklerine gore ayirabilmislerdir. Zira
bu iki tiir ergin disi ve erkek karakterleriyle morfolojik olarak ayrilamamaktadir.
Bununla birlikte, bu ayirt edici karakterler de bazi 6rneklerde ¢akigsmaktadir. Bu
nedenle de morfolojik teshislerin molekiiler teshislerle dogrulanmasi
gerekmektedir. Bu kapsamda yapilan en genis kapsamli calisma Kampen vd.,
(2003) tarafindan gergeklestirilmis ve Avrupa’nin bir ¢ok iilkesi ile Israil’den elde
edilen An. claviger grubu ornekleri olarak ITS2 bolgesi dizi verilerinden
yararlanilarak molekiiler olarak analiz edilmis ve Ornekleme bolgelerinde An.
claviger ve An. petragnani tiirlerinin dagilimimni belirlemislerdir. Becker vd.,
(2003)’de arastirma sonuglarinin molekiiler verilerle destekleme gerekliligi
nedeniyle morfolojik olarak tespit ettikleri An. claviger ve An. petragnani
orneklerinin ITS2 bolgesi dizi verilerini de karsilagtirmiglar ve her iki tiiriin de
Almanya’da bulundugunu kesinlestirmislerdir. Bu arastirmada da, morfolojik
olarak An. claviger tiiriine ait olduklar1 belirlenen 6rnekler molekiiler analizlerde
kullanilmis ve orneklerden elde edilen hem ITS2 hem de COI dizi verilerinin An.
claviger igin diger calismalardan elde edilen ITS2 ve COI dizi verileriyle tamamen
uyumlu bulunmustur. Boylece iilkemizin cesitli lokalitelerinden elde edilen
orneklerin sadece An. claviger tiiriine ait oldugu sonucuna varilmistir. Benzer
sekilde morfolojik (Ramsdale vd., 2001) ve COI dizi verileriyle molekiiler
(Giinay, 2015) diger degerlendirmelerde de iilkemizde sadece An. claviger tiirliniin

bulundugu belirlenmistir.

Ergin disi ve 4. evre larvalarin morfolojik degerlendirmeleri 6rneklerin bir
kisminin An. superpictus tiiriine ait oldugunu gostermistir. Bu drnekler 6zellikle de
ergin disi ornekleri diger 6rneklerden kanat ve palpus karakterleriyle kolaylikla
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ayrilmistir. Yapilan morfolojik degerlendirmeler sonucunda ergin Orneklerinin
diger tiirlere ait 6rneklerle karistirilmasimin ve hatali teshis yapilmasimin miimkiin
olmadig1 sonucuna vartlmstir. Ciinkii, An. maculipennis kompleksi tiirlerinin ya
da An. claviger grubu tiirlerinin morfolojik olarak ¢ok a¢ik sekilde An. superpictus
orneklerinden farklidir. Buna karsilik eger orneklenebilmis olsaydi morfolojik
karakterler agisinda yapilan degerlendirmelerde An. superpictus tiiriine oldukga
benzer olan An. pulcherrimus tiirii 6rneklerinin ayirimini yapmak diger Anopheles
ornekleri kadar kolay olmayacakti. Ayrica, daha oOnceki c¢alismalarda An.
superpictus tiiriine benzerlikleri nedeniyle hatali kayitlarinin verilmis oldugunu
diisiindiigiimiiz An. stephensi, An. sergentii ya da An. multicolar tiirleriyle de An.
superpictus orneklerinin karistirtlmasi olasidir. Bu nedenle de, morfolojik olarak
tespiti yapilan An. superpictus 6rneklerinin bir kismi ile molekiiler ¢alismalar da
yapilmig ve morfolojik olarak An. superpictus olarak tespit edilen 6rneklerin COI
geni verilerine gore molekiiler olarak da An. superpictus olduklari gosterilmistir.
Gilinay (2015)’in yaptig1 c¢alismada da An. superpictus orneklerinin COI geni
verilerinin An. stephensi ve An. pulcherrimus tiirlerinin COI geni verilerinden
tamamen farkli oldugu gosterilmistir. Diger taraftan Iran’da morfolojik olarak
caligilan An. superpictus orneklerinin teshis karakterlerinde ©nemli Olgiide
varyasyonlar tespit edilmigtir (Oshaghi vd., 2008). Bu durum da An.
superpictus’un bir tir grubu olabilecegi diisiincesini ortaya ¢ikartmistir. Bu
nedenle Iran’da farkli populasyonlarin &rnekleri igin PZR-RFLP kullanilarak
mMtDNA COI-COII gen bdlgelerinin molekiiler analizleri yapilmistir. Tiirlerin iki
ayr1 morfolojik bi¢imi (A ve B), tim alanlarda simpatrik olarak bulunmustur. Alul
restiriiksiyon enzimi ile ¢alisildiginda 6rneklerin en az ii¢ genotipe (X, Y ve Z)
ayrildigr goriilmiistiir. DNA dizilerinin hizalanmasi sonucu genotipler arasindaki
COI bolgesinde %12.3'liik bir varyasyon gozlemlenmis ve Iran'daki An.
superpictus orneklerinin muhtemelen bir tir grubuna ait oldugu sonucuna
varilmigtir (Oshaghi vd., 2008). Dolayisiyla, iilkemizde de benzer durumun s6z
konusu olabilecegi 6ngoriilerek daha fazla 6rnek ile An. superpictus i¢in yeni
morfolojik ve molekiiler ¢aligmalarin yapilmasi uygun olacaktir.

Hyrcanus grubunda yapilan caligmalarla morfolojik olarak cok farkli karakter
sergilemeyen ve bir kag1 sitma vektorii olan 29 tiiriin varlig1 tespit edilmistir. Bu
tiir grubunun An. hyrcanus, An. pseudopictus ve An. chodukini Martinii tiirleri Bati
Palearktik Bolge'de, digerleri Dogu Palearktik ve Oriental Bolge'de bulunmaktadir
(Harbach, 2004; Rueda, 2005). Son zamanlarda yapilan molekiiler ¢aligmalar
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sonucunda da gruba dahil dért tiiriin Iran'da, bes tiiriin de Japonya'da bulundugu
saptanmustir. Ulkemizde yapilan morfoloji temelli ¢alismalarda sadece An.
hyrcanus tiirii tespit edilmistir (Parris, 1959; Postiglione vd., 1973; Kasap ve
Kasap, 1983; Ramsdale vd., 2001). Ancak, morfoloji temelli c¢aligmalar tiir
orneklerinde 6nemli derecede varyasyonlarin oldugu belirtilmis ve bu farkli
morfolojik formlari igeren bir sekilde ‘An. hyrcanus' seklinde kullanim yapilmustir
(Ramsdale, 2001; Ramsdale vd., 2001). Bu ¢alismada ise incelenen An. hyrcanus
ornekleri morfolojik olarak diger Anopheles tiirlerinden morfolojik olarak
kolaylikla ayrilmistir. incelenen &rnek sayis1 az ve Tiirkiye'nin ¢ok farkl
bolgelerinden 6rneklenmemis oldugundan morfolojik formlar tespit edilmemistir.
Morfolojik tiir tespiti yapilan 6rneklerden elde edilen COI geni dizi verilerin
GenBank verileri ile karsilastirmalarinda da 6rneklerin An. hyrcanus tiiriine ait
oldugu belirlenmistir. Fransa’da Poncon vd., (2008)’nin An. hyrcanus érnekleriyle
yapmis olduklar1 ¢calismalarda da farklt morfolojiye sahip ornekler elde edilmis ve
bu Orneklerin molekiiler ve morfolojik degerlendirilmesi sonucunda An.
pseudopictus o6rneklerinin farkli bir tiir olabilecek kadar molekiiler farklilik
gostermedigi bulunmustur. Glinay (2015)’1n tilkemizin farkli bolgelerinden elde
ettigi ornekleri morfolojik olarak degerlendirdigi c¢alismasinda da hem An.
hyrcanus tiirlinii hem de An. hycanus’un farkli morfolojik 6zellikler gésteren
ancak tiir statiisiine yiikseltilmemis olan An. pseudopictus taksonunu belirlemistir.
Bu orneklerin molekiiler degerlendirmesi sonucunda iki takson arasindaki genetik
uzaklik %1.4 olarak bulunmustur. Bu sonu¢ An. pseudopictus érneklerinin ayri bir
tir olarak tanimlanmasi icin yeterli olmamistir. Dolayisiyla, iilkemizde An.
hyrcanus tiiriiniin farkli morfoloji gosteren populasyonlari i¢in daha ayrmtili
morfolojik ve molekiiler ¢alismalarin yapilmasinin gerekliligi ortaya ¢ikmustir.

Ulkemizde Anopheles founasinin tespiti igin yapilan ¢alismalarda en ¢ok
sistematik sorunla karsilagilan tiir grubu An. maculipennis kompleksi olmustur.
Yillarca iilkemizde bu kompleksin hangi tiirlerinin mevcut oldugu ve bunlarin
zoocografik dagilim alanlar1 ve sitma vektorliigli agisindan onem dereceleri
anlagilamamistir. Yumurta morfolojisi 6zellikleri pek ¢ok ¢aligmada tiir ayriminda
kullanilmis olsa da sonraki yillarda yapilan caligmalarm hatalar igerdigi
anlasilmistir. Akiner ve Caglar, (2010), Simsek vd., (2011), Sevgili ve Simsek
(2012) ve Giinay (2015)’in Tirkiye’nin farkli bolgelerinden elde edilen An.
maculipennis kompleksi 6rneklerinin morfolojik ve molekiiler degerlendirilmeleri
sonucunda An. maculipennis, An. sacharovi, An. melanoon ve An. messeae
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tiirlerinin iilkemizde bulundugu tespit edilmistir. Ancak, An. messeae ornekleri
icin elde edilen COI geni dizi verilerinin An. daciae tiirlinin COI geni dizi
verilerinden ¢ok farkli olmamasi nedeniyle hangi tiiriin gercekte iilkemizde
varoldugu kesinlestirilememistir. Bu calismada ise hem yumurta morfolojisi
ozelliklerine gore hem de ITS2 ve COI dizi verilerine gére An. maculipennis, An.
sacharovi, An. melanoon tiiriin varligi gosterilmistir. Yumurta morfolojisine gore
An. maculipennis ve An. sacharovi ornekleri kolaylikla ayrilabilmektedir. Buna
karsilik An. melanoon yumurtalar1 olarak tespit ettigimiz An. melanoon
yumurtalar1 bagka caligmalarda gosterilmis olan An. messeae yumurtalarina daha
cok benzemektedir. Ancak, calismamizda An. messeae yumurtalarina benzeyen
yumurtalarin elde edildigi disilerin molekiiler analizleri An. melanoon tiiriiniin
disileri olduklarini gostermistir. Bu nedenle, yumurta morfolojisi 6zelliklerinin An.
maculipennis kompleksi tiirlerinin ayiriminda kismen kullanilabilen bir 6zellik
olmadugu sonucuna ulagilmistir. Linton vd., (2007) tarafindan Yunanistan An.
maculipennis kompleksi tiirlerini belirlemek amaciyla yapilan ¢alismada, 10 farkli
kasabadan toplanan 257 &rnege ait ITS2 gen dizisi elde edilmistir. Bu 6rneklerin
molekiiler tiir tespitinde; 149 Grnegin An. maculipennis s.s., 23 o6rnegin An.
melanoon, Florina bolgesinde 2 6rnegin An. messeae ve 83 ornegin ise An.
sacharovi oldugu belirlenmistir. Romanya’da yapilan ¢alismada; COI gen bolgesi
baz alinarak ilk kez tanimlamasi yapilmis olan An. dacidae ile An. messeae tiirii
arasinda genetik uzakliligin %1, An. melanoon ile An. maculipennis arasinda ise %
3.4 oldugu saptanmistir (Nicolescu vd., 2004). An. messeae, Palearktik Bolge’de
kuzey bolgelerde bulunmaktadir (White, 1978; Ramsdale ve Snow, 2000). Bu
yiizden bu tiiriin Tiirkiye’deki Karadeniz Bolgesi’'nde ve Trakya Bolgesi’'nde var
olabilecegi Ongoriilmektedir. Ayrica, Maculipennis kompleksi iiyesi An. daciae,
ilk olarak Romanya (Nicolescu vd., 2004) ve daha sonra ingiltere’den
bildirilmistir (Linton vd., 2005) fakat {ilkemizde bulunamamistir. Dolayisiyla, An.
maculipennis kompleksinin bu iki tirii ig¢in de {lkemizde daha ayrmtili
calismalarin yapilmasi gerektigi aciktir.

Sonug olarak bu Yiiksek Lisans Tez caligmasi kapsaminda elde edilen veriler,
Tiirkiye Anopheles faunasmin tespiti i¢in hem morfolojik hem de molekiiler
calismalarin birlikte yapilmasi gerektigini ortaya koymustur. Ozellikle, tiir gruplari
icin daha ayrintili ve kapsamli 6rnekleme ¢aligmalarinin yapilmasi, elde edilen
orneklerin yakin cografyamizdaki tiirlere ait 6rneklerle karsilagtirilmast ve 1TS2,
COI ve baska molekiiler belirteglerin birlikte kullanilarak analizi gerekmektedir.
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