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OZET
Yiksek Lisans Tezi

TURKIYE’DE Anopheles maculipennis KOMPLEKSI (DIPTERA:
CULICIDAE)’NiN MOLEKULER KARAKTERIiZASYONU

Emel SEVGILI

Adnan Menderes Universitesi
Fen Bilimleri Enstitustu

Biyoloji Anabilim Dal1

Danigman: Dog. Dr. Fatih Mehmet SIMSEK

Palearktikte altis1 vektor on bir tirii iceren Anopheles maculipennis kompleksi,
Culicidae familyasinda tanimlanan ilk sibling tiir grubudur. Bu sibling tiirlerin sadece
morfolojik verilerle tanimlanmast olduk¢a zordur. Teshis i¢in, bircok arastirmaci
tarafindan yumurta morfolojisi kullanilmis, fakat tiir i¢ci varyasyonlar nedeniyle bu
metot yeterince giivenilir bulunmamistir. Morfolojik ve molekiiler verilerin birlikte
kullanilmasiyla, yakin zamanlarda ii¢ yeni tiir kesfedilmistir. Tiirkiye’den komplekse
ait onceki calismalarm bir kismi oldukca eski verilere ve diger kismi da yetersiz
orneklem ve morfolojik karakterlere dayanmaktadir. Bu yiizden 4An. maculipennis
kompleksi tiyelerinin Tirkiye’deki durumu yeterince aydinlatilamamistir. Bu
calismanin amaci, An. maculipennis kompleksinin Tirkiye’deki yayilisimi ve tiirlerin
molekiiler karakterlerini agiklia kavusturmaktir. Bu amagcla, yedi farkli cografik
bolgeden 117 oOrnek toplanmis ve modern molekiiler tekniklerle analizleri
yapilmistir. Orneklerin 35’inin  yumurtas: incelenmis ve 117 sinin rDNA ITS2
bolgesi sekanslar1 GenBankasi sekanslariyla karsilastirilmistir. Sonug olarak ii¢ tiir
(An. maculipennis, An. melanoon ve An. sacharovi), bunlari cografik oriintiisii ve

hig tiir i¢i varyasyon olmadig tespit edilmistir.

2009, 60 sayfa

Anahtar Kelimeler:
Anopheles maculipennis kompleksi, tiir teshisi, PCR, ITS2, Tiirkiye
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ABSTRACT

M. Sc. Thesis

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF Anopheles maculipennis
COMPLEX (DIPTERA: CULICIDAE) IN TURKEY
Emel SEVGILI
Adnan Menderes University
Graduate school of Naturel and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Fatih Mehmet SIMSEK

Anopheles maculipennis complex consisting of eleven species, six of which are
vector, in Palearctic region was the first described sibling species group in family
Culicidae. Identification of these sibling species is very difficult using morphological
data alone. The egg morphology has been used widely by many authors, but this
method has not been satisfactory enough due to the intraspecific variations,. Three
new taxa have recently been discovered by using both morphological and molecular
data together. Some of the previous reports on the complex known from Turkey are
based on highly dated data while the others have had insufficient sampling and
inadequate morphological characters. Therefore, composition of members of An.
maculipennis complex has not been clarified sufficiently in Turkey. The aim of the
present study was to determine the distribution and molecular identification of A4n.
maculipennis complex in Turkey. For this purpose, 117 specimens were collected
from seven different geographical regions in Turkey and analyzed by modern
molecular techniques. Eggs of 35 specimens were studied and, all specimens
collected were sequenced and their rDNA ITS2 sequences compared with those
stored in the GenBank database. As a result, three species of An. maculipennis
complex (An. maculipennis, An. sacharovi and An. melanoon) were identified and

their geographical distribution pattern in Turkey was determined.
2009, 60 pages

Key Words:
Anopheles maculipennis complex, species identification, PCR, ITS2, Turkey
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1. GIRIS

Sivrisinekler (Diptera: Culicidae), sitma, sar1 humma, dengeu hummasi, ensefalitis
ve lemfatik filariasis gibi tehlikeli hastaliklara vektorliik yapmalar1 nedeniyle diinya
genelinde tibbi, ekonomik ve ekolojik acidan en dnemli hayvan gruplarindan biri
olarak kabul edilmektedir (Rai, 1999). Anophelinae ve Culicinae alt familyalar1
olmak tiizere iki soy hattin1 kapsayan Culicidae familyasi, listelenmis gecerli 3490

tiirli ile oldukg¢a zengin ve onemli bir Diptera familyasidir (Harbach ve Kitching,

2005).

Vektor kokenli tiim hastaliklar g6z 6niine alindiginda mortalite ve morbitide oranlar:
acisindan insanlik tarithinin 6n 6nemli vektorleri sivrisineklerdir ve yeryiiziinde
ozellikle de, tropikal ve subtropikal bolgelerde yasayan iki milyardan fazla insani
tehdit etmektedirler. Sivrisineklerin vektorliikleriyle olusturduklar: tehdidin en
onemli kismi ise Anopheles cinsine bagl bazi sivrisinek tiirlerinin bazi Plasmodium
tiirlerine vektorliik yapmalariyla ortaya ¢ikan ve 100 iilkede endemik olan sitmadan
kaynaklanmaktadir (Martens ve Hall, 2000). Sitma, tiim kontrol c¢alismalarina
ragmen, bugiin de diinyanin en yaygin, en ¢ok 6ldiiren ve en dnemli vektor kokenli

hastalig1 olma 6zelligini siirdiirmektedir.

Pek ¢ok iilkede oldugu gibi iilkemizde de halen sitma O6nemli halk sagligi
sorunlarindan biri olarak kabul edilmektedir. Agirlikli olarak tilkemizin Giineydogu
Anadolu Bolgesi’nde hem resmi hem de 6zel kurusular tarafindan yillardir sitma
miicadele ¢alismalar1 yapilmasma ragmen, sitma eradikasyonu tam olarak
saglanamamistir. Ulkemizde yapilmis olan sitma eradikasyon c¢alismalari genel
olarak degerlendirildiginde, vektdr kontroliine yonelik farkli diizeyde etki ve
mekanizmalara sahip bircok yontem uygulanmis olmasina karsilik, temel olarak
kimyasal insektisit kullanimi her zaman oOncelikli yontem olmustur. Oysa,
sivrisineklerin ve sitma gibi sivrisinek kdkenli hastaliklari yayilisi, epidemiyolojisi
ve miicadelesinde dogru kontrol stratejilerinin gelistirilebilmesi i¢in dncelikle vektor
tiirlerin sistematik, zoocografik ve biyo-ekolojik Ozellikleri hakkinda en azindan
temel bilgiler gereklidir (Beebe ve Cooper, 2000). Ancak, bugiin de, iilkemizde
sitma tehdidinin devam ettigini ifade etmek yanlis olmayacaktir, ¢iinkii, 2004-2007



yillarmi kapsayan son dort yillik donemde yaklasik 10.000 kadar sitma olgusu
ortaya ¢cikmustir ( Alten et al., 2007). Diger taraftan, lilkemizin sitma vektorii ya da
potansiyel vektorii olan Anopheles tiirlerinin sistematik ve zoocografik dagilimlar

hakkinda yeterli bilgi diizeyine de heniiz ulasabilmis degiliz.

Ulkemizin sivrisinek faunasmin belirlenmesine yonelik arastirmalar, derlemeler
yapilmis olmakla birlikte, bu calismalar genellikle daha 6nce yapilan ¢alismalarin
bir degerlendirilmesi seklinde (Kasap ve Kasap, 1983; Ramsdale ef al., 2001) ya da
kiigiik Olcekli bolgesel incelemeler ve belirli tiirlerin populasyon o6zelliklerinin
analizi bigiminde olmustur (Aldemir ve Bosgelmez, 2006; Simsek, 2005; Yurttas et
al., 2005). Bugiin ise lilkemizde halen sistematik acidan sorunlu bir¢ok grubun
bulundugunu ve ozellikle de, sitma vektorii olan Anopheles tiirleri ile ilgili
coziilmesi gereken cesitli diizeylerde sistematik problemlerin mevcut oldugunu

bilmekteyiz.

Anopheles cinsi 2004 yili itibariyle diinya genelinde tanimlanmig ve isimlendirilmis
gecerli 444 tiir ile tiir komplekslerine ait heniiz isimlendirilememis 40 tiirli icermekte
olup, bunlardan 70 kadar1 dogal kosullarda sitma parazitlerine vektorliik yapmaktadir
(May, 1951; Harbach, 2004; Kiszewski et al., 2004). Vektor tiirlerden Anopheles
superpictus Grassi gibi her hangi bir tiir kompleksine ait olmayan tiirlerin
zoocografik dagilimlari, biyolojik, ekolojik ve davranig 6zellikleri ¢ok iy1 bilinmekte
ve bu bilgilere gore de vektor kontrol yontemleri basariyla uygulanmaktadir. Ancak,
bircok sitma vektoriiniin allopatrik ya da simpatrik sibling tiir komplekslerinde
bulunmasi, uzun yillar hangi cografik bolgelerde gercekte kompleksin hangi tiirtintin
sitma vektorli oldugunun bilinememesine neden olmus, buna bagh olarak da sitma
eradikasyon caligmalarinda basar1 saglanamamistir. Son yillarda ise molekiiler
biyolojide saglanan gelismeler ile taksonomik acgidan problemli sibling tiirlerde orta
ve yuksek degiskenligi olan genom bdlgelerinin dizi analizlerinin yapildigt DNA
temelli ¢aligmalarla sibling tiirler arasindaki farkliliklarin saptanabilmesi miimkiin
olmustur (Wilkerson ef al., 1993; Beebe et al., 1999; Proft ef al., 1999; Van Bortel et
al., 2000; Chen et al., 2002; Naddaf et al., 2003; Marrelli et al., 2005; Chen et al.,
2006; Le Goff et al., 2006, Torres et al., 2006). Boylece, tiir komplekslerindeki

taksonomik sorunlarin ¢oziimiinde 6nemli bagarilar elde edilmis, tiirlerin zoocografik



dagilim alanlar1 belirlenebilmis ve kapsamli sitma eradikasyon yOntemleri
uygulanabilmistir. Bu kapsamda arastirmalara konu olan sibling tiir gruplarindan biri,
Palearktik Bolge’de ¢ok onemli sitma vektorlerini iceren Anopheles maculipennis

kompleksidir.

Anopheles maculipennis kompleksi i¢in niikleer rDNA ITS2 (second internal
transcribed spacer) ve mitokondriyal sitokrom c oksidaz geni (COI) dizileri
kullanilarak yapilan molekiiler ¢alismalar ile Ingiltere, Fransa, italya, Romanya,
Yunanistan ve Iran gibi birgok iilkede kompleksle ilgili taksonomik sorunlar biiyiik
Olciide ¢oziilmiistiir (Marinucci et al., 1999; Proft et al., 1999; Romi et al., 2000;
Linton et al., 2001; Boccolini et al., 2003, Sedaghat et al., 2003, Nicolescu et al.,
2004).

Arastirmacilar tarafindan, uzun yillar grup tiirlerinin teshisinde kismen uygulanabilen
yumurta morfolojisine bagli ayrimlarin yaniltici olabilecegi ortaya konulmus ve
uygulanan yeni molekiiler teknikler ile 2003’den sonra Anopheles maculipennis
kompleksi igerisinde 3 yeni tiir ve bir cok yeni kayit tespit edilmistir (Sedaghat et al.,
2003; Gordeev et al., 2005; Linton et al., 2005).

Ulkemizde Anopheles maculipennis kompleksi ile ilgili yumurta morfolojisine
yonelik, sadece belirli bolgelerden alinan 6rnekler kullanilarak yapilan ¢alismalarda,
komplekse ait Anopheles maculipennis s.s., An. sacharovi, An. subalpinus, An.
melanoon ve An. messeae tiirlerinin varligi bildirilmistir (Parrish, 1959; Merdivenci,
1984). Ramsdale et al., (2001) ise komplekse ait yalnizca Anopheles maculipennis

s.s., An. sacharovi, An. subalpinus tiirlerinin lilkemizde bulundugunu kabul etmistir.

Bugiin i¢in yeterli aragtirmalar yapilmadig: i¢in iilkemizdeki gercek durumu tam
olarak bilememekteyiz. Oysa sitmanm tehlikeli bir sorun oldugu iilkemizde bircogu
sitma vektorii olan komplekse ait tiirlerin ve cografik dagilimlarinin bilinmesi
olduk¢a dnemlidir. Ciinkii simpatrik sibling tiirler olsalar da, beslenme davranislari,
sitma parazitlerine kars1 duyarliliklar1 ve buna bagl olarak da vektor kapasiteleri

oldukea farklilik gdstermektedir (Jetten ve Takken, 1994).



Bu c¢alismanin amaci Tiirkiye’nin farkli cografik bolgelerinde yayilis gosteren
Anopheles maculipennis kompleksi tiirlerini tDNA ITS2 bdlgesinin niikleotit
dizilerini karsilastirarak molekiiler diizeyde teshis etmek ve mevcut tiirlerin

zoocografik yayilis alanlarini belirlemektir.

Elde edilen sonuclarla 6onemli sitma vektorlerini kapsayan grubun Tiirkiye’deki
durumu ortaya konularak, sitma eradikasyon c¢alismalarma katki saglanmasi

amaclanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Anopheles (Anopheles) maculipennis KOMPLEKSININ
SISTEMATIGI

Insecta smifinin Diptera takimi kapsamindaki Culicidae familyasinin Anopheles
cinsinde yer alan Anopheles (Anopheles) maculipennis kompleksi, 1927 yilinda van
Thiel tarafindan tanimlanmis ilk sivrisinek tiir kompleksidir. Bu tiir kompleksi,
Nearktik Bolge’de, yayilis gosteren Anopheles (Anopheles) aztecus Hoffmann,
1936, An. (Ano.) earlei Vargas, 1943, An. (Ano.) freeborni Aitken, 1939, An. (4no.)
hermsi Barr ve Guptavanij, 1989, An. (Ano.) occidentalis Dyar ve Knap, 1906
tiirlerinin yani sira, Palearktik Bolge’de, yayilis gosteren Anopheles (Ano.) artemievi
Gordeev, Zvantsov, Goryacheva, Shaikevich ve Yezhov, 2005, An. (4no.)
atroparvus van Thiel, 1927, An. (Ano.) beklemishevi Stegnii ve Kabanova, 1976, An.
(Ano.) daciae Linton, Nicolescu ve Harbach, 2004, An. (Ano.) labranchiae
Falleroni, 1926, An. (Ano.) maculipennis s.s. Meigen, 1818, An. (Ano.) martinius
Shingarev, 1926, An. (Ano.) melanoon Hackett, 1934, An. (Ano.) messeae Falleroni,
1926, An. (Ano.) persiensis Linton, Sedaghat & Harbach, 2003 ve An. (Ano.)
sacharovi Favre, 1903 tiirleriyle diinya genelinde toplam 16 tiirii kapsamaktadir

(Kampen, 2005; Linton ef al., 2007).

Anopheles (Anopheles) maculipennis kompleksi van Theil tarafindan tanimlandiktan
sonra kompleks igerisinde hem yumurta, larva, pupa ve ergin karakterleri agisindan
hem de biyolojik, ekolojik ve davranigsal 6zellikleri agisindan farkliliklar sergiledigi
belirlenen populasyonlar, irk, varyasyon, biyolojik ik, cografik ik, form, alt tiir gibi
statiilere yerlestirilmeye calisilmistir (Hackett ve Lewis,1935; Hackett, 1937; Bates,
1940).

Derinlesen caligmalarla, hem ayni hem de farkli zoocografik bolgelerden tespit
edilen populasyonlardaki farkliliklarin ve benzerliklerin oldukca artmasi karsisinda
ortaya daha da anlasilmaz bir sonu¢ ¢ikmustir. Oyleki, belirli bolgedeki birkac farkli
populasyonu ayirmaya yarayabilen bir karakter bagka bir bolgedeki populasyonlarin

aywrmminda yeterli olmadigi gibi, genellikle de tercih edilen karakterlerin de



polimorfik karakterler oldugu sonucuna ulagilmistir. Bu kapsamda, bir ¢ok iilkede
cok sayida arastirmaci tarafindan, 1920’lerden 1990’lara kadar yumurta
morfolojisini (Falleroni, 1926; Corradetti, 1934;), melezleme deneylerini (de Buck
et al., 1934), ekolojik arastirmalar1 (Hackett ve Missiroli, 1935), larva, pupa ya da
ergin morfolojisine yonelik degerlendirmeleri (Diemer, 1935; Bates, 1939;
Boccolini et al, 1986; Suzzoni-Blatger et al, 1990) ve kromozom
karsilagtirmalarin1 (Frizzi, 1952, 1953; White, 1978) kapsayacak 6nemli aragtirmalar

ile ¢6ziim yollar1 aranmistir.

Yogun caligsmalar sonucunda bazi tiirler i¢cin tanimlayici 6zellikler belirlenebilmis
olmakla birlikte, komplekse bagli tiim tiirlerin birbirinden aymrimii saglayan,
tirlerin yayilis alanlarmi1 belirleyen sonuglar ancak molekiiler yOntemlerin
uygulanmaya baslamasiyla elde edilebilmistir. Bu kapsamda, hangi takson i¢in hangi
DNA bdlgesinin daha kesin sonug¢ verebilecegine yonelik arastirmalar hiz
kazanmistir (Kumar ve Rai, 1993; Munstermann ve Conn, 1997; Rai, 1999; Hwang

ve Kim, 1999).

Harbach (2004)’te yapilan derlemede belirtilen son duruma gore Anopheles
maculipennis kompleksi, Maculipennis, Quadrimaculatus ve Freeborni olmak iizere
ii¢ alt gruba ayrilmistir ve An. beklemishevi harig diger tiim palearktik tiirler
Maculipennis alt grubuna dahil edilmistir. Molekiiler tekniklerle de filogenetik
yakinlig1 ortaya koyulan (Kampen, 2005) An. beklemishevi tiirli ise Quadrimaculatus

grubuna dahil edilmistir.

Bugiin, tarihsel siirecte uzun bir arastirma donemini kapsayan Anopheles
maculipennis kompleksinin  sistematigine yOnelik arastirmalari, molekiiler
yontemlerin uygulanamadigi donemdeki caligmalar ve molekiiler yOontemlerin
uygulanabildigi donemdeki ¢aligsmalar olarak iki baslik altinda degerlendirmek daha

dogru bir yaklasim olacaktir.



2.2. MOLEKULER YONTEMLER ONCESI SISTEMATIK
ARASTIRMALAR

Bu kapsamda yapilan calismalar 6ncelikli olarak larva ya da erginlerde farkliklar
gosteren karakterler tizerinde yogunlasmis ve genellikle de farkli olduklar1 diisiiniilen
populasyonlarin ya da tiirlerin ikili ya da Ttgcli karsilastirmalar1 yapilmaya
calisiimistir. Bates(1939)’a gore Martini (1923), hem Anopheles maculipennis s.s.
hem de An. sacharovi (An. elutus olarak verilmistir) tiirliniin larvalarindaki
mandibular dis sayisini farkli tireme habitatlarindan (farkl su sicakliklarinda) farkli
mevsimlerde elde edilen 6rneklerde karsilastirmis ve her iki tiirtin de mandibular dis

say1s1 bakimindan degisiklikler gosterdigi bildirilmistir.

Van Theil (1926), Anopheles maculipennis kompleksindeki tiirleri ayirabilecek bir
karakter olarak, ergin kanat uzunlugunu se¢mistir. Ancak daha sonra bu karakterin
cevresel sartlardan, larval donemdeki beslenmeden etkilendigi ve ortalama degerlerin
yeni bir 6rnegi siniflandirmada basarisiz oldugu ortaya konmustur (Hackkett, 1934).
Hackett ve Missiroli (1935)’nin arastirmasinda, An. atroparvus ve An. messeae
tiirlerinin kanat uzunluklar1 ve mandibular dis sayis1 karsilastirilmis, farkli cografik
alanlarda her 1iki karakterlerin de olduk¢a fazla varyasyona sahip oldugu
belirlenmistir. Erkek hipopigiyumu ve larval karakterler iizerindeki caligmalarda
yalnizca An. sacharovi i¢in ayrim saglayabilecek veriler elde edebilmistir (Denisova,
1967; Doosti et al.2006). De Buck ve arkadaslarinin (1930) yaptig1 calismalarda da
larva tlizerinde tanimlanan killarda ve erkek hipopigiyumunda farkliliklar oldugu
saptanmustir. Ik kez Falleroni’nin (1926) dikkati ¢ektigi yumurta morfolojisi iizerine
yogunlasan Hackett (1934), yaptig1 calismasinda kompleks tiirlerinin ayirimimda en
uygun karakterlerin yumurta morfolojisi olabilecegini kabullenmis ve bu yontemle
de An. melanoon’u tanimlamistir. Ancak tanimlanan bu yeni ‘wk’, sadece,
Falleroni’nin (1926) koyu yumurtali (4n. messeae) olarak tanimladigi irkdan
ayrilmay1 saglamis ve Hackett, 1934°deki bu yaymninda komplekse ait sistematik
sorunun ¢oziimii i¢in heniiz ¢ok erken oldugunu da 6ngérmiistiir. Bu ¢alismasinin
hemen ardindan 1935°de, Lewis ile yaptig1 incelemelerde yumurtalar1 An. messeae
yumurtalarma benzeyen yeni bir varyete tanimlamis ve bunu Anopheles

maculipennis subalpinus var. olarak literatiire gecirmistir (Hackett ve Lewis, 1935).



Bundan sonra yapilan ¢alismalar daha ¢ok yumurta morfolojisini destekleyen larval
karakter arayislarina donmiistiir (Bates, 1939; Bates ve Hackett, 1939; Russel et al.,
1943). Bu farkl wrklara ait yumurtalarin laboratuar kosullarinda yetistirilmesiyle de
hem 1rklarin biyolojik 6zelliklerinin belirlenebilmesi hem de hangi tip yumurtadan

hangi karakterlere sahip larvalarin gelistiginin goriilebilmesi miimkiin olmustur.

Bates (1939), laboratuar kosullarinda kurdugu kolonilerde bir¢ok hibritleme
denemesi yaparak, farkli wklar arasindaki tireme yalitimlariin var olup olmadigini
saptamaya c¢aligmis ve genel olarak hibrit bireylerin kisir ya da anomalilere sahip

oldugunu ortaya koymustur.

Bu calismalarin ardindan artik taksonomik problem, bireylerin irk veya varyasyon
olarak degil, “tiir” olarak adlandirilmasi yoniinde kismen ¢6ziilmiistiir (Bates, 1940).
Ancak, Bates (1940) komplekse yonelik derledigi ¢alismasinda An. subalpinus’un,
yumurta rengi varyasyonundan bagka ayirt edici bir karakter tasimamasindan dolay1
An. melanoon’un alttiirii olarak kabul edilmesini uygun gormiistiir. Bu ¢alismada
benzer duruma An. atroparvus ve An. labranchiae igin de yer verilmis, ancak burada
alt tirler arasinda belirgin bir gecis formu goriilmedigine ve bir kismi kisir
bireylerden olusan hibrit koloni olusturulabildigine dikkat c¢ekilmistir. Russel ve
arkadaslarinin (1943) hazirladig1 kompleks tiirlerinin teshis anahtarinda yumurta
karakterleri kullanilmis ve 1970°li yillara kadar tiirlerin hem biyolojisine hem
sistematik karakterleri iizerine arastirmalar devam etmistir (Ketle ve Sellick, 1947;

Denisova, 1967).

Stegnii ve Kabanova (1978)’nin yaptig1 sitogenetik incelemeler sonucunda 3. politen
kromozom iizerindeki farklilikla yeni bir tiir olarak An. beklemishevi tanimlanmastir.
Ancak, uygulanan yontemin sahip oldugu bircok pratik kisitlamalar nedeniyle bu

yontem yaygin bir kabul gormemistir (Beebee ve Rowe, 2004).

An. artemievi'nin 2005’de molekiiler tekniklerle tanimlanmasindan sonra yapilan
sitogenetik caligmalarinda tiirlin politen kromozom 06zelligi bakimindan An.
maculipennis ile ayn1 bantlanmay1 gosterdigi ortaya konmus ve yontemin kompleks

tiirlerinin hepsi i¢in yeterli olmadig1 sonucuna varilmistir (WHO, 2008).



2.3. MOLEKULER YONTEMLER SONRASI SISTEMATIK
ARASTIRMALAR

Diinya tlizerinde ekolojik agidan ¢cok 6nemli ve yiiksek cesitlilige sahip olan bocekler
iizerinde calisilabilecek bir ¢cok molekiiler yontem gelistirilmistir (Rai, 1999; Young
ve Coleman, 2003; Behura, 2006)

Molekiiler yontemlerin sistematik calismalarda kullanilabilir olmasini takiben
Anopheles maculipennis kompleksinin hem Nearktik Bolge tiirlerine (Porter ve
Collins, 1991) hem de Palearktik Bolge tiirlerine yonelik molekiiler sistematik
arastirmalar hizla artmistir. Bu kapsamda kompleksin Palearktik Bolge tiirlerine
iliskin 1lk molekiiler caligmalar 1999 yilinda yapilmis ve Marinucci et al.,
(1999)’nin yaptig1 calismada kompleksin 7 tiirlintin ITS2 bolgesi kullanarak tiirlerin
filogenetik iliskisi belirlenmistir. Ayn1 yil, Proft ve arkadaglar1 (1999), kopleksin 6
tirlinlin  ITS2 bolgesi i¢in tire oOzgli primerler kullanarak bu bdlgenin
karakterizasyonunu yapmislar ve tiirler arasindaki farkin % 7,3 ( An. melanoon ve
An. maculipennis arasinda) ile % 24 (An. atroparvus ve An. sacharovi arasinda)

diizeyinde degistigi gosterilmislerdir

Bu kapsamda yapilan diger arastirmalarla (Walton ef al.,1999; Banerjee et al., 2007)
da ITS2 bolgesinde tiir ici varyasyonun yok denecek kadar az oldugu ortaya
konulmus ve bu bdlgesinin kompleks tiirlerinin ayiriminda giivenilir bir belirteg

olarak kullanim1 yaygin kabul gormiistiir.

Bu caligmalara paralel olarak diger molekiiler belirteclerden de yararlanilmis ve bu
kapsamda yapilan ilk ¢aligmada mitokondri genomunun COI bdlgesi ile kompleks
tiirlerinden An. maculipennis s.s. ve An. messeae tlrlerine ait diziler incelenmistir.
Calisma sonucunda, COI’'nin An. maculipennis s.s. tiirlinde saptanan 5 haplotipi ile
daha ytiksek degiskenligi oldugu saptanmis ve iki tiiriin bu bolge dizileri arasinda
%3,4 ile %3,8 fark oldugu tespit edilmistir. Bu farkin ve haplotiplerdeki
karakterlerin belirgin olmasi sebebiyle COI’'nin filogenetik iliskiyi yeniden
diizenlenmede kullanilabilecegi vurgulanmistir (Linton et al., 2001). Boylece, 4An.

maculipennis kompleksinin sistematigine yonelik olarak molekiiler tekniklerin
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yaygin olarak kullanilmasiyla, kompleks igerisinde 6nemli sistematik degisikliklere
neden olan sonuglar da elde edilmeye baslanmistir. Bunlardan ilki yumurta
morfolojisine gore daha Once An. subalpinus tiiri olarak tanimlanmis olan
orneklerin molekiiler analizlerle ITS2 dizileri acisindan An. melanoon ile
karsilastirildiginda, bolgelerin yalnizca % 0,46’lik bir fark tasidigi belirlenmis ve
buna bagh olarak da An. subalpinus olarak tanimlanan tiirtin An. melanoon tiiriiniin
sinonimi olduguna karar verilmistir (Linton ef al, 2002). Bu sonu¢ daha sonra
Boccolini et al. (2003) tarafindan yapilan ¢alismada ITS2’nin yani1 swra COI

dizilerinin analiziyle de desteklenmistir.

Anopheles beklemishevi ile yapilan ilk molekiiler calismalarda ise tip lokalitesi
Palearktik Bolgede olan bu tiirlin, Nearktik Bolge’deki tiirlere daha yakin oldugunu
ve Palearktik Bolge’deki diger tiirlerden goreli olarak uzun zaman 6nce ayrildigini

gostermistir (Gordeev et al., 2004; Kampen, 2005).

Filogenetik calismalarla beraber, eski-yeni bircok 6rnegin yeniden degerlendirilmesi
yapilmis, Yunanistan, Bulgaristan, Iran gibi komsu iilkelerde yeni kayitlarin
bulunmasi saglanmis ve daha once kullanilan morfolojik karakterlerin kompleks
tiirlerinin ayiriminda yetersiz kaldigi anlagilmistir (Linton et al., 2002; Sedaghat et
al., 2003, Nicolescu ef al., 2004; Sedaghat ve Harbach, 2005; Linton et al., 2007) .
Oyle ki, yapilan yeni calismalarla, An. maculipennis kompleksi igerisinde ii¢ yeni tiir

de molekiiler olarak tanimlanmistir:

1. Anopheles persiensis Linton, Sedaghat ve Harbach, 2003: ITS2 bolgesi PCR-
RFLP sonuglarina gore Iran’da tanimlanan tiir en yakin oldugu An. martinius’tan %

6,8’lik farklilikla ayirt edilmistir (Sedaghat et al., 2003).

2. Anopheles daciae Linton, Nicolescu ve Harbach, 2004: Kompleks icerisinde ITS2
bolgesi bakimindan en yakin iliskinin bulundugu An. messeae tiiriinden, elektron
mikroskobu yumurta gorintiileri, ITS2 ve COI dizi farkhiliklarina dayanilarak

Romanya’dan tanimlanmistir (Nicolescu et al., 2004)
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3. Anopheles artemievi Gordeev, Zvantov, Goriacheva, Shaikevich and Ezhov, 2005:
Yumurta yapist olarak An. sacharovi ve An. martinius’a benzeyen tiriin ITS2
dizianalizi % 91 ile en fazla An. maculipennis s.s. tiiriine benzemektedir.
Kirgizistan’da bulunan bu tiir, kompleks icin tespit edilen son yeni tiirdiir (Gordeev

et al., 2005).

Bugiin de, Anopheles cinsine ait bir cok kompleks ve tiirlin akrabalik iligkileri ve
lokal karakterizasyonlarmi agiga ¢ikarmak i¢in 6zellikle ITS2 bolgesinin kullanildig:
molekiiler caligmalar hizla devam etmektedir (Marrelli et al., 2005; Ree ef al., 2005;
Ruiz et al., 2005; Foley et al., 2007; Walton et al., 2007; Bezzhonova ve
Goryacheva, 2008).

2.4. Anopheles maculipennis KOMPLEKSI’NIN ULKEMIZDEKI
DURUMU

Parrish (1959)’in iilkemizin pek ¢ok bdlgesini kapsayan calismasinda, An.
maculipennis kompleksine ait An. maculipennis s.s., Anopheles maculipennis
melanoon ve An. maculipennis messeae olarak bir tiir, ki de alttiiriin varlig

bildirilmistir.

Postiglione et al., (1970) gore, Akalan (1936) Anopheles maculipennis s.s., An.
messeae, An. melanoon ve An. subalpinus’un ililkemizde bulundugunu bildirmistir.
Tiirkiye Anophelinae faunasi iizerine Postiglione et al., (1973) tarafindan yapilan
kapsamli ¢calismada, An. maculipennis kompleksine ait, Tiirkiye’de yayilis gosteren
tiir/alttlire iliskin morfolojiye dayali taksonomik degerlendirmeyle birlikte, Tiirkiye
yayilislar: da ele alinmistir. Bu ¢alismada daha dnce Tiirkiye’den kaydi verilen An.
messeae ve An. melanoon tiirlerinin hatali teshise dayandigi belirtilmis ve daha 6nce
An. elutus olarak verilen An. sacharovi’nin varlig1 desteklenmistir. An. maculipennis
s.s.tlrtinlin 6zellikle Kuzey, Kuzeybati, Orta ve Dogu Anadolu bdlgelerinde yogun
olmak tizere Tiirkiye’nin biiyiik bir kisminda, An. sacharovi’nin ise tipik olarak
Goller Bolgesi ve Orta Anadolu’nun giineyleri ve Giineydogu Anadolu Bdlgesi’nde
yayilis gosterdigi belirtilmistir. Ayrica, arastirmacilar, An. subalpinus’un da An.

melanoon’un alt tiirli olarak Goller Bolgesi, Marmara ve Orta Karadeniz bdlgesinde
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sinirli habitatlarda bulundugunu ifade etmislerdir. Taksonomik degerlendirmede
ergin disi, larva ve yumurta morfolojilerine ait diyagnostik karakterlerin kullanildig:
bu ¢alismada komplekse ait taksonlardan An. melanon ve An. subalpinus tiirlerinin

sistematik sorunlarina bir ¢oziim getirilememistir.

Ulkemizde daha sonra yapilan calismalar ise daha ¢ok bir derleme seklinde ele
almmis olup An. melanoon’nun varhigi siiphesini korumustur (Kasap ve Kasap,
1983; Ramsdale ve Snow, 2000; Alten et al., 2000; Ramsdale et al., 2001). Nitekim
An. messeae, An. melanoon ve An. subalpinus yumurtalar1 arasindaki benzerliklerin
teshiste sik sik karigikliklara yol agmasi ( Hackett, 1934; Hackett ve Lewis, 1935;
Postiglione et al., 1970; Linton et al., 2002a, Linton et al., 2002b; Bezzhonova et
al., 2008) nedeniyle elde edilen sonuglara dayali olarak hazirlanan tiirlerin dagilim

haritalarina da hep siipheyle bakilmistir.

2.5. Anopheles  maculipennis KOMPLEKSI’NIN GENEL
BIYOLOJIK, EKOLOJIK OZELLIKLERI

Anopheles artemievi: An. artemievi daha onceki calismalarda An. martinius olarak
yanlis tanimlanmistir. Yeni bir tiir olarak 2005°deki teshisten sonra sinirli sayida
yapilan ¢alismalarda bu tiiriin daglar arasindaki alcak kesimlerde daha baskin oldugu
tespit edilmistir. Yumurtlamak i¢in bataklik gibi, durgun ve yavas akan, iyi 1sman,
cakillt dere yataklarin tercih ettikleri bildirilmis olup, An. martinius tiiriiniin biyo-

ekolojik 6zelliklerini tasidigi kabul edilmektedir (WHO, 2008).

Anopheles atroparvus: Zoofilik olmasma ragmen, 6zellikle yogun populasyonlara
ulastiginda oldukca 6nemli bir vektor tiir olan An. atroparvus, Riga (Letonya)-
Astrakhan (Rusya) hattiin batisinda yayilis gostermektedir (WHO, 2005). Ureme
habitat1 olarak, floral yonden zayif, mineralce zengin nispeten aci1 ve soguk sular1
tercth etmesine ragmen tath sularda da bulunabildigi rapor edilmis olup, temiz, pH
6.0-8.0 araligindaki akiskan sularda bulunmaktadir. An. atroparvus, tuz
konsantrasyonundaki ani ylikselmelere karsit An. messeae’den daha dayaniklidir.

Ciftlesmeleri daha ¢ok ahir duvarlarinda gozlenen bu tiirlin erkeklerinin ¢iftlesme
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kiimesiolusturduguna rastlanmamaistir (De Buck ez al., 1930). Hibernasyon i¢in 1lik
yerleri tercih eden An. atroparvus sicaga karsi da oldukea direngli olup, kis boyunca
nadiren kan emer ve havalar isinmasiyla An. messeae ve An. maculipennis s.s
tirlerine gore daha kisa siirede aktif hale gelir (Hackett ve Missiroli, 1935;

Cambournac et al., 1938).

Anopheles beklemishevi: An. maculipennis s.s. ile allopatrik olarak dagilim gosterir
(Stegnii ve Kabanova, 1976). Soguk seven bir tiirdiir ve diinya iizerindeki dagilis1 da
giliney siir1 60° Kuzey enlemi olacak sekilde tayga ormanlar1 ve yliksek ovalardir

(Ramsdale ve Snow, 2000).

Bu bolgelerde organik kirlenme gosteren, durgun ve soguk sulara yumurta birakirlar,
An. maculipennis s.s’da oldugu gibi tam bir hibernasyon gdosterirler. Zoo-antropofilik
(kan emmek i¢cin hem insan hem hayvanlar1 tercih etme) o6zelligi gostermeleri
bakimmdan insan sagliginin yani sira hayvan sagligi agisindan da 6nemli bir yer

tutmaktadir (White, 1978).

Anopheles labranchiae: Yumurtlamak icin tuzlu sulari tercih etmesi yoniiyle An.
atroparvus’a benzese de farkli klimatik bolgelere 6zellesmislerdir. Ancak, farkli
tiirlerle rekabetin oldugu durumlarda tath sulari da tercih edebilmektedirler. Hem
laboratuar hem dogal kosullarda kis durgunlugu (diyapoz) karakteristik olsa da
sicakligin  yiikselmesiyle hibernasyon kirilabilmekte ve kisin da yumurta
birakabilmektedir Ciftlesme sirasinda ¢iftlesme kiimesi olusturmaktadirlar. Endofilik
karakterde olup uygun kosullarda ekzofilik 6zellik de gosterir (Ketle ve Sellick,
1947).

Anopheles maculipenis s.s: Kisin baglamasiyla viicutlarinda yag biriktirir ve soguk
ahirlarda gercek bir diyapoz gosterir. Daha diisiik sicakliklarda daha hizli yumurta
gelistirip birakabilmesi bu tiirlin soguk iklime bir diger adaptasyonu olarak
gosterilmistir (Kettle ve Sellick, 1947). An. maculipennis s.s. disilerinin her bir
yumurta brrakma doneminde An. messeae’ye gOre daha az yumurta biraktigi
bildirilmistir. An. messeae daha sakin sulara yumurta birakmayi tercih ederken, 4n.

maculipennis s.s hafif akintinin oldugu oksijence zengin sular1 tercih ederler (Hackett
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ve Missiroli, 1935; White, 1978). Yogun populasyonlarma deniz seviyelerinde
rastlansa da 2300 m ytikseklige kadar ¢ikabilmektedir (Postiglione ef al.,1973).

Anopheles melanoon: An. maculipennis s.s. ve An. messeae’ye gore tuzluluga
direnci fazla olsa da An. sacharovi kadar dayanikli degildir (Bates ve Hackett, 1939).
Vejetasyonca zengin, asir1 sulak, tarima elverigsiz arazilerde veya giines alan
bataklik ve piring tarlalarinda yumurtlarlar. Zoofilik 6zellikte olmasina ragmen etkili

bir vektor oldugu diisiiniilmektedir (WHO, 1989).

Anopheles messeae: Kuzey Avrupa’da baskin bir tirdiir. Yumurtlamak icin
genellikle durgun, soguk sular1 tercih etmektedir. Dar alanda, kii¢iik boyutlu
kafeslerde ciftlesmelerinin zor oldugu, olusturulan kiiltiirlerde tespit edilmistir.
Erkekler siklikla ¢iftlesme kiimesi olusturmaktadir. Kislar1 soguk ahirlarda tamamen
hibernasyona girerek beslenmesini ve eseysel aktivitesini durdurur (Hackett ve

Missiroli, 1935). Avrupa’daki en 6nemli vektor olarak bilinmektedir (WHO, 1988).

Anopheles martinius: Tiir, glineyde 46° Kuzey enlemini siir alacak sekilde
Tiirkmenistan, Ozbekistan ve Kazakistan’da yayilis gostermektedir. Genellikle
vejetasyon orani yiiksek durgun sulara yumurta birakirlar. Larvalarin tuzluluga
direnci yiiksektir. Ergin sinekler, sicak sevmektedirler ve kan emmek icin
hayvanlardan ¢ok insanlar1 tercih etmektedir. Kislama davranislar1 An. messeae’ye
benzer.  Eylil- Subat aylar1  arasinda  diyapoza  girerler = (WHO,

www.who.int/whr/en/index.html).

Anopheles sacharovi: An. labranchiae ile karsilastirilacak olursa, lireme alanlari
benzerlik gosterse de larvalarin tuz konsantrasyonuna toleransi daha yiiksektir.
Gilinese acik, durgun, yogun vejetasyonlu sular1 tercih eder. Erkekler dogada

ciftlesme kiimesi olusturur.

An. labranchiae’da oldugu gibi 1siya duyarl bir hibernasyon gozlenir (Hackett ve
Missiroli, 1935). An. sacharovi, An. melanoon ve An. maculipennis s.s. tiirlerine gore
saklanmak i¢in hayvan barinaklar1 yerine evleri daha ¢ok tercih etmekte olup,

vektorel bakimdan bu durum olduk¢a dnemlidir (Postiglione et al., 1973 ).
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Yaz baslarinda, An. maculipennis s.s. tarafindan tercih edilen, yosunlu ve golgesiz
goletler, yaz sonlarmma dogru havalarm 1sinmasiyla An. sacharovi taratindan isgal

edilmektedir (Hackett ve Missiroli, 1935).

Anopheles persiensis: Kompleksin son yillarda tanimlanmis yeni bir tiiridir ve
siklikla kiyr bolgelerindeki uygun habitatlar1 tercih etmektedir. An. melanoon’un
yumurta morfolojisinin bu yeni tiirlin yumurtalarina ¢ok benzedigi bildirilmistir
(WHO, 2008). Bu durum, daha dnce Iran ve Azerbeycan’in bazi bdlgelerinden A4n.
melanoon olarak bildirilen populasyonlarin aslinda bu yeni tiire ait oldugunu
gostermektedir. Ancak, bu tiiriin bu bolgelerde Oncelikli habitat tercihlerinin ne
olduguna iligkin yeterli bilgi yoktur ve heniiz biyo-ekolojik 6zellikleri konusunda

ayrmtil bilgi elde edilememistir.

An. daciae i¢in de durum benzerdir. Ve An. daciae da An. messeae ile benzerlik
gostermektedir. Molekiiler yakimliklar1 da oldukca yiiksektir ve hatta tiir statiisii
konusunda bazi tartigmalar devam etmektedir (Nicolescu et al., 2004; Bezzhonova ve

Goryocheva, 2008; WHO, 2008).

Vektorel 6zellik konusunda deginilmesi gereken onemli husus, tiirlerin kan emme
davranislariyla ilgilidir. Tirler bu davranislarina gore ikiye ayrilmaktadir:

antropofilik (kan emmek i¢in insani tercih eden) ya da zoofilik (hayvani tercih eden).

Kiszewski et al. (2004) vektor Anopheles tirlerinde emilmis olan kanlarin
analizleriyle, insan kan ortanca (medyan) degerlerini tiirler arasinda 0.01 ile 0.98
arasinda degistigini tespit edilmistir. Bu calismada An. maculipennis kompleksine ait
tiirlerin durumu su sekilde verilmistir: An. atroparvus: 0.245, An. labranchiae:
0.151, An. messeae: 0.172, An. sacharovi: 0.087. Simsek (2006), Iran’da ve
Tirkiye’de (Sanlwurfa) ev ve ahirlardan daha o©nceden tespit edilen tiir
yogunlugundaki farkliligi dikkate alarak tiirlerin beslenme egiliminin bulunduklari

ortama gore onemli Ol¢iide degistigini belirtmistir.

Linton ef al. (2007) ’nin derledigi bilgilere gore de An. atroparvus, An. labranchiae

ve An. sacharovi Avrupa i¢in en etkin vektorler olarak gosterilirken, An. messeae’nin
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de Rusya ve Ukrayna i¢in potansiyel bir vektdr olduguna isaret edilmistir. Ulkemizde
An. superpictus ve An. claviger’in de onemli vektorler oldugu tespit edildiyse de An.
sacharovi dzellikle yaz aylarindaki yogunluguyla en etkin sitma vektoridiir (Simsek,

2005; Djadid et al., 2007; WHO, 2008).

2.6. Anopheles maculipennis KOMPLEKSI’NIN
PALEARKTIKTEKI DAGILISI

Tiirlere gore www.mosquitocatalog.org ve www.who.int/en/index.html veri tabani
kaynaklar1 esas almarak hazirlanms liste asagidaki gibidir:

Anopheles artemievi Gordeev, Zvantsov, Goryacheva, Shaikevich ve Yezhov,

2005: Kirgizistan

Anopheles atroparvus Van Thiel, 1927: Avusturya, Belarus, Belcika, Bosna-
Hersek, Bulgaristan, Hirvatistan, Cek Cumhuriyeti, Danimarka, Fransa, Almanya,
Yunanistan, Macaristan, Irlanda, Italya, Litvanya, Letonya, Moldova, Norveg,
Polonya, Portekiz, Romanya, Rusya, Slovakya, Slovenya, Ispanya, Isvi¢re, Ukrayna,

Ingiltere, Sirbistan, Karadag.

Anopheles beklemishevi Stegnii ve Kabanova, 1976: Finlandiya, Rusya, Isvicre.

Anopheles daciae Linton, Nicolescu ve Harbach, 2004: Romanya, Fransa.

Anopheles labranchia Falleroni, 1926: Cezayir, Bosna-Hersek, Bulgaristan, Hirvatistan,

Cek Cumbhuriyeti, Fransa, Yunanistan, italya, Libya, Fas, Romanya, ispanya, Tunus.

Anopheles maculipennis Meigen, 1818: Arnavutluk, Ermenistan, Avusturya,
Belarus, Belgika, Bosna-Hersek, Bulgaristan, Hirvatistan, Cek Cumhuriyeti,
Danimarka, Estonya, Finlandiya, Fransa, Giircistan, Almanya, Yunanistan,
Hirvatistan, Iran, Irak, Italya, Litvanya, Letonya, Luksemburg, Makedonya,
Moldova, Hollanda, Norveg, Polonya, Portekiz, Romanya, Rusya, Slovakya,
Slovenya, Ispanya, Isvicre, Isveg, Suriye, Tacikistan, Tiirkiye, Ukrayna, Birlesik

Arap Emirligi, Sirbistan, Karadag
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Anopheles martinius Shingarev, 1926: Afganistan, Iran, Kazakistan, Kirgizistan,

Ozbekistan.

Anopheles melanoon Hackett, 1934: Bosna - Hersek, Bulgaristan, Yunanistan,

Italya, Makedonya, Romanya, Rusya, Ispanya.

Anopheles messeae Falleroni, 1940: Arnavutluk, Avusturya, Belarus, Belcika,
Bosna-Hersek, Bulgaristan, Hirvatistan, Cek Cumhuriyeti, Danimarka, Estonya,
Finlandiya, Fransa, Almanya, Yunanistan, Macaristan, Irlanda, Italya, Kazakistan,
Kirgizistan, Letonya, Litvanya, Makedonya, Moldova, Mongolya, Hollanda, Norveg,

Polonya, Romanya, Rusya, Slovakya, Slovenya, Isvigre, Isve¢, Ukrayna, ingiltere.
Anopheles persiensis Linton, Sedaghat ve Harbach, 2003: iran, Azerbeycan.

Anopheles sacharovi Favre, 1903: Afganistan, Arnavutluk, Ermenistan, Avusturya,
Bosna-Hersek, Bulgaristan, Hirvatistan, Fransa, Yunanistan, Iran, Irak, Israil, italya,
Urdiin, Liibnan, Makedonya, Polonya, Rusya, Suriye, Tacikistan, Tiirkiye, Sirbistan,
Karadag.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. ALANSAL CALISMALAR

Arastirma alani olarak belirlenmis olan bdlgelerde cografik-ekolojik bir yaklagimla
ayrintili olarak Haziran 2007-Haziran 2008 tarihleri arasinda {ilkemizin farkl
cografik bolgelerinin 37 lokalitesinde Anopheles maculipennis kompleksi tiirlerinin

larva-pupa ya da erginleri i¢cin drnekleme ¢aligmalar1 yapilmistir.

Calismalarm yapildig1 lokaliteler kodlanarak yiiksekligi ve koordinatlar1 GPS ile
belirlenerek kaydedilmistir.

Arastirma siliresince Ornekleme yapilan lokaliteler (tez icerisinde kullanilan

kodlariyla birlikte), tarihler ve toplanan 6rnek sayilar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.

3.1.1. Larva Orneklemeleri

Arazi calismasi kapsamindaki bolgelerde bulunan gol, golet, akarsu, dere, bataklik,
kuyu ve havuz gibi dogal ya da yapay, sivrisineklerin iiremesi i¢in uygun alanlar
taranmistir. Larva kepgeleri ve pipetler ile larva ve pupa 6rnekleri alinmistir. Her bir
ireme alanindan toplanan 6rnekler ayr1 ayr1 6rnekleme kaplarina konularak, tarih ve

yeri belirtecek sekilde etiketlenmistir.

3.1.2. Ergin Orneklemeleri

Ergin Orneklemeleri karanlik (glinbatimindan giindogumuna kadar) ve aydinlik
(giindogumundan giinbatimina kadar) olmak tizere iki donemde, CDC (Centers for
Diseases Control)-151k tuzaklar1 (John W. Hock, Florida) ve agiz aspiratorleri
kullanilarak yapilmistir. CDC-1s1k tuzaklar1 6rnekleme lokalitelerinde sivrisineklerin
aktif olduklar1 aksam saatlerinde hem ahir ev gibi kapali alanlara hem de agik
alanlara kurulmustur. Isik tuzaklar1 tiim gece boyunca c¢alistirilarak ergin
sivrisinekler yakalanmistir. Ac¢ik ve kapali alanlara kurulan tuzaklarla endofil veya
ekzofil davranig egilimi olan tiirlerin tiimii i¢in uygun bir 6rnekleme yapilabilmesi

amaclanmstir.
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No Kod Sehir Lokalite Ad1 Belirlenen tiirler (6rnek sayisi)

1 AH Adana Herekli An. sacharovi (6)

2 AT Adana Tepecikoren An. sacharovi (1)

3 AK Adana Kapikaya- Ciftlik An. sacharovi (5)

4 AyBk Aydin Bryikl1 koyii An. sacharovi (1)

5 AyB Aydin Belevi An. sacharovi (5)

6 AyTb Aydin Tuzburgazi An. sacharovi (5)

7 BuC Burdur Cine koyii Aglasun An. maculipennis (1)

8 BK Burdur Karakent koyii An. sacharovi (2)

9 BuG Burdur Golhisar An. maculipennis (1), An. melanoon (5)
10 BI Burdur Ilyaskoy An. sacharovi (1)

11 CH Cankirl Hacilar -Kizilirmak An. maculipennis(10),4n. sacharovi (1)
12 EAk Edirne Alibeykdy An. maculipennis (1), An. melanoon (2)
13 EAv Edirne Avariz An. melanoon (1)

14 EC Edirne Cukurkdy An. melanoon (1)

15 EGg Edirne Gala golii An. melanoon (2)

16 EI Edirne Ipsala An. sacharovi (1)

17 IK Igdir Kiilliik An. maculipennis (3)

18 1P Igdir Pirli An. maculipennis (3)

19 IS Igdir Sogiitli An. maculipennis (3)

21 KA Konya Afsar An. maculipennis (6)

22 KBg Konya Beysehir Goli An. maculipennis (1),

23 KDh Konya Doganhisar An. maculipennis (1)

24 KeB Kirklareli Beypinar An. maculipennis (2)

25 KeDk Kirklareli Derekoy An. maculipennis (6)

26 KBd Kirklareli Bocek deresi An. maculipennis (1)

27 MeH Mersin Hurma koyii An. sacharovi (5)

28 MA Mugla Akgapinar An. sacharovi (1)

29 MK Mugla Kapikargin An. sacharovi (4)

30 SC Samsun Carsamba An. maculipennis (2)

31 SD Samsun Derekoy An. maculipennis (2)

32 ST Samsun Taflan An. maculipennis (1)

33 SM Samsun 19 mayis An. maculipennis (3), An. sacharovi (2)
34 SY Samsun Yortikler An. melanoon (1)

35 SuCd Sanlurfa Camlidere An. sacharovi (5)

36 Sul Sanlurfa Incirli Kéyii An. sacharovi (6)

37 SuP Sanlurfa Pamuklu An. sacharovi (4)
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Aydmlik donemde ise agiz aspiratorleri, endofil dinlenme davranisinin yaygin
oldugu bu grupta hayvan barinaklari, kiler, depo, ev gibi kapali alanlarda hem iireme
doneminde hem de kislama donemlerinde oldukga etkili bir yakalama araci olmustur.
Bu yontemle 6zellikle hayvan ahirlarindan hem kan emmis ya da gravid (yumurta
gelistirmis) ergin disiler hem de erkekler yakalanmis olup, disilerden yumurta
birakabilecek durumda olanlar yumurtlatma kaplarma alinarak yumurtlamalari
saglanmistir. Elde edilen diger ergin bireyler ise %80 etil alkol igeren tiiplere

almarak etiketlenmis ve arazi tipi termoslarda laboratuara getirilmistir.

3.2. LABORATUAR CALISMALARI

3.2.1. Yumurtalarin incelemesi

Arazi ¢alismalarinda yakalanmis ve heniiz yumurta birakmamis olan kan emmis ya
da gravid disi bireyler, laboratuar ortaminda igerisinde 100 ml distile su bulunan,
200ml'lik silindirik, plastik yumurtlatma kaplarma alinmistir. Birka¢ giin igerisinde
yumurta birakan disilerin yumurta kaplarindan alinarak 6rnekleme lokalitesine gore
kodlandirilirmis ve %80 etil alkol igeren 1,5 ml'lik eppendorf tiiplere konularak

+4°C'de DNA izolasyonunun gerceklestirilecegi tarihe kadar saklanmistir.

Elde edilen yumurtalarin morfolojik 6zellikleri Leica marka 151k mikroskobu ile
incelenmistir. Incelenen yumurtalar Casio Exilim dijital fotograf makinesi ile

fotograflanarak bilgisayar ortamina aktarilmis, kodlanarak arsivlenmistir.

3.2.2. Anopheles maculipennis kompleksi 6rneklerinden DNA izolasyonu

Arazi ¢alismalariyla elde edilmis ve laboratuar ortamimda %80’lik etil alkol igeren
1,5 ml’lik mikrosantrifu;j tiipleriyle +4°C'de koruma altina alinmis olan 6rneklerden
E.ZN.A. Tissue DNA isolation kiti (Omega) kullanilarak DNA izolasyonlar1
gerceklestirilmis olup, DNA izolasyonunda kullanilan yontemin asamalar1 asagida

verilmistir;

1. Eppendorf tiiplere (1,5 ml’lik) alinmis ve tizerine 200 ul tampon TL eklenmis

ornekler mekanik olarak parcalanmistir.
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2. Elde edilen karigimin {izerine 25ul OB proteaz eklenmis ve hafifce
vortekslenen karisim tiipii lizis islemi ig¢in 1sitma blogunda 2 saat 55°C'de

tutulmustur.

3. 2 saat sonrasinda 220 ul BL tampon eklenip vorteksle tekrar karistirilmis ve

70°C'de 10 dakika daha inkiibasyona birakilmistir.

4. 14000 g'de 5 dakika santriflij sonrasi siipernatant alinmis, siipernatant tizerine

220ul mutlak etanol ekleyip vorteksle karigmasi saglanmistir.

5. 14500 g'de 2 dakika santrifujle peletin tamamen ¢ékmesi saglanmistir.

6. Siipernatant1 kolon takilmis tiipe aktardiktan sonra 10000 g de 1 dakika

santrifiijleyerek DNA'nin kolona tutulmasi saglanmistir.

7. Igerisinde gereksiz molekiillerin bulundugu toplama tiipii degistirilerek 500 ul

HB tamponu eklenmistir.

8. 10000 xg’de 1 dakika santrifiij yapilmis ve toplama tiipii tekrar
degistirilmistir.

0. Yikama amacli olarak etanol eklenmis 700 ul DNA’ya yikama tamponu
eklenmis, tekrar 10000 xg de santrifiij yapilarak iirliniin temizlenmesi saglanmis ve

ayni tiipli kullanarak yikama islemi tekrarlanmastir.

10.  Maksimum hizda 2 dakika daha santrifiij edilerek etanol tamamen

uzaklastirilmistir.

11.  Kolon yeni, temiz toplama tiipiine alindiktan sonra 100 ul 70°C'deki elusyon
tampon kolonun tam ortasina eklenmis ve yaklasik 3 dakika DNA’nin bu ¢ozeltide

¢cOzlinmesi beklenmistir.

12.  Coziinme isleminden sonra 13000 xg'de 1 dakika santrifiij edilerek DNA geri

kazanilmistir.
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3.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

DNA izolasyonlar1 sonrasinda elde edilen genomik DNA'dan 28SR 5'-
ATGCTTAAATTTAGGGGGTA-3' ve 5.8SF 5-TGTGAACTGCAGGACACATG-
3" primerleri (Biobasic) kullanilarak ( Collins ve Paskewitz, 1996) Eppendorf marka
PCR makinasinda 6rneklerin ITS2 bolgesi ¢ogaltilmistir. Reaksiyonda herhangi bir
kontaminasyon olup olmadigmi gérmek amaciyla bir tiipe de 1ul DNA yerine steril
distile su koyulmustur. Reaksiyon i¢in hazirlanan karigim Cizelge 3.2'de
gosterilmistir.

Cizelge 3.2. PCR reaksiyon protokolii (*, kontrol karisiminda steril distile su kullanilmistir)

Reaktifler [konsantrasyon] Her bir PCR i¢in hacim
Tampon [10 X (Bioron) 2,5 uL
MgCl2 [25 mM] (Bioron) 1,5 uL
dNTPs [0,5 mM] (Fermentas) 2 uL
Primerler [20 M] 0,625 pL
Taq DNA polimeraz (5 U/ mL)(Bioron) 0,1 uL
DNA * 1 pL (50ng)
dd H20 17,275 L
DNA ¢ogaltimt:

Hazirlanan PCR karigimi 0.2ml PCR tiiplerinde Eppendorf marka PCR makinasi ile
ilk denatiirasyon 94°C'de 5 dakika, daha sonra 25 dongii olacak sekilde 94°C'de 45
saniye denatlirasyon, 53°C'de 45 saniye primer baglanmasi (anneling), 72°C'de 45
saniye uzama (extension) ger¢eklestirilmistir. Son olarak tamamlanmamis olabilecek
dizilerin tamamlanmasi i¢in fazladan 72°C'de 10 dakika uzama olacak sekilde
reaksiyona tabi tutulmus ve elde edilen PCR iiriinii sonraki isleme kadar +4°C’de

tutulmustur.
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3.2.4. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel elektroforeziyle Kalitesinin incelenmesi

Elde edilen PCR iiriinleri 4 pL 6X yilikleme tamponuyla birlikte (%50 gliserol, 0,1 M
EDTA, % 1 SDS, % 0,1 bromfenol mavisi, ksilen siyanol) %2'lik agaroz (Sigma)
jelde, %1 etidyum bromiirlii (EtBr) 1X TBE tamponu kullanilarak GeneRuler marka
Low Range (Fermentas) DNA biiyiikliik belirteci (sirasiyla 700, 500, 400, 300, 200,
150, 100, 75, 50, 25 bg pargalar icermektedir) ile birlikte elektroforez yapilmistir. Bu

islem i¢in asagidaki sira izlenmistir:

1. 2 g agaroz (Sigma) 100 mL 1X TBE tamponu [5 L: 54 g Tris-base, 27,5 g Borik
asit, 3.72 g EDTA (sulu), pH: 8.0] igerisinde homojen halde eritilerek 60°C'ye kadar

sogutulmustur.

2. 3 uL EtBr(Etidyum bromiir) (5 mg/mL; 50 mg EtBr, 10 mL Distile su) eklenerek
tyice karistirilmis ve i¢inde hava kabarcigi kalmayacak sekilde jel kabma dokiilerek

sogutulmustur.

3. Hazirlanmis olan jele, her bir PCR f{iriinlinden 5 pL kadar yiiklenmis, son

kuyucuga DNA yerine steril distile su kullandigimiz negatif kontrol yiiklenmistir.
4. Ik kuyucuga 4uL Fermentas marka DNA biiyiikliik belirteci yiiklenmistir.

5. Elektroforez, gii¢ kaynagi ile 80 mA'de 1 saat ¢alistirilmis ve ayrisim sonucundaki

jel goriintiileme sistemi (Vilbert Lourmat) ile goriintiilenerek fotograflanmistir.

Goriintii sonucunda herhangi bir 6zgiil olmayan bant gézlenmemesi sonucu PCR
iirlinii dogrudan Gen Elute PCR saflastirma kiti (Sigma) kullanilarak temizlenmis ve

50ul elusyon tamponunda sagaltilmistir.
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3.2.5 PCR Uriinlerinin Saflastirilmas: islemi

1. Santrifuj tiiplerinde hazirlanmis olan kolonlarin her birine 0,5 ml ‘hazirlik
cozeltisi’ eklenip, 12000 xg'de 45 saniye santrifuj yapildiktan sonra toplama tiipii
degistirilmistir.

2. Hacmen 1X PCR irlniine 5X ‘baglanma ¢ozeltisi’ karistiryp bu kolona

yiiklenmistir.

3. 14000 xg'de 1 dakika santrifuj yapildi ve tekrar toplama tiipii degistirilmistir.

4. 0,5 ml ‘yikama tamponu’ kullanilarak maksimum hizda santrifujle PCR f{iriinii

yikanmig ve ardindan 2 dakika maksimum hizda santrifuj yapilmistir.

5. Toplama tiipiinii son kez degistirdikten sonra 50 ul ‘geri kazanim tamponu’
ekleyerek DNA'min ¢6ziinmesi i¢in 3-5 dakika bekleyerek maksimum hizda

santrifuje tabi tutulduktan sonra DNA geri kazanilmustir.

Geri kazanilan {riin, kalitesini saptamak i¢in daha onceden yogunluklar1 saptanmis
DNA o6rnekleri (marker) ile esit hacimde agaroz jel elektroforezine tabi tutulmustur.
UV 15181 altinda DNA bantlar1 yogunluklariyla orantili olacak sekilde 1sima
yaptiklar1 i¢in istenilen yogunluga sahip referans DNA {iriinliyle ayn1 kalitede olup

olmadig1 ve DNA'nin bir hasar goriip gormedigi de bu seklide tespit edilmistir.

50-250 ng/ul DNA iceren triinler, PCR primerleri kullanilarak DNA dizilemesi
yapilmasi i¢in Macrogen (Seul, Giiney Kore) firmasina gonderilmistir. Firmadan

gelen dizi sonuglar1 bilgisayar ortaminda incelenmistir.

Biitiin bu laboratuar islemleri sirrasinda, DNA'nin UV'ye veya denatiire edici ajanlara
maruz kalip bozulmamasina dikkat edilerek, proteinlerin denatiirasyonu ya da erken
aktivasyonunu Onlemek icin buzda, kontaminasyonu onlemek amaciyla da steril
malzemeler kullanarak, pudrasiz lateks eldivenle Laminair Flow kabinde

calisilmasina 6zen gosterilmistir.
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3.2.6. DNA Dizi Verilerinin Analizi

Calisilan tDNA ITS2 genom bolgesi hem ileri (forward) hem de tersine (reverse)
PCR primerleri ile dizlenmistir. Elde edilen niikleotit dizileri Bioedit ve Chromas
Lite bilgisayar programlar1 ile tersine DNA niikleotit dizileri ters komplementer
diziye doniistiiriilmiis ve bu diziler bire bir karsilastirilarak her bir bireye ait dizlerin
dogrulugu kontrol edilmistir. Her bir bireye ait niikleotit dizlerinin hizalanmasi i¢in
BioEdit programn  kullamlmugtir. Ozellikle primer baglanma bolgelerinde
olusabilecek yanlis baz okumalarina karsi kromatogramlarda yapilan kontrollerle
dizilerdeki hatalar diizeltilmis ve fazla uzamadan kaynakli 3' uclardaki fazlaliklar

esitlenerek ham veri kullanilabilir hale getirilmistir.

Elde edilen her DNA dizisi fasta formatinda kaydedilip, http://www.ncbi.nlm.nih.gov

web sitesi iizerinden GenBank'ta bulunan dizilerle karsilastirilmis ve GenBank’ta en
yiiksek benzerlik gosteren diziler segilerek BioEdit programinda ClustalW coklu
esleme yontemi ile elde ettigimiz dizilerle birlikte analize alinmis, benzerlik oranlar1

ve baz kompozisyonlari ortaya konulmustur.

3.2.7. Dendogramlarin Olusturulmasi

Hizalanmis DNA dizisi veri seti diziler arasindaki genetik iliskiyi karsilastirmak igin
CLC DNA Workbench programi kullanarak 100 tekrara dayali ve topografik bir
UPGMA dendogrami olusturulmustur. Elde edilen dendogram nexus formatinda

kaydedilerek TreeViewX programinda diizenlenmistir.

3.3. Anopheles maculipennis KOMPLEKSI’NIN DAGILIMININ
BELIRLENMESI

Versamap programi kullanilarak hazirlanmis olan Tiirkiye haritasi iizerinde hem
ornekleme lokaliteleri hem de 6rnekleme lokalitelerinde molekiiler yontemlerle tespit
edilen tiirlerin dagilimi verilerek, tiirlerin allopatrik simpatrik  durumlari

gosterilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Anopheles maculipennis s.l. YUMURTALARININ
INCELENMESI

Anopheles maculipennis kompleksi tiirlerinin ayriminda uzun yillar kullanilan
yumurtalarin yiizge¢ yapisi, desen sekli, bantlanmanim olup olmamasi gibi yumurta
karakterleri bugiin dahi molekiiler yontemler uygulanamiyorsa gecerli olarak kabul
edilmektedir. Ancak, bazi tiirlerin yumurtalarm birbirine ¢ok yakin karakterler
tagimasi, bazi tiirlerde de yumurtalarin polimorfik O6zellik gostermesi, ayrica,
yumurta karakterlerinin siklikla yumurtanin birakildigi ortam kosullarina bagl olarak
degisebilmesi gibi nedenlerle yumurta karakterleri tiir teshisinde karigikliklara neden
olmaktadir. Arastirmamiz kapsaminda komplekse ait bir tiirin hem yumurta
morfolojisinde farkhiliklarn olup olmadigini belirleyebilmek hem de yumurta
morfolojisi ile molekiiler analizlerin Ortiisiip Ortiismedigini saptayabilmek amaciyla
yumurta morfolojileri incelenmistir. Bu amagcla arastirma alan1 kapsaminda 37 farkh
lokaliteden yakalanan komplekse ait 35 disi bireyin laboratuar ortaminda
yumurtlatilmas1 saglanmis ve bu yumurtalar 151k mikroskobu ile incelenmistir.
Degerlendirmelerimiz sonucunda temel olarak 3 farkli karaktere sahip yumurta tipi
belirlenmis olmakla beraber, bu tiplerden farkliliklar gosteren yumurta 6rnekleri de

elde edilmistir. Bu yumurta tiplerine ait 6rnekler Sekil 4.1°de verilmistir.

Yumurta karakterlerinden yiizgeclerin olup olmamasi1 An. maculipennis kompleksi
tiirlerinden An. sacharovi igin kesin bir ayrimi saglayabilmektedir. Cilinkii kompleks
icerisinde sadece bu tiiriin yumurtasinda belirgin ylizge¢ olusumu yoktur (Sekil 4.1,
F). Kompleks tiirlerinin digerlerinde ise yumurtanm iki yaninda ve merkezde disa
dogru kivrim yapmuis belirgin bir yiizge¢ olusumu vardir (Sekil 4.1, C ve D). Ancak,
ylizgegler, yiizgecli yumurta olusturan kompleksin diger pek ¢ok tiiriinii birbirinden
ayirmaya yeterli degildir. Bu durumda desen ve bantlanma sekillerine
basvurulmaktadir. Fotograflar lizerinde bu karakterleri degerlendirdigimizde, An.
maculipennis s.s. ve An. melanoon yumurtalar1 i¢in tiir tespitinin kolay olmadigi

goriilmektedir.
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| 0.5mm—

Sekil 4.1. Tiirkiye’de tespit edilen Anopheles maculipennis s.l. yamurtalarina ait fotograflar.
(A, ve B, An. melanoon; C, D, E, An. maculipennis s.s. ; F, An. sacharovi yumurtasi. Ok ile
belirtilen yerler yumurtalarin ylizgec kisimlarini isaret etmektedir)
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Bu yumurtalarda standart bir renklenmenin aksine populasyonlara 6zgii bazi
degisikler géze carpmaktadir. “Herhangi bir desenlenme olmadan tamamen koyu
renkli” seklinde tanimlanan An. melanoon yumurtasina arastirmalarimizda hig
rastlanmamistir. “iki bant arasinda renklenmelerin oldugu” tip yumurta olarak
tanimlanan An. melanoon yumurtasi [(yayinda bu farkliliktan dolay1 An. subalpinus
olarak tanimlanmistir (Lewis ve Hackett, 1935)] icin yapilmis olsa da, A, B ve D ile
gosterilen An. melanoon ve An. maculipennis yumurtalar1 bu “tip”e dahil edilebilir. B
ile gosterilen An. melanoon yumurtasinda desenlenme sekli A ile benzer olsa da
ifadede gegen “iki bant” belirgin degildir. D ile gosterilen An. maculipennis
yumurtasinda ise belirgin olan iki bant arasinda An. maculipennis s.s. tiirline 6zgi
yumurtada beklenmeyecek lekeler goriilmektedir. Oyle ki, klasik 4n. maculipennis
s.s yumurtast olarak tanimlanan yiizgeclerin bitim bdlgesinde net iki koyu renk
banda sahip yumurta tanimlamasina, sekilde en ¢ok E harfiyle gosterilen yumurtaya
uymaktadir. C ile gosterilen yumurtada bu bantlanmalarin silik olabildigini
gormekteyiz. F ile gosterilen An. sacharovi yumurtasina bakacak olursak, korionda
herhangi bir pigment birikimi bulunmadigindan diger fotograflarda goriildigli gibi
koyu bir renklenme veya bantlanma bulunmamaktadir. Hem bu karakterler hem de
ylizge¢ bulundurmamasi goéz Oniine alindiginda An. sacharovi’nin molekiiler
farkliliginin ~ yan1  swa tiirlin  teshisi i¢cin  yumurta morfolojisinden de

yararlanilabilecegi goriilmektedir.

Yumurtlatma ¢aligmalarinda belirlemis oldugumuz diger 6nemli bir sonug da bir tek
bireyin biraktig1 yumurtalar arasinda da bazi anormal desen, renk ve banth farkl
yumurtalarin olmasidir (Sekil 4.2). Goriildigli gibi hem An. melanoon hem de An.
maculipennis s.s tiirline ait bir tek bireyin olusturdugu yumurtalar arasinda da tiiriin
yumurta  karakterinden  sapmalar  gOsteren =~ yumurta  desenlenmeleri

bulunabilmektedir.

Sonu¢ olarak incelemis oldugumuz 35 bireye ait yumurta karakterleri géz Oniine
alimdiginda renklenmenin, gozlem ve ©On degerlendirmede kullanilabilecek bir
karakter olabilecegi diisiiniilse de, tiir i¢i varyasyonlardan dolay1 An. maculipennis

kopmleksi tiirlerinin teshisi i¢in giivenilir bir karakter olmadig1 ortaya konmustur.
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B

Sekil 4.2. Iki farkli tiirde tek bireye ait yumurtalarda gozlenen desen farkliliklar [A, An.
melanoon (Edirne); B, An. maculipennis (1gdir)]

4.2. MOLEKULER ANALIZLER

Aragtirmalarimiz sonucunda iilkemizin farkli cografik bdlgelerini temsil edecek
sekilde 37 farkli lokaliteden An. maculipennis kompleksine ait 117 sivrisinek 6rnegi
toplanmistir. Bu Orneklerden DNA izolasyonu yapilmis, rDNA ITS2 bolgesi
cogaltilmistir. Elde edilen niiklear DNA’dan cogaltilan PCR iriinlerinin (ITS2
bolgesi) % 2’lik Agaroz jelde elektroforezi yapilmistir. DNA belirteciyle beraber
elde edilen jel goriintiisiinde farkl tiirlere ait iirlinlerin bant pozisyonu bakimindan
varyasyon gostermedigi ve bu nedenle de jel goriintiisiiyle tiirler arasinda ayirim

yapilamayacagi belirlenmistir (Sekil 4. 3).

DNA izolasyonu caligmalar1 sonucunda elde edilen genomik DNA’lardan ¢ogaltilan
ITS2 bolgelerinin niikleotit dizileri GenBank’taki dizilerle eslestirilerek tiir
tanimlamalar1 yapilmis ve An. maculipennis kompleksi tiirlerinden An. maculipennis
s.s., An. melanoon ve An. sacharovi olmak lizere li¢ tiir tespit edilmistir. Dizileri
karsilastirilan 117 6rnegin 15°inin An. melanoon, 47’°sinin An. maculipennis s.s. ve
55’inin de An. sacharovi dizileriyle uygunlugu belirlenmistir. Bu tiirlerden, en sik
bulunan tiirtin % 47’lik bulunma oraniyla An. sacharovi tiirii oldugu, bunu % 40’lik
oraniyla An. maculipennis s.s. tiirinlin izledigi ve An. melanoon tiiriiniin de % 13’lik

orantyla nadiren bulunan tiir oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.3. An. maculipennis s.I. ITS 2 Bolgesi PCR {iriinlerinin Agaroj Jel elektroforez
gOriintiisii. 1. Fermentas Gen Ruler Low Range DNA Ladder, 2. SuP1 kodlu 6rnege ait ITS2
PCR fiirlinii, 3. SuP2 kodlu 6rnege ait ITS2 PCR f{iriinii, 4. EAk] kodlu 6rnege ait ITS2 PCR
iiriindi, 5. KBgl kodlu 6rnege ait ITS2 PCR iiriinii, 6. KBg2 kodlu 6rnege ait ITS2 PCR
iirlind, 7. CH7 kodlu 6rnege ait ITS2 PCR firiinii, 8. CH8 kodlu 6rnege ait ITS2 PCR firiind,
9. KeDK4 kodlu 6rnege ait ITS2 PCR firiinii 10. PCR’a kontrol olarak DNA yerine steril
distile su igeren PCR karisimi 10. kuyucukta herhangi bir bant goriilmemesi PCR karisimda
bir kontamniasyon olmadigini isaret etmektedir. Diger bantlar ladder ile karsilagtirildiginda
400 ile 500 bg arasinda triinler oldugu goriilmektedir.

Dizilerin Gen Bankasindaki mevcut dizilerle karsilastirilmast soncunda An.
melanoon tiirline ait dizilerin GenBankast AY634504 numarali (Nicolescu et al.,
2004) dizisiyle, An. maculipennis s.s. dizilerinin GenBankas1 EF612528 numarali
(Djadid et al., 2007) diziyle ve An. sacharovi tiirline ait dizilerin GenBankas1
AY238397 numaral dizisiyle (Di Luca et al., 2004) ile %100 uyumlu oldugu
belirlenmistir. Arastirmalarimiz sonucunda elde ettigimiz Orneklerimize ait 1TS2
Bolgesine ait her bir tiirli temsil edecek sekilde segilen birer 6rnegin I'TS2 bolgesi
dizi sonuglar1 ile GenBank’ta bulunan dizilerin eslestirilmesi Sekil 4.4.’de
sunulmustur. Nokta (.) ile isaretli yerler {ist sirada gosterilen referans tiirle ayn1 baz
dizilimini [Adenin (A), Timin (T), Guanin (G), Sitozin (C) | isaret etmektedir. Dizide
referans diziden farkli olan bazlar yine kisaltmalarla [ Adenin (A), Timin (T), Guanin
(G), Sitozin (C) ] gosterilmektedir. (-) isareti ise bulundugu diziye ait, tiirde referans
alman tiire ait bireyin dizisine denk gelen noktada bir bosluk (insersiyon/delesyon)
oldugunu gosterir. Dizinin sar1 renk ile vurgulanan kismi ITS2 bdlgesini, alt1 ¢izili

bazlar ise primer baglanma bolgesini gdstermektedir.
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Sekil 4.4. Tespit edilen tiirlerin GenBankasindaki 6rneklerle eslestirilmis ITS2 dizileri
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Molekiiler analizleri yapilan 117 6rnegimize ait dizi sonuglar1 degerlendirildiginde,
ITS2 bolgesinin uzunlugu ya da kompozisyonu bakimindan tiir i¢ci herhangi bir
varyasyon tespit edilememistir. Farkli bolgelerden toplanan An. maculipennis, An.
sacharovi ve An. melanoon tiirleri kendi igerisinde %100 uyum gostermistir. Bu

sonug, UPGMA teknigiyle hazirlanmis dendogramda da goriilmektedir (Sekil 4.5).

PCR fragmentlerinin primer baglanma bolgeleriyle birlikte uzunluklar1 su sekildedir:
An. maculipennis igin 422 bg, An. melanoon i¢in 432 bg ve An. sacharovi i¢in 444
be. ITS2 bolgelerinin tiirlere gére uzunluklar1 da swrayla, 303, 308 ve 322 bg.’dir.

Ayrintili baz kompozisyonu Cizelge 4.1.de verilmistir.

An. occidentalis
100 An. maculipennis
100 —— EF612528
— An. melanoon
0L AY634504
— An. sacharovi
0L AY238397

Sekil 4.5. Tespit edilen tiirleri gosteren UPGMA teknigiyle hazirlanmigs dendogram An.
occidentalis dis grup olarak alinmistir. Dendogram olusturulurken GenBank’tan birer dizi ve
An. maculipennis, An. melanoon ve An. sacharovi igin tez kapsaminda toplanan 6rneklerden
her tiirii temsilen alinan bir dizi kullanilmustir.

Dizilerin karsilagtirilmasi yapildiginda birbirine en yakin iki tiiriin % 3.64 farklilikla
An. maculipennis s.s. ve An. melanoon tiirleri oldugu saptanmistir. An. sacharovi ile
An. maculipennis s.s. arasmda % 14.7, An. sacharovi ile An. melanoon arasmda %

15.2 fark saptanmustir.

Bu sonugclarla, kompleks igerisinde hem yumurta hem ergin morfolojisi acisindan
diger tiirlerden belirgin farklar1 bulunan 4An. sacharovi tiirliniin molekiiler olarak da

onemli farkliliga sahip oldugu ortaya konulmustur.
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Cizelge 4.1. Tiirlere ait baz igerikleri

Tiir G+C | A+T
G (%) C (%) A (%) T (%)
(Toplam iiriin bg) (%) (%)
An. maculipennis s.s 110 99
100 (23,70) 113 (26,78) 50,47 49,53
422 be (26.07) (23.46)
An. melanoon 111 106
102 (23,61) 113 (26,16) 49,77 50,23
432bg (25,69) (24,59
An. sacharovi 130 104
100 (22,52) | 110 (24,77) 473 52,7
444 be. (29,28) | (23,42

4.3. Anopheles maculipennis KOMPLEKSI TURLERININ
ULKEMIZDEKi COGRAFIK DAGILIMI

Arastirma kapsaminda belirlenen lokalitelerden toplanan Orneklerin molekiiler
yontemlerle teshisi gerceklestirildikten sonra, elde edilen veriler dogrultusunda,
tespit edilen tiirlerin iilkemizdeki bolgelere gore dagilimi ortaya konulmustur.
(Cizelge 4.2., Sekil 4.6) Bu veriler bize daha detayli ¢alismalarla tiirlerin ekolojik
isteklerinin belirlenmesine olanak saglayacaktir. Bunun yani sira zoocografik agidan
bir 6n degerlendirme yapilabilecek bir 6n degerlendirme asagida maddeler halinde

yazilmistir:

1. Akdeniz, Karadeniz ve Trakya bolgelerinde, calismada tespit edilen {i¢ tiir de
bulunmustur. Onceki yaymlar1 da (Postiglione et al., 1973; Linton et al., 2007)

destekler nitelikte, bu tiirlerin simpatrik olarak dagilis gosterdigi gézlemlenmistir.

2. Ege ve Gilineydogu Anadolu bolgelerinde drnekleme lokaliteleri sonuglarina gore
yalnizca An. sacharovi tiriiniin bulundugu, tespit edilmistir. Akdeniz Bolgesi’nin
Toros Daglalari’nin kuzeyini kapsayan lokalitelerde An. maculipennis s.s. ve An.
melanoon tiirleri tespit edilmis olmakla birlikte, Akdeniz bolgesi sahil kesiminde

sadece An. sacharovi tiirii bulunabilmistir.



Cizelge 4.2. Tespit edilen tiirlerin bolgelere gore dagilimi
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. An. maculipennis An.
Bolgeler Iler An. sacharovi
s.s melanoon
Adana, Mersin,
Mugla, Burdur,
Akdeniz Bolgesi 10 (% 23) 25 (% 58) 8 (% 19)
Konya
Ege Bolgesi
Aydin _ 11 (% 100) _
I¢ Anadolu Bolgesi Cankir 10 (% 91) 1(% 9) _
Karadeniz Bolgesi Samsun 8 (% 73) 2 (% 18) 1(%9)
Dogu Anadolu Bolgesi
&l £ Igdir 9 (% 100) _ _
Gilineydogu Anadolu
Bolgesi Sanliurfa _ 15 (% 100) _
Edirne,
Trakya Kirklareli 10 (% 59) 1 (% 6) 6 (% 35)
Toplam 47 (% 40) 55 (% 47) 15 (% 13)
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Sekil 4.6. Tespit edilen tiirlerin Tiirkiye’de yayilisin1 gosteren harita
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3. Tirkiye genelinde de en yliksek oranda (% 47) 6rneklenmis olan An. sacharovi
tiirliniin 6zellikle de sicakligin yil igcerisinde yiiksek seyrettigi, Giineydogu Anadolu
Bolgesi, Akdeniz ve Ege bolgelerinde daha yogun bulundugu, Trakya, i¢ Anadolu ve
Karadeniz bolgelerinde ise yogunlugun (sirasiyla % 6, % 9 ve % 18)diger bolgelere

kiyasla oldukca diisiik oldugu saptanmastir.

4. An. maculipennis s.s. tiirli ise, An. sacharovi’den sonra en genis dagilima sahip tiir
olup (% 40), Dogu Anadolu, I¢ Anadolu ve Karadeniz bdlgelerinde oldukca

baskindir. Akdeniz’in kuzeyinde An. melanoon ile simpatrik dagilimi belirlenmistir.

5. An. sacharovi’nin Dogu Anadolu bdlgesi hari¢ tiim bdlgelerde var oldugu
molekiiler analizlerle tespit edilmistir. Ancak analize alinan ergin bireyler arasinda
bu tiire rastlanmasa da Igdir’dan toplanan yumurta 6rnekleri igerisinde An. sacharovi
yumurtast karakterine sahip yumurtalar bulunmustur. Bu durum, yumurta
morfolojisiyle de ayirt edilebildigi diger bdlgelerde yapilan analizlerde ortaya konan
bu tiirlin, az bir yogunlukta olsa da bdlgede bulunduguna isaret etmektedir. Bu

alanda daha detayl arazi ¢calismalar1 yapilmasi gerekmektedir.

6. An. melanoon tiirii ise Ornekleme lokalitelerine gore iilkemizde en diisiik
yogunluga sahip tiirdiir (% 13). Trakya bolgesinde en yogun tiir An. maculipennis s.s.
tiiri olsa da Avrupa kokenli olan An. melanoon’un bu boélgede tespit edilen
yogunlugu (% 35) bolgelere gore en iist seviyededir . Ulkemize Trakya’dan girdigi
diistiniilen Boreal kokenli A4n. melanoon’un buradan Karadeniz ve Akdeniz
bolgelerine dagildigini, giineyde de bulunan son noktasinin Burdur (Gd6lhisar) olmasi
sebebiyle, Toros Daglari’n1 asip sahil seridine inemedigi kabul edilmektedir. Tiiriin
izledigi zoocografik yolun belirlenmesi acisindan 6zellikle Ege bolgesinin kuzey
bolimiinden de Orneklem alanlarmin secilerek arastrmanmn  genisletilmesi

miumkiindiir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Yaki bir tarihte ayrilmaya baslamis olan tiirler cogunlukla atasal polimorfik
karakterleri tasimaktadir ve bazi tiirler arasinda halen tam olmayan c¢iftlesme sonrasi
izolasyon sebebiyle F;’de erkekler kisir olsa da, baz1 disi bireyler sayesinde gen akis1
kismen devam etmektedir (Krzywinsky ve Besansky, 2003). Bu sibling tiir gruplar1
sikca incelenmekte ve tiirler arasindaki karmasik iliski ¢oziilmeye c¢alisilmaktadir
(Thomas ve Aitken, 1939; Steyskal, 1972; Adamovic, 1979; Proft et al.,1999;
Harbach ve Kitching,1998; Anthony et al., 1999; Bickfort et al., 2006). Giliniimiizde,
PCR teknigiyle ¢ogaltilan niiklear rDNA’nm kullanildig: teshis metotlar1, Anopheles
cinsine bagli komplekslerde de devam eden sistematik karmasanin ¢oziimlenmesinde

onemli bir gii¢c saglamaktadir (Colins ve Paskewitz, 1996).

An. maculipennis kompleksinin sistematik sorununun ¢ozimii i¢in 1926 yilinda
Falleroni ile baglayan yumurta morfolojisi ¢alismalari, uzun yillar boyunca bir “altin”
anahtar olarak kullanilmis ve Anopheles maculipennis kompleksi tiirlerinin yumurta
ozelliklerine dayali tiir teshis anahtarlarinda 6zellikle koriondaki renklenme tizerinde
durulmustur. Korion 6zelliklerine goére banth olanlar/olmayanlar, iki bant arasinda
renklenme olanlar, yalnizca iki bantli olanlar, kesilmis siyah beneklere benzeyen
renklenmeleri bulunanlar ve herhangi bir desenlenme olmadan tamamen koyu renkli
goriilenler seklinde yumurta karakterlerine yer verilmistir (Hackett ve Missiroli,
1935; Hackett, 1937; Bates, 1940; Nicolescu et al., 2004). Bu sekilde An. melanoon,
An. messeae, An. subalpinus (syn.An. melanoon), An. typicus (syn. An. maculipennis
s.s.), An. atroparvus, An. labranchiae ve An. elutus (syn. An. sacharovi) tiirlerinin
yumurta morfolojisine gore tiir teshis anahtar1 hazirlanmistir (Hackett, 1937). Ancak,
farkli cografik bolgelerde, farkli mevsimlerde yapilan ¢alismalarin zamanla artigina
bagli olarak yumurta morfolojisinde 6zellikle de tiirici onemli varyasyonlarm tespit
edilmesi, sadece yumurta morfolojisinin kompleks tiirlerinin teshislerinde yeterli
olmadig1 sonucuna ulasilmistir (Bates, 1940; Boccolini ef al., 2003; Nicolescu et al.,
2004). Ayrica, yumurta morfoloji ile birlikte son yillarda uygulanmaya baslanan
molekiiler tekniklerle de bu sonu¢ desteklenmis ve yumurta morfolojisine bagl

karakterlerin giivenilir olmadig1 agiklik kazanmustir.
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Bu yaklagimla yapilan bu ¢alismada da molekiiler olarak degerlendirilmeden once
iilkemizin farkli bolgelerinden toplanan kan emmis ergin disi An. maculipennis s.1.
bireylerinden bir kisminin laboratuar ortaminda yumurta birakmasi saglanarak,
yumurta birakan her bir bireylerin yumurta morfolojileri ile molekiiler verileri
karsilagtrmali olarak incelenmistir. Boylelikle tiir i¢i ve tiirler arast yumurta
morfolojisindeki varyasyonlar ortaya konmus ve nicel bir deger olmayan yumurta
renk ve desenlenmesinin hem tiir i¢i varyasyonlara hem de tiirler aras1 benzerliklere
sahip oldugu gosterilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda son yillarda yapilan
bir¢cok arastirmada (Linton et al.,2001; Linton et al., 2002a; Sedaghat et al., 2003;
Nicolescu et al., 2004; Sedaghat ve Harbach, 2005; Linton et al., 2007) oldugu gibi
bu tez ¢alismasinda da, Anopheles maculipennis kompleksi tiirlerinin teshisinde en

yararli verinin DNA’ya bagli molekiiler veriler oldugu belirlenmistir.

Bu kapsamda incelenen orneklerde tipik An. maculipennis s.s. yumurtasi olarak
tanimlanan ylizgeclerin bitim bdlgesinde net iki koyu renk banda sahip yumurtalar, 2
bant arasinda baska lekelenmeler olan An. maculipennis s.s tiiriine gére daha koyu
renkli yumurtalar ve An. sacharovi’ye ait ylizge¢ bulundurmayan agik renkli
yumurtalar tespit edilmistir. Ancak yakin populasyonlarda bile bu bantlarin
aciklik/koyulugunun degisken oldugu tespit edilmis, hatta bazi bireylerde ¢ok silik
bantlar gozlenmistir (bkz. Sekil 4.1).

Elde edilen bu bulgular, yumurta morfolojisi karakterlerinin iilkemizde An.
maculipennis kompleksi tiirlerinden hangilerinin  bulunduguna dair bir 06n
degerlendirme konusunda kismen yardimci olabilecegi gostermekle birlikte, mevcut
varyasyonlarin da tiir teshislerinde yaniltici olabilecegini ortaya koymustur. Boylece,
ozellikle de tiir teshislerinin kesin karar asamasinda yumurta morfolojisinin yani sira

farkli analizlerin de kullanilmasmin gerekliligi gésterilmistir.

Ozellkle de Anadolu’nun kisa mesafelerde olduk¢a farkli habitat tiplerini
barindirmas1 ve buna bagh olarak ekolojik faktorlerin organizmalar iizerine farkl
etkileri dikkate alindiginda, yumurta renklenmesi ve desenlenmesine bagl
taksonomik karakterlerin iilkemizde An. maculipennis kompleksi tiirlerinin tiir

teshisinde tek bagina kullaniminin yeterli olmayacagi aciktir.
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Bu nedenle, yapilan bu calismada Anopheles maculipennis kompleksinin sistematik
sorunlarinin ¢dziimii i¢in son yillarda bir¢ok {iilkede uygulanmis olan molekiiler
teknikler kullanilmistir. Boylece elde edilen sonuglarla komplekse ait ii¢ tiiriin
iilkemizdeki varlig1 belirlenmistir. Bu tiirler, 6nemli bir sitma vektorii olan An.
sacharovi, WHO verilerine gore potansiyel sitma vektorii olarak kabul edilen A4n.
maculipennis s.s. ve daha dnceden yumurta morfolojisindeki varyasyonlar nedeniyle
iilkemizdeki varligi dogrulanamamis olan A4n. melanoon’dur. Arastirmamizla
belirlenen An. maculipennis kompleksi tiirlerinin kismen de olsa tilkemizdeki yayilis
alanlar1 da saptanmis ve bdylelikle tespit edilen tiirlerin biyolojik-ekolojik
ozelliklerine  yonelik arastirmalar icin  de bir temel olusturulmustur.
Arastirmamizinda, iilkemizde mevcut olan An. maculipennis kompleksi tiirlerinin
belirlenebilmesi amaciyla kullanilan ITS2 bolgesi molekiiler analizleri, Anopheles
cinsi icerisinde yer alan diger bir ¢ok tiir komplekslerinde son yillarda siklikla
uygulanmistir (Beebe ef al.,1999; Marrelli et al.,2005; Chen et al., 2006; Le Goff et
al., 2006; Banerjee et al., 2007). Boylece, Anopheles cinsi tir komplekslerinde
uygulanan analizlerle belirlenen tir ici ve tiirler arast varyasyon sinirlar
degerlendirilerek, uzun yillardir ¢éziilemeyen taksonomik pek ¢ok sorunun ¢oziimii
saglanmistir. Bu calismalarda elde edilen 6nemli verilerden biri DNA’nin ikincil
yapis1 tizerinde Onemli etkisi olan iriiniin guanin-sitozin (GC) icerigidir (Bebe ve
Cooper, 2000; Banarjee et al., 2007). Bu alanda ilk ¢alismalardan biri An.
punctulatus kompleksinde Beebe et al. (1999) tarafindan yapilmis ve elde edilen
sonuglara gore GC yiizdesi An.s punctulatus kompleksi igerisinde % 61-71 arasinda
degismektedir. Bu oran An. gambiae kompleksinde % 55 iken, An. maculipennis
kompleksinde % 45 ile 60 arasinda bulunmaktadir. (Beebe ve Cooper, 2000; Proft et
al., 1999; Kampen, 2005; Linton et al., 2007). Proft et al (1999)’nin yapmis
olduklar1 arastrmada, An. maculipennis kompleksinde bulunan 6 tiiriin (4n.
atroparvus, An. maculipennis s.s., An. melanoon, An. sacharovi, An. messeae, An.
labranchiae) GC igerigi %5060 arasinda oldugu tespit edilmisken; Marinucci et al.
(1999) tarafindan yapilan bir diger caliymada Palearktikten 7 tiir incelenmis (An.
atroparvus, An. maculipennis s.s., An. martinius, An. melanoon, An. messeae, An.
labranchiae, An. sacharovi) ve en yiiksek GC igerigi %54,1 ile An. atroparvusta, en

diisiik deger ise % 49,4 ile An. sacharovi’de tespit edilmistir.
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Kampen (2005), o zamana kadar degerlendirilmemis olan An. beklemishevi’de bu
oranin % 46,6 oldugunu; Djadid et al. (2007) Iran’dan toplanan 6 tiir (4n.
atroparvus, An. maculipennis s.s., An. messeae, An. labranchiae, An. persiensis ve
An. sacharovi) arasmda GC igeriginin %49,33 ile % 54.76 ile degistigi sonucuna
isaret etmistir. Linton ef al. (2007), Yunanistan ornekleriyle yaptigi arastirmasinda
GC oranmin An. maculipennis s.s. turiinde % 50,8, An. melanoon’da %51,1, An.
sacharovi’de % 48 oldugunu belirlemislerken, Djadid et al. (2007)’nin Iran’dan
toplanan 6rneklerle yaptiklar1 ¢alismada, GC oraninin An. maculipennis s.s. tiirlinde
%353,35, An. sacharovi’de % 49,33 oldugunu bulmustur. Iran’da yapilan bir diger
calismada Ghavami et al. (2008), An. maculipennis s.s. i¢cin bu oran1 % 50,3 olarak
vermistir. Bu tez c¢alismasi kapsaminda yapilan degerlendirmede ise PCR ile
cogaltilan bolgede (422 bg) GC oran1 An. maculipennis s.s tiirinde % 50,47, An.
melanoon’da (432 bg ) % 49,77 ve An. sacharovi’de (444 bg) % 47,3 olarak

bulunmustur.

Pek cok iilkede yapilan arastirmalarda Anopheles tir koplekslerinin molekiiler
analizlerinde kullanilan bir diger 6nemli veri, tiirler arasindaki genetik uzaklik
olmustur ve bu deger calisilan DNA bolgesi i¢in tiire 6zgl bir sinir olusturarak cesitli
tiir gruplarinda yer alan tiirlerin ayrimi igin yararli olmustur. Ornegin, An. annularis
grubunda, tiirler arasindaki farklilik gruptaki en yakin iki tiir arasinda % 10,23 iken,
en uzak tiirler arasinda bu oran %18,81 olarak saptanmistir (Walton et al., 2007). An.
maculipennis kompleksi i¢cin Proft et al. (1999)’ne gore, bu fark kompleks icerisinde
%7,3 ile % 24 arasinda degismektedir. Marunicci et al. (1999)’a gore farklilik, en
diisiik deger olan % 5 (An. maculipennis s.s. ille An. messae arasinda) ve en yiiksek
deger olan % 25,2 (4An. atroparvus ile An. sacharovi arasinda) arasinda
degismektedir. Nicolescu et al., (2004) Romanya’da yaptiklar1 ¢alismada COI
bolgesi molekiiler analizine dayanarak tanimlanan yeni tiir An. dacia ile An. messeae
arasinda ITS2 bolgesi genetik uzakligi bakimindan yalnizea %1 fark oldugu tespit
edilmisken, An. meanoon ile An. maculipennis s.s. arasinda ise %3,4’liik bir farklilik
oldugu saptanmistir. Linton et al. (2007)’nin ¢aligmasinda, ITS2 bdlgesi genetik

uzaklig1 bakimmdan An. melanoon ve An. maculipennis s.s. arasida, % 3,8, An.
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melanoon ve An. sacharovi arasmda % 14’liikk bir fark tespit edilmis olup, bu

calismada tespit edilen oranlar ise sirastyla % 3,6 ve % 15 olmustur.

Goriildigi gibi yapilan caligmalardaki degerlendirmeler hem GC igerigi i¢in hem de
tiirler arasindaki farklari isaret eden molekiiler uzakliklar dikkate alindiginda tiirlerin
iligkisinde birbirini destekler sonuglar ortaya ¢ikmaktadir, ancak verilen degerlerde
farklhiliklar goze c¢arpmaktadir. Bu sapmalar farkli primerler kullanilmasi ve
dolayisiyla 3’-5 uglarda daha fazla/az bazin cogaltilmasindan
kaynaklanabilmektedir. Bu sebeple her bir ¢alismayi1 kendi icerisinde degerlendirmeli
ve sonraki detayli bir incelemede asil degerlendirmenin ¢ogaltilan bu kisim
icerisinde yer alan ITS2 bolgesinde yapilmasi gerekmektedir. Bu amacla diger
calismalarda toplanan Ornekler ile iilkemizden toplanan Orneklerin ITS2 dizi
analizlerini ayni standartta inceleyebilmek icin An. artemievi, An. atroparvus, An.
daciae, An. maculipennis s.s., An. martinius, An. melanoon, An. messeae, An.
labranchiae, An. persiensis, An. sacharovi tiirlerinin farkli arastirmacilar tarafindan
GenBank’a eklenmis dizileri eslestirilmis ve lilkemizde tespit ettigimiz ii¢ tiir de bu
eslestirmeye katilarak UPGMA teknigiyle olusturulan bir dendogram Sekil 5.1.°de
verilmistir. Sekilde kullanilan dizilere ait kodlar, yaymlar ve Gen Bank numaralar1 da

Cizelge 5.1.’de aciklanmistir.

Olusturulan dendogramda An. daciae haricindeki tiim tiirler bir klad olusturmustur.
Ancak An. daciae, An. messeae tiirl ile aym kladda yer almaktadir. Zaten bu iki
tiirtin ayriminda ITS2 bolgesi molekiiler analizlerinin sorunu c¢ozmekte yetersiz
kaldig1 belirtilmistir (Bezzhonova ve Goryacheva, 2008). Ayrica yapilan bu analizde
iilkemizde tespit edilen An. maculipennis s.s. ve An. melanoon tiirleri Romanya
ornekleriyle, An. sacharovi ise Yunanistan Ornegi ile yakin goriinmektedir. An.
martinius ile An. artemievi’nin yakn iligskisi ve An. sacharovi’nin diger tiirlerden

uzaklig1 da dikkat cekmektedir.
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Sekil 5.1. Anopheles maculipennis kompleksine ait GenBankasinda yer alan bazi dizilerle tez
kapsaminda elde edilen tiirlere ait dizilerden olusturulan dendogram.
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Cizelge 5.1. GenBankasindan alinan dizilerin ait oldugu lokalite ve yayinlarin listesi

Kod GenBank No. Lokalite Yaym

LABI 750102 italya Marinucci et al.,1999
MESI 750105 italya Marinucci et al., 1999
SACI 783198 Tirkiye Marinucci et al.,1999
MARI1 AJ224329 Ozbekistan Marinucci et al.,1999
MELI AJ224330 italya Marinucci et al.,1999
ATRI AY365007 2! Proft et al., 1999
MACI1 AF455818 Yunanistan Linton et al., 2003
SAC2 AF485806 Yunanistan Linton et al., 2003
ATR2 AY 634523 Romanya Nicolescu et al., 2004
MAC2 AY 634551 Romanya Nicolescu et al., 2004
MEL2 AY 634504 Romanya Nicolescu et al., 2004
MES2 AY 648982 Romanya Nicolescu et al., 2004
DACI AY 634470 Romanya Nicolescu et al., 2004
MES3 AM409797 Rusya (Moskova) Bezz}“’“ov“z zgforya"heva’
MES4 AM409775 Rusya (Tomsk) Bezz}“’“ov“z zgforya"heva’
MAC3 AY730264 fran Djadid et al., 2007
SAC3 AY533852 fran Djadid et al., 2007
PERI AY730269 fran Djadid et al., 2007
ATR3 AY050640 fran Djadid et al., 2007
MES5 AY050639 fran Djadid et al., 2007
LAB2 AY842516 fran Djadid et al., 2007
MAC5 AF455821 Yunanistan Linton et al., 2007
MEL4 AF452389 Yunanistan Linton et al., 2007
LAB3 AY232827 italya Di Luca et al., 2004
MAC4 AY238424 italya Di Luca et al., 2004
MEL3 AY238409 italya Di Luca et al., 2004
MES6 AY238412 Ingiltere Di Luca et al., 2004
MES7 AY238415 italya Di Luca et al., 2004
MESS8 AY238422 Kazakistan Di Luca et al., 2004
MES9 AY238418 italya Di Luca et al., 2004
SAC4 AY238397 Yunanistan Di Luca et al., 2004
MAR2 AY238406 Ozbekistan Di Luca et al., 2004
SAC5 AY365012 2! Proft et al., 1999
MELS5 AY365009 2! Proft et al., 1999
LAB4 AY365008 italya Proft et al., 1999
ARTI AJB849886 Kirgizistan Gordeev et al., 2004
SAC6” Tiirkiye

MEL6> Tiirkiye
MACG6? Tiirkiye

! Arastirmacilar An. sacharovi tiirii i¢in Tiirkiye ve Yunanistan, An. melanoon tiirii i¢in italya ve
Yunanistan, An. atroparvus tiirii igin de Portekiz, Yunanistan, Avusturya, Ispanya drneklerinden
yararlandiklarini belirtmislerdir. Kullanilan dizinin hangi lokaliteye ait oldugu belirtilmemistir.

? Tez ¢alismasi sirasinda kullamlan érneklerdir.
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Arastirmamiz kapsaminda analiz edilen ITS2 gen bolgesdizileri de karsilastirilmis ve
cogaltilan gen bolgesinin uzunlugu ve baz kompozisyonu bakimindan kendi
icerisinde ii¢ tiir icin de %100 uyumlu bulunmustur. Linton et al. (2007) tarafindan
yapilan ¢alismada, Yunanistan Orneklerinin (An. maculipennis s.s., An. melanoon,
An. sacharovi, An. messeae); Linton et al. (2002) nin yaptig1 calismada da Ingiltere
orneklerinin (An. messeae ve An. atroparvus) ayni sekilde bu bolge icin varyasyonel
olmadig1 belirtilmistir. Sedaghat et al., (2003)’tarafindan analiz edilen Iran An.
sacharovi ornekleri ile daha onceden Djadid tarafindan analiz edilen An. sacharovi
ornekleri karsilastirilmis, ITS2 bolgesi dizileri acisindan % 99,4°lik benzerlik
gostermistir. Marinucci et al., (1999), 7 tiirii degerlendirdikleri ¢alismalarinda tiir ic1
varyasyonun en az oldugunu tespit ettikleri An. maculipennis s.s. ve An.
labranchiae’da bu farkin ancak % 0.35’e kadar ¢ikabildigini, An. messeae’de ise
%1.36’y1 bulabildigini gostermislerdir. Birgcok iilkede elde edilerek degerlendirilen
bu oranlarla ITS2 bolgesinin An. maculipennis kompleksi gibi tiir gruplarinda
sistematik problemlerin ¢oziimiinde onemli bir arag olabilecegi ortaya konulmustur.
Diger taraftan, An. messeae gibi Ozellikle genis bir cografik dagilima sahip tiirlerde
s0z konusu gen bolgesinin kullanilmasinda dikkat edilmesi gerektigini ortaya koyan
veriler de elde edilmistir. Ornegin, Nicolescu et al. (2004) tarafindan An. meseeae
ornekleri icerisinden COI ve ITS2 bolgesi molekiiler analizleri ile morfolojik
calismalarin bir arada yapildig1 arastirmada, yeni bir tiir olarak tanimlanan An.
daciae ile An. messeae tiirii arasinda ITS2 dizi analizi bakimindan sadece %1 fark
oldugu bulunmustur. Daha sonra yapilan ¢alismalarda An. meseae tiriinde ITS2
bolgesi dizi analizi bakimindan varyasyonunun yiiksek oldugu ve ozellikle de tiiriin
yayilis alaninin ug¢ bolgelerinden alinarak analiz edilen 6rnekler arasinda bu farkin
artabilecegi bildirilmistir (Gordeev ef al., 2004). Nitekim Novikov ve Shevchenko
(2001) yaptiklar1 kromozomal analizlerle tiir igerisinde A ve B olarak adlandirilan iki
form tespit etmislerdir. Bu formlarm inversiyona baglh bir genetik degisiklige oldugu
vurgulanmig ve diinya tizerindeki dagilimlarini gésteren bir haritayla tiir icerisindeki

iligki gosterilmistir (Sekil 5.2).
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A+B

Sekil 5.2.Sitogenetik yapisina goére agiklanan An. messeae formlarimin dagilis haritasi
(Novikov ve Shevchenko, 2001)

Gordeev ef al. (2004) dogu ve bat1 populasyonlar1 arasinda fark bulunmadigini ancak
ozellikle kuzeyde tayga zonlarinda bulunan kuzey populasyonlariyla giineydeki
populasyonlarin dizi analizinin incelenmesi gerektigini vurgulamistir. Di Luca et al.
(2004)’nin Anopheles maculipennis kompleksine ait 6 tiirliin (4An. maculipennis s.s.,
An. melanoon, An. martinius, An. messeae, An. labranchiae ve An. sacharovi) ITS2
bolgesi dizi analizi ile populasyonlar arasindaki farkliliklarin arastirildig:
calismalarinda An. maculipennis s.s, An. martinius, An. labranchiae ve An. sacharovi
tiirlerinde tiir ici farklilik olmadigin1 ancak An. melanoon’da % 0,12 farklilikla
“Italyan” ve “Balkan” haplotipleri olarak adlandirdiklari iki grup oldugunu
belirtmislerdir. An. messeae’de ise ikisi Italya’dan (biri kuzey, biri merkez), biri
Kazakistan ve Hollanda’dan, biri Yugoslavya’dan ve bir digeri de Ingiltere’den
olmak iizere 5 farkli haplotip oldugu bulunmustur. An. messeae 6rneklerinde COI
analizlerini de yapan arastirmacilar bu bdlgeye bagl 12 haplotipi de tanimlamstir.
Tanimlanan 5 ITS2 haplotipine ait Orneklerin GenBankasi’ndaki ITS2 dizi
sonuglariyla karsilastirilmasi sonucu % 100 ile % 90,07 arasinda degisen molekiiler
uzaklik degerleri oldugu ortaya konmus, ITS2 gen bdlgesinin COI’ye gore daha
kullaniglt bir genetik belirte¢ oldugu vurgulanmistir. Ancak An. maculipennis
kompleksi igerisinde en genis cografik dagilima sahip tiir olan An. messeae’nin An.
dacia tiri ile ayriminda goriilecegi gibi ITS2 dizi analizinin belirteg olarak

kullanilmasi siipheye yol agmistir (Bezzhonova ve Goryacheva, 2008).
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Ulkemizde yapilan bu calisma kapsaminda elde edilen sonuglar en batisindan en
dogusuna, en kuzeyinden en giineyine toplanan 6rneklerin ITS2 analizlerinde kendi
icerisinde herhangi bir fark ya da haplotip bulundurmadigini ortaya koymus ve ITS2
bolgesinin iilkemiz Anopheles maculipennis kompleksi tiirlerinin tiir ayiriminda iyi
bir molekiiler belirte¢ olabilecegini kanismna ulasilmistir. Linton et al, (2007)
tarafindan Yunanistan’da yapilan c¢alisma da elde ettigimiz verileri destekler
niteliktedir. Oyle ki, Yunanistan’in Trakya sinirimizda yer alan Evros sehrinde bizim
Trakya’da tespit ettigimiz tiir yogunluguna benzer sekilde sirasiyla An. maculipennis
s.s., An. melanoon ve An. sacharovi tiirleri tespit edilmisken, sahil seridinde An.
sacharovi baskin tiir olmustur. Yunanistan’da bu g tiirlin yani sira iilkenin kuzey

batisinda yalnizca iki 6rnek de olsa An. messeae tiirii bulunmustur.

Iran’da ise Sedaghat et al. (2003) tarafindan yapilan ¢alismada da iilkemiz simirma
yakin lokalitelerden toplanan 6rneklerin molekiiler analizi yapilmis ve bu 6rneklerin
An. maculipennis s.s. ile An. sacharovi tiirlerine ait oldugu belirlenmistir.
Arastirmamizda ise Igdir Bolgesinden elde edilen 6rneklerin analiziyle sadece An.
maculipennis s.s. turiiniin bu bolgedeki varligir tespit edilmistir. Yapilan bu
calismanin amaci, komplekse ait tiirlerin Tiirkiye’deki son taksonomik durumunu ve
molekiiler karakterlerini belirlemeye yonelik oldugu i¢in tez siiresince kisith tutulan
zaman ve imkanlar bu durumu en iyi agiklayabilecek sekilde miimkiin olan en
yiiksek arazi ve Ornek sayisma ulagilmaya calisilacak sekilde degerlendirilmistir.
Yine de iilkemizin genis ve kisa mesafelerde ¢ok farkli bir cografaya sahip oldugu
gercegi goz Oniine alinirak, sonraki ¢alismalarda zoocografik oOriintiiniin tam olarak
netlige kavusturulabilmesi i¢in arazi bolgesinin genisletilmesi ve diisiik populasyon
degerleri dikkate alinarak, miimkiin olan tiim tekniklerle ¢cok sayida 6rnek toplanmasi

gerektigi sonucuna varilmistir.

Bir diger 6nemli husus, tiirlesmede en onemli faktorler arasinda yer alan ¢iftlesme
mekanizmalarindaki izolasyonlardir. Ozellikle morfolojik olarak bu kadar birbirine
benzer karakterler tasiyan sibling tiirlerde bu daha da 6nem kazanmaktadir. Bu
nedenle tiirler arasindaki farkliliklarin net olarak ortaya konulmasi i¢in molekiiler

analizlerin gereklili§inin yani sira, tiirlerin biitiin lokal populasyonlarin1 kapsayacak
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sekilde ekolojik verilerin elde edilmesi ve davranigsal karakterlerin de hassasiyetle

degerlendirilmesi gerekmektedir.

Gegmiste yapilan c¢alismalarda molekiiler tekniklerle teshis yapilmamasi sebebiyle
tiirlerin karistirilmis olabilecegi géz Oniine alindiginda, bu tez calismasindan elde
edilen veriler ile tiirlerin cografik dagilimim nispeten ortaya konmus olmasi bundan
sonraki ¢aligsmalarda 6nemli bir yol gosterici olacaktir. Ayrica, An. maculipennis
kompleksi tiirlerinin farkli vektorel karakterlere sahip olmasi nedeniyle, dogru tiir
teshisi ve tilirlerin cografik dagilimin belirlenmesi 6zellikle de tilkemiz gibi sitmanin
onemli bir saglik sorunu oldugu bolgelerde sitma hastaligmma karsi entegre sitma

miicadele programlari agisindan oldukca 6nemli oldugunu da belirtmek gerekir.

Ayrica, 0zellikle iklimsel degisiklikler, kiiresel 1sitnma gibi etkilerin, vektor tiirlerde
ve bazi tiirlerin populasyonlarinda artisa neden olacagi da genel kabul gormektedir
(Snow, 2000). Bu kapsamda, iilkemiz ve yakin bolgelerde goriilen otokutandz (yerli)
sitma vakalar1 haritas1 Sekil 5.3’de verilmis olup yapilan caligma ile elde edilen

veriler bu acidan da ayr1 bir onem kazanmaktadir.

Sekil 5.3.Tirkiye ve Giiney-Kafkasya’da 2003’e¢ kadar rapor edilen otokutandz sitma
vakalar1 dagilis1 (WHO, 2005)

Bu nedenle arastrrmamizda tespit edilen tiirlerin vektorel kapasitelerine yonelik
yapilan degerlendirmelere de deginmek gerekmektedir.
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Jetten ve Takken (1994), An. atroparvus, An. sacharovi ve An. labranchiae’nin
Palearktikte en onemli vektorler oldugunu, Avrupa’da en etkin vektoriin ise An.
messeae oldugunu belirtirken, Nikolaeva (1996), bu tiiriin Ukrayna ve Rusya’da da
vektorel onemini vurgulamistir. Proft ef al. (1999)’da Jetten ve Takken (1994)’e gore
hazirladig1 tabloda baz: tiirlerin vektorel 6zellikleri Cizelge 5.2.’de verilmistir.

Cizelgeye gore An. melanoon’un vektorel 6zellik tasimadigr gosterilse de WHO
(2008) tarafindan ozellikle Giircistan’da vektorel karakter gosterebildigi

sOylenmektedir.

Tirkiye’de varligi ortaya konmus olan tiirler birincil ve ikincil vektor olarak

tanimlanan turler arasindadir.

Elde edilen verilere gore lilkemizde sitmanin en yaygin oldugu Giiney Dogu Anadolu
bolgesinde yalnizca An. sacharovi nin bulunmasi, bu tiiriin en etkin vektor olduguna
bir kez daha dikkatleri cekmektedir. Alten et al. (2000) Canakkale Biga Ovasi’nda
An. maculipennis s.s ve An. melanoon’un (An. subalpinus olarak verilmistir)
potansiyel vektor olabilecegini belirtmislerdir. Bu durumun ancak populasyon
yogunlugunun ¢ok yiiksek oldugu zamanlarda olabilecegi kabul edilmektedir (Linton

et al.,2007).

Ozellikle Akdeniz, Ege ve Karadeniz bdlgelerine, Giiney Dogu Anadolu’dan yogun
mevsimsel is¢i gocii verildigi géz oniinde bulundurulursa, An. sacharovi’nin yogun
oldugu Akdeniz ve Ege bolgelerinin de sitma agisindan 6nemli noktalar oldugu ve

kontrol altinda tutulmasi gerektigi goriilmektedir.

Ug tiirii de barindiran Trakya, Linton et al. (2007) tarafindan Yunanistan’da bir
vektor  kontrol programinin  gelistirilmesi  gerekliligini  vurguladigi  gibi
Bulgaristan’daki ekonomik zorluklar ve Tiirkiye’de hali hazirda varligini koruyan

sitma vakalar1 goz 6niine alindiginda riskli bir bolge olmaktadir.
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Cizelge 5.2. An. maculipennis kompleksine ait bazi tiirlerin vektorel karakterleri (Proft et al.
1999)

Tiir Vektorel kapasite

An. atroparvus ++

An. sacharovi +++
An. maculipennis +
An. messeae +

An. labranchiae +++
An. beklemishevi -
An. melanoon -

An. maculipennis s.s. tirliniin de yogun populasyonlar halinde bulundugu zaman
vektorel dzellik gdsterebilecegi degerlendirildiginde Dogu Anadolu, I¢ Anadolu ve
Karadeniz bolgeleri de 6nem kazanmaktadir. Karadeniz bdlgesinde, ozellikle arazi
calismasmin yapildigr Samsun’da ge¢miste yogun bir miicadele yapilarak sitmanin
oniine gecilmistir. Ancak potansiyel tehlike unutulmamali ve bu bolgelerde de

vakalarin diizenli olarak kontrol edilmesi gerekmektedir.

Sonugta, iilkemizde ilk kez molekiiler teknikler kullanilarak incelenen An.
maculipennis kompleksine ait {i¢ tiiriin (An. sacharovi, An. maculipennis ve An.
melanoon) varligi kesin olarak ortaya konmus, rDNA ITS2 bdlgesi karakterleri
acikliga kavusturularak tilkemizdeki dagilis1 ve yogunluklar: belirlenmistir. Gelecek
calismalara 151k tutacagmi umdugumuz bu sonuclar, diinya capinda arastirilan
vektorel ve sistematik dneme sahip bu kompleksin Avrupa ile Asya arasinda 6nemli
bir gecis noktasi olan Tiirkiye’deki boslugunu tamamlayarak, ¢6ziime biitiinsel bir

bakis saglayabilmesi agisindan yararl olacagi dngoriilmektedir.
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