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Orta Kizihirmak Havzasinin Nevsehir Boliimiinde Sorun Olusturan
Karasinek (Diptera: Simuliidae) Tiirlerinin Molekiiler Klasifikasyonu

The Molecular Classification of Blackfly (Diptera: Simuliidae) Species Which Pose a Problem in

Nevsehir Part of Central Kizilirmak Basin
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OZET

Amag: Bu calisma, Kizilirmak Nehri'nin Nevsehir'in Urgiip ve Giilsehir ilcelerinden gecen bélimiinde, sorun olusturan simuliid tiirlerinin
molekdiler karakterizasyonunun yapilmasi amaciyla planlanmistir.

Yéntemler: Mayis-Eyliil 2011 tarihleri arasinda 150 adet simuliid larva drneklemesi yapilmistir. Toplanan larvalarin dnce morfolojik identifikasyonlari
yapilmis daha sonra molekuler analizleri gerceklestiriimistir. Morfolojik teshisleri yapilan drneklerden secilen toplam 7 larva érnedinden genomik
DNA ekstraksiyonunu yapilmis ve elde edilen DNA'larin parsiyel mitokondriyal cytochrome oxidase subunit 1 (mt-COl) ve ribozomal complete
internal transcript spacer 2 ve parsiyel 28S (ITS-2/28S) gen bdlgeleri amplifiye edilerek sekans ve filogenetik analizleri yapilmistir.

Bulgular: Morfolojik incelemesi yapilan 150 simuliid larva érneginin 85'i Simulium (S.) Wilhelmia sp., 46'si S. Wilhelmia lineatum, 19'u ise
S. Wilhelmia balcanicum olarak identifiye edilmistir. Mt-COl ve ITS-2/28S gen bélgeleri yéniinden amplifikasyonlart yapilan érmeklerden S.
Wilhelmia sp. i¢in 3, S. lineatum ve S. balcanicum igin de ikiser izolatin sekans analizleri yapilmistir. Filogenetik olarak izolatlarin her iki gen
bdlgesi icin de tir bazli olarak kiime olusturdugu goérilmus, sekans heterojenitesi S. lineatum'da daha yiksek belirlenmistir. Wilhelmia alt
soyundaki diger tirlerle kiyaslandiginda S. lineatum ve S. balcanicum’un birbirine daha yakin oldugu saptanmustir.

Sonug: Bu calisma ile Orta Kizilirmak Havzasinda sorun olusturan S. Wilhelmia alt soyundaki karasinek trlerinin molekuler karakterizasyonu
ve filogenileri Uzerine bilimsel veriler saglanmustir. (Turkiye Parazitol Derg 2015; 39: 33-40)

Anahtar Sézciikler: Simulidae, larva, molekiler karakterizasyon, Kizilirmak, Nevsehir
Gelig Tarihi: 12 Agustos 2014 Kabul Tarihi: 20 Kasim 2014

ABSTRACT

Objective: This study was carried out to determine the molecular characterization of simuliid species which cause a problem in the part of
Kizilirmak passes from Urgiip and Giilsehir districts of Nevsehir.

Methods: Between May and September 2011, totally 150 simuliid larvae were sampled. Morphological identifications of the collected larvae
specimens were done before the molecular analyses. Genomic DNA extractions were utilized on 7 larvae specimens which were selected from
morphologically identified samples and the sequence and phylogenetic analyses were performed after the amplification of the partial mitochondrial
cytochrome oxidase subunit 1 (mt-COl) and ribosomal complete internal transcript spacer 2 and partial 28S (ITS-2/28S) gene regions.
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Results: Eighty-five, 46 and 19 out of 150 morphologically examined specimens were identified as Simulium (S.) Wilhelmia sp., S. Wilhelmia
lineatum and S. Wilhelmia balcanicum, respectively. Among the amplified samples with respect to mt-COIl and ITS-2/28S gene regions,
sequence analyses were performed on 3 and 2 isolates from S. Wilhelmia sp. and both S. lineatum and S. balcanicum. The isolates were
found to be clustered together depending on the species for both gene regions phylogenetically and the sequence heterogeneity was
found to be higher in S. lineatum. When comparing with the other species under the Wilhelmia subgenus, S. lineatum and S. balcanicum

were determined to be more close to each other.

Conclusion: Scientific data on the molecular characterization and phylogeny of blackfly species under the S. Wilhelima subgenus which
pose a problem in the Central Kizilirmak Basin were provided with this study. (Turkiye Parazitol Derg 2015; 39: 33-40)
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GiRiS

Diptera dizisi icerisinde Nematocera dizi bdliminde yer alan
Simulidae (Blackflies) ailesi diinyanin her bdlgesinde gérilebilen
énemli insekt ailelerinden birisini teskil etmektedir. Bu ailede bu
gline kadar 2101'i yasayan, 12'si ortadan kalkmis (fosil) toplam
2113 tur tarif edilmis ve bunlarin 1697'si Simulium soyunda yer
almigtir (1). Bu insektler gelisimlerini akuatik ve karasal ekosis-
temde tamamlamakta olup, ekonomik agidan énemli pest grup-
larindan birini tegkil etmelerinin yani sira kanatli ve evcil hayvan-
lar ile insan dahil bir cok memeliye cesitli patojenleri nakletmele-
riyle de oldukga énem arz etmektedirler.

Palearktik bolgede karasinek faunasi iyi bilinmesine karsin (1)
Turkiye'nin  Simuliidae faunasi hakkindaki bilgi smirlidir.
GUnUmuze kadar yapilan ¢alismalarin (2-15) daha ¢ok cesitli akar-
sulardan izole edilen larva ve/veya pupa dénemlerinin morfolojik
identifikasyonuna dayali teshis ve prevalans caligmalar oldugu
dikkati cekmektedir.

Simuliidlerin taksonomik klasifikasyonu konvansiyonel olarak
larvada kromozomal analiz, larva ve pupada morfoloji ve erginle-
rinde dis yapi morfolojisine dayanmaktadir. Morfolojik ve sitolojik
tur identifikasyonlar bu aile icerisinde kriptik ve sibling (kardes)
tur gesitliliginin ylksek olmasindan dolayr oldukga zor olup ayni
zamanda uzman arastinicilar gerektirmektedir (16-18). Bunun
yaninda bu aile igin genis capli kladistik filogenetik aragtirmalar
da sadece birka¢ calisma ile sinirhdir (17, 19, 20). Simuliidlerin
taksonomisi ile ilgili DNA sekans calismalari 16S ribozomal RNA
ve transfer RNA gen bélgelerinin arastinimasiyla baglamigtir (21).
Daha sonra ise gesitli nikler ribozomal ve mitokondrial gen bdl-
geleri simuliid turlerinin evrimsel ve filogenetik iliskilerinin arasti-
rlmasinda kullaniimistir. Ribozomal gen bdlgeleri icin 16S ve 18S
small subunit, 5,85 ve 28S gibi large subunit, Internal transcribed
spacer (ITS) 1 ve ITS-2 gibi non fonksiyonel gen bdlgeleri; mito-
kondriyal (mt) gen bélgeleri icin ise NADH dehydrogenase subu-
nit 4 (NAD4) ve cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gibi gen
bélgeleri filogenetik iliskilerin incelenmesinde tercih edilen gen
bolgeleri olmustur (22-28).

Orta Kizilirmak Havzasinda Yamula Baraji'nin 2006 yilinda faaliye-
te gecmesi ile birlikte Kizilirmak Nehri'nin Kayseri ve Nevsehir
illerinden gecen vyaklasik 150 kilometrelik kisminda Simulium
spp. popullasyonunda afet boyutunda bulylk bir artis meydana
gelmis ve bodlgede simuliid salgini bag gostermistir (9). Kayseri
Valiligi'nin koordinatorliginde 2007 yilinda baglatilan micadele
projesi ile karasinek sayisindaki artig kontrol altina alinmistir.
Ancak biotik potansiyeli yiiksek olan bu sineklerin olusturduklan
tehdit devam etmekte olup uygun gevresel kosullarin tekrar yeri-

ne gelmesi ve etkin miicadelenin birakilmasi neticesinde popu-
lasyonun artarak tekrar biyik sorunlara yol agma riski bulunmak-
tadir. Bu calismada Kizilirmak Nehri'nin Nevsehirin Urgiip ve
Gulsehir ilcelerinden gecen bdéliminde séz konusu probleme
yol acan simuliid tlr veya tlrlerine ait larva drmeklerinin morfolo-
jik teshislerini takiben, mt-COl ve ribozomal ITS-2/28S gen bdl-
gelerine gére molekiler karakterlerini ve filogenetik iligkilerini
ortaya koymak amaclanmistir.

YONTEMLER

Arastirma Sahasi ve Simuliid Larvalarinin Toplanmasi

Calisma Mayis-Eylil 2011 tarihleri arasinda Kizilirmak nehrinin
Nevsehir'in Urgiip ve Gllsehir ilgelerinden gecen bdliimiinde,
simuliid yogunlugu dikkate alinarak belirlenmis t¢ toplama istas-
yonunda gergeklestiriimistir. Ornekleme yapilan istasyonlarda es
zamanli olarak GPS sistemi ile bolgenin koordinatlar ve haritasi
cikanlmistir (Tablo 1). Larva érneklemesinde; istasyonlarin akintili
ve durgun bdlgeleri, farkli zemin yapisina sahip alanlar, golgeli ve
glinesli kisimlar ve kenar vejetasyon yapisinin olup olmamasina
gb6re numune alimina dikkat edilmistir. Simuliid larvalar nehir
yatagi icinde tutunduklar tas ve bitkilerden pens yardimi ile agzi
vida kapakli viallerdeki absolut etanol icerisine toplanmistir.

Morfolojik identifikasyon

Larva orneklerinin morfolojik identifikasyonlar dijital kamerali ve
ozel yazilima sahip bilgisayar destekli stereo mikroskop altinda
ilgili teshis anahtarlarina gére yapilmistir (7, 13, 17, 29).

Genomik DNA izolasyonu

Morfolojik identifikasyonlari yapilan larva &rneklerinden &n
homojenizasyon sonrasi genomik DNA ekstraksiyonu, tam oto-
matik DNA/RNA ekstraksiyon cihazi (ExiprepTM 16; Bioneer, CA,
USA) ve genomik DNA ekstraksiyon kitleri (Axygen® AxyPrep™
Multisource Genomic Miniprep DNA,; Corning Life Sciences,
California, USA; GeneJET Genomic DNA Purification Kit; Thermo
Fisher Scientific Inc, Waltham, MA, USA) kullanilarak gerceklesti-
rilmistir. Final elisyon 50pL olacak sekilde ayarlanmistir. Elde
edilen genomik DNA konsantrasyonlar molekiler analizlerde
optimum DNA konsantrasyonunun ayarlanabilmesi icin nanod-
rop spektrofotometre (ASP-3700; ACT Gene, NJ, USA) kullanila-

Tablo 1. Simulium larvalarinin toplandigi odak ve larva sayilar

. Bagli oldugu | Larva
Istasyon | Koordinat merkez sayis
A 38°43'.58.78"K; 34° 55'.45.91"D Urgiip 50
B 38°45'.25.17"K; 34° 36'.55.32"'D |  Glilsehir 50
C 38°46'.33.74"K; 34° 34'.12.75"'D | Glgehir 50
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Tablo 2. Arastirma odaklarinda toplanan larva rneklerinin
morfolojik identifikasyon sonuglari

istasyon istasyon istasyon
Tiir A B C Toplam
S. Wilhelmia sp.* 27 28 30 85
S. lineatum 15 17 14 46
S. balcanicum 8 5 6 19
Toplam 50 50 50 150
*Solungag hystoblast gelisimi tamamlanmamis erken dénem larvalar

rak Olctlmustir. Genomik DNA ekstraktlar kullanilana dek
-20°C'de muhafaza edilmistir.

Larva érneklerinin DNA Amplifikasyonu ve Elektroforezi
Simuliid larva érneklerinden elde edilen genomik DNA ekstrakt-
lari ribosomal ITS-2 ve 28S gen bdlgesinin yaklagik 430 bp gen
fragmentini amplifiye eden ITS2F ve ITS2R (26); mt-COIl gen
bélgesinin 709 bp gen fragmentini amplifiye eden LCO1490 ve
HCO2198 (30) primerleri ile PCR analizine tabii tutulmustur.
Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR driinleri (10 pL) % 1,5
‘luk agaroz jelde elektoforeze tabi tutularak, CLP Jel
Dokumantasyon Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz
programi (UVP INC Uplant, CA, USA) ile goérintilenip analiz
edilmistir.

ITS-2 ve Mt-COI gen bélgelerinin Sekans ve Filogenetik
Analizleri

Morfolojik tir teshisleri yapilmig larva 6rneklerinin PCR analizleri
sonucu uygun bant profilleri gbsterenlerden secilen izolatlar
High Pure PCR Product Purification Kit (Roche Applied Science,
Mannheim, Germany) kullanilarak jel purifiye edilmistir.
Pirifikasyon sonrasi drnekler ITS-2/28S ve mt-COl gen bélgeleri
siraslyla ITS2F/ITS2R ve LCO1490/HCO2198 primerleri ile ABI
3700 Capillary Sequence System (Applied Biosystems, CA, USA)
de sekanslatilmigtir. Cift yonlt DNA dizisi belirlenen izolatlara ait
kromotogramlar Geneious 6.1.6 (created by Biomatters.
Available from http://www.geneious.com/) genetik yaziliminda
dikkatlice analiz edildikten sonra forward ve revers dizilimlerin
ikili hizalamalari yapilmig ve analizleri sonrasi final dizilimler elde
edilmistir. Elde edilen sekanslarin blastn (http://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi) analizleri yapildiktan sonra Diinyada GenBank'a
kayith diger simuliid izolatlan ile Geneious 6.1.6 (created by
Biomatters. Available from http:// www.geneious.com/) yazili-
minda Clustal W metodu kullanilarak ¢oklu hizalamalar yapilmis-
tir. Genetik uzakliklarin belirlenmesinde Kimura Two Parameter
modeli secilmistir (31). Filogenetik agaclar Mega 5.0 yaziliminda
(31) bootstrap degeri 1000 alinarak Neighbour-Joining metodu
ile olusturulmustur.

BULGULAR

Morfolojik analiz

Arastirma odaklarinda toplanan larva &rneklerinin morfolojik
identifikasyon sonuglan Tablo 2'de verilmistir. Larvalarin morfolo-
jik incelemesinde (Resim 1a); labral fanlarin varlidi, viicutta tiber-
killerin bulunmamasi, cephalic apotome’nin posterior bdlimun-
de geniglemesi ve ecdysial ¢izginin belirgin ¢ikinti gdstermeme-

si, ventral papilin yoklugu, hypostoma’da santral ve lateral digle-
rin iyi gelismis olmasi, posterior ¢engel halkasinin ventralde
dorsaldeki boélimine oranla daha genis olmasi ve bir sirada
25'ten fazla ¢cengelin bulunmasi gibi morfolojik kriterlerle incele-
nen larvalarin S. Wilhelmia alt soyunda olduklari belirlenmistir. S.
Wilhelmia alt soyundaki tirlerin ayrminda diger bircok Simulium
turinde oldugu gibi solungag histoblastinin morfolojik 6zellikleri
énemli bir kriterdir. incelenen larvalarda solungag histoblastinin
median filamentlerinin lateraldekilere oranla daha dar olmasi ile
(Resim 1b) érneklerin tur teshisi S. lineatum veya S. balcanicum’a
indirgenmistir. Bu iki tiriin ayrminda ise solungag histoblastinin
mediandaki iki filamentinin tabanda birlesip catallanmasi ile S.
balcanicum (Resim 1c¢), solungag histoblastinin tim filamentleri-
nin birbirinden ayri olmasi ile de S. lineatum (Resim 1d) teshisle-
ri konulmustur. Erken ddénem larvalarda solungag histoblast
gelisimi tam olmadidi igin teshis soy alti dizeyinde S. Wilhelmia
sp. olarak yapilmistir.

Mt-COl ve ITS-2/28S Gen Bélgeleri Sekans ve Filogenetik
Analizleri

Simuliid larvalarindan izole edilen genomik DNA'larin mt-COl ve
ribozomal ITS2/28S gen bdlgeleri icin spesifik primerler ile parsi-
yel amplifikasyonlar sonucu agaroz jel Uzerinde spesifik olarak
sirastyla 709 ve 430 bp (Resim 2a, b) blylklikte DNA bantlan
olustugu belirlenmistir. Amplifikasyonlarn yapilan 6rneklerden
secilen uygun konsantrasyondaki S. Wilhelmia sp. icin 3, S. line-
atum ve S. balcanicum igin de ikiser izolata ait amplikonlar jel
purifiye edilmis ve sekanslanmistir. Nikleotid dizileri elde edilen
izolatlar mt-COIl gen bdlgesi yonlinden S. lineatum igin JQ034310
(Kizihrmak 5 izolati), JO034311 (Kizilirmak 6 izolati) ve JQ034313
(Kizihrmak 3 izolati); S. balcanicum igin JQ030883 (Kizilirmak 1
izolat)), JQ034308 (Kizilirmak 2 izolat), JQ034309 (Kizihrmak 4
izolat) ve JQO034312 (Kizihrmak 7 izolati) aksesyon numaralari ile
GenBank kayitlari  gergeklestirilmistir. Ayrica ayni izolatlara
(Kizihrmak 1-7) ait ribozomal ITS-2/28S sekanslari da JQ066783-
89 aksesyon numaralariyla kayitlar saglanmistir. Filogenetik ana-
lizlere GenBank'ta kayitl S. Wilhelmia altsoyunda yer alan az
sayidaki S. equinum Almanya ve S. paraequinum Ermenistan
izolatlari da dahil edilmistir.

Mt-COlI gen bélgesine gore S. Wilhelmia altsoyundaki tirlere ait
izolatlar arasinda korunmus bélgelerle birlikte turler arasinda ve
tur icinde ¢esitli nikleotid varyasyonlari belirlenmistir. Mt-COlI ve
ITS-2 gen bdlgeleri filogenetik analiz sonuglariyla, morfolojik
analizi ile tir tayini yapilan larvalar degerlendirilerek konfirmas-
yonlari yapilmig, sekans analizlerine dahil edilen t¢ S. Wilhelmia
sp. izolatinin ikisinin S. balcanicum, birinin ise S. lineatum oldugu
belirlenmistir. izolatlarin mt-COI gen bdlgesine gére Neighbor
joining metodu (Kimura Two Parameter modeli) ile olusturulan
filogenetik agaci Sekil 1'de verilmistir. Filogenetik agacta goste-
rildigi gibi S. balcanicum izolatlan tek kimede, S. lineatum izo-
latlar ise ikisi S. balcanicum izolatlarina yakin olmak tzere iki
kimede yer almiglardir. Bu sonuglara goére S. Wilhelmia alt
soyundaki turlere ait izolatlarin mt-COI gen bélgesine gére grup
ici ve gruplar arasi farkliliklarinda; S. balcanicum izolatlan arasin-
da %1,4+0,4, S. lineatum izolatlar arasinda ise %1,8+0,6 farklik
bulundugu tespit edilmistir. Bunun yaninda grup farkliliklar ince-
lendiginde S. balcanicum ve S. lineatum izolatlar arasinda
%2,7£0,6, S. balcanicum ve S. equinum izolatlar arasinda
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Resim 1. a-d. S. Wilhelmia larvasi (a) Solungag histoblasti (b) Solungag histoblasti filamentleri (S. balcanicum) (c) Solungag histoblasti

filamentleri (S. lineatum) (d)

%13,4+1,7, S. balcanicum ve S. paraequinum izolatlar arasinda
%13,5+1,7, S. lineatum ve S. equinum izolatlar arasinda
%13,4+1,8, S. lineatum ve S. paraequinum izolatlar arasinda ise
%10,7+1,6 genetik farklilik belirlenmistir.

ITS-2 gen bdlgesine gore S. Wilhelmia altsoyundaki tirlere ait
izolatlarin &zellikle tur icinde olmak Gzere homolojilerinin mt-COI
gen bdlgesine gore daha ylksek oldugu belirlenmistir. Bunun
yaninda turler arasinda nikleotid varyasyonlarinin en yiksek 267-
311. bazlar arasinda gériildigi saptanmistir. incelenen izolatlarin
ITS-2 gen bolgesine gére Neighbor joining metodu (Kimura Two
Parameter modeli) ile olusturulan filogenetik adaci Sekil 2'de
verilmistir. Filogenetik agacta gosterildigi gibi S. balcanicum
izolatlari tamamen identik bulunmus olup tek bir kimede, S.
lineatum izolatlan ise biri S. balcanicum izolatlarina yakin olmak
Uzere iki kimede yer almislardir. Grup ici ve gruplar arasi farklilik-
larda; S. balcanicum izolatlarinin %100 homoloji gosterdigi, S.
lineatum izolatlar arasinda ise %0,2+0,2, farkhlik bulundugu
tespit edilmistir. Bunun yaninda grup farkhliklarn incelendiginde
S. balcanicum ve S. lineatum izolatlarn arasinda %0,4+0,3, S. bal-

canicum ve S. equinum izolatlar arasinda %2,5+0,8, S. lineatum
ve S. equinum izolatlar arasinda ise %2,4+0,8 genetik farklilik
belirlenmistir.

TARTISMA

Diptera dizisi, Nematocera dizialti ve Simuliidae ailesinde yer alan
karasinekler hem insan hem de hayvan sagligini tehdit etmeleri-
nin yaninda ekonomik ve ekolojik bakimdan da énemli insektler-
dir. GUnlmize kadar Palearktik bdlgede Simullidae ailesinde
660'In Uzerinde tlrin varligi rapor edilmistir (1). Ayni bolgede yer
alan Turkiye'de ise morfometrik analizlere gore bildirilen tir sayi-
s1 63 ile sinirl kalmistir (2-14). Diger yandan Turkiye'de glnimUze
kadar simuliidler Gzerine sito-kromozomal ve molekiler tabanli
identifikasyon ve klasifikasyon calismalarinin eksikligi dikkati ¢ek-
mistir. Bu calisma ile Orta Kizilirmak Havzasinin Nevsehir'in Urgiip
ve Gilsehir ilgelerindeki boélimlerinde yayilig gdsteren ve soruna
yol agan simuliid tirleri morfometrik analizlerin yaninda moleki-
ler analizlerle arastinlmistir. Elde edilen sonuglarla incelenen
ornekler arasinda S. Wilhelmia alt soyunda iki tirin varligr belir-
lenmis olup S. lineatum'un primer yaygin tir oldugdu, S. balcani-
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Resim 2. a, b. Simuliid larvalarinin parsiyel mt-COlI (a) ve ITS2/28S
(b) gen bélgelerini amplifikasyonu sonucu elde edilen amplikonlarin
jel elektroforezde gorinima. M: Marker (100 bp); 1-6 (a), 2-5 (b)
pozitif drnekler

cum'un ise daha sininli yayilig gésterdigi saptanmistir. Morfometrik
analizlerle S. lineatum Turkiye'de Buylik Menderes, Coruh,
Kizilirmak, Yesilirmak, Sakarya Irmagi ve Kéycegiz'de (2, 9-11, 15);
S. balcanicum Buytk Menderes, Kizilirmak, Sakarya Irmagi ve Yesil
Irmak (2, 10, 11) havzalarinda rapor edilmistir. Tirkiye'nin degisik
akarsularinda varligr bildirilmis (2, 10, 11) olan Wilhelmia alt
soyundaki S. equinum, S. pseudoequinum, S. paraequinum, S.
veltistshevi ve S. turgaicum tirlerine bu ¢alismanin yiratildigu
arastirma sahasinda rastlanmamistir.

Morfolojik, kromozomal ve molekiler karakterlerin birlikte uygu-
lanmasi ile birgok simuliid nesilleri (major nesiller, drnegin, alt
aileler ve soylar) arasindaki evrimsel iliski agcikliga kavusturulmus-
tur (17, 19). Molekiler biyolojik teknikler simuliid tirlerinin analizi
icin daha cok o&zelligin incelenmesine imkén saglamistir.
Sitogenetik, morfolojik (32, 33) ve molekiler (19) calismalar,
Simuliinae alt ailesinin holoarktik Prosimuliini ve tim dinyada
yaygin olan Simuliini olmak Uzere iki Ust soya ayrldigini ortaya
koymustur. Simuliid tirlerinin evrimsel ve filogenetik iligkilerinin
arastinlmasinda cesitli nikleer ribozomal ve mitokondrial gen
bolgeleri calisilmisti. Mt-COI gen bélgesi, dkaryotlarda goster-
mis oldudu intraspesifik polimorfizm ile filogenetik analizlerde
yaygin olarak kullanilan mitokondrial gen bdlgelerinin baginda
gelmektedir (34). Simuliid turler Gzerine GenBank'ta mt-COIl gen
bolgesinin arastinldidi farkl Glkelerden cesitli kayitlar bulunmak-
tadir. Pramual ve ark., (28), Gomphostilbia altsoyundaki 13 tir-
den oryantal karasinekte mt-COI gen bdlgesinin farkliliklan tze-
rine yaptiklar filogenetik arastirmada, intraspesifik genetik farkli-
g1, ortalama %2,75 (%0-9.28) interspesifik genetik farkligi ise
%11,41 (%0,34-18,84) olarak belirlemislerdir. Ayni arastincilar (28)
mt-COl gen bdlgesine gore DNA barkodlamasinin kriptik biyo-
diversiteyi belirlemede ve geleneksel taksonomiyi kolaylastirma-
da 6nemli oldugunu kaydetmigler, morfolojik kriterlere gore

belirlenen Gomphostilbia altsoyundaki tir gruplarinin monofile-
tik olmadidini ve bu soydaki klasifikasyonun tekrar degerlendiril-
mesi gerekliligini ortaya koymuslardir. Pramual ve Kuvangkadilok
(35), S. angulistylum’un diversitesini arastirmak amaciyla sitoge-
netik, mt-COl sekans ve ekoljik analizleri bir arada kullanmiglar ve
fikse kromozom inverziyonlar ile karakterize olan g sitoformun
(A, B ve C) varligini ortaya koymuslardir. Bu sitoformlardan A ve
B olanlarinin ekolojik olarak dustk rakimli habitatlarda, C olani-
nin ise ylUksek rakiml habitatlarda gorildiagind belirlemiglerdir.
Ayrica ayni arastincilar (35) mt-COl DNA sekans analizleriyle bu
sitoformlar arasinda dnemli genetik farkliliklar tespit etmisler,
sitoformlarin icinde de gizli diversiteyi gosteren farkli nesillerin
varligini ortaya koymuslardir. Rivera ve Currie (27), Nearktik simu-
liid tdrleri icerisinden morfolojik olarak farkli 65 tir ve kardes tir
iceren tir kompleksinde genetik varyasyonu, mt-COIl gen bdlge-
sine gore arastirmiglar, benzer turler arasinda genetik varyasyonu
ortalama %14,93 (%2,83-15,33) olarak saptarken, morfolojik farkli
turlerde intraspesifik genetik varyasyonu ise ortalama %0,72 (%0-
3,84) olarak bulmusglardir. Ayni arastiricilar (27) mt-COIl gen bél-
gesi DNA barkodlamasinin simuliidlerdeki kriptik cesitliligin
arastinlmasinda ve tdr identifikasyonunda etkili bir yéntem oldu-
Junu kaydetmislerdir. Calismamizda Mt-COI gen bélgesine gore
S. lineatum ve S. balcanicum tirlerine ait izolatlar arasinda
korunmus bdlgelerle birlikte turler arasinda ve tir icinde intras-
pesifik nikleotid varyasyonlar belirlenmistir. S. balcanicum izo-
latlarinin filogenetik agag Uzerinde tek bir kimede yer aldidi ve
genetik farkliigin, S. lineatum izolatlarina gére daha distk oldu-
Ju saptanmistir. incelenen érnek sayisi az olmakla birlikte bu
sonug, polimorfizmin S. balcanicum'da daha disik olabilecedi
ve tek bir tir kompleksi varligina dair bir kanit olarak degerlendi-
rilmistir. S. lineatum izolatlarinin ise biri S. balcanicum izolatlarina
yakin olmak Gzere iki ayri kiimede yer aldigi gérilmis ve tir ici
genetik farkliligin daha yiksek oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar
da S. lineatum'da farkl sitoformlar olabilecegdini ve tur altinda
kardes (sibling) turlerin varligi hipotezini destekleyen veriler sag-
lamigtir. Ayrica elde edilen mt-COlI filogenetik analiz sonuglari
Pramual ve Kuvangkadilok (35),'in bulgularina paralel olarak S.
lineatum sitoformlarinin icinde de farkli nesillerin varligina dair
veriler saglamisti. Mt-COlI filogenetik analizlerine gére grup
farkliliklari incelendiginde S. balcanicum ve S. lineatum izolatlan
birbirine yakin bulunurken ayni altsoydaki S. paraequinum ve S.
equinum’un bu iki tirden yUksek genetik farklilik gésterdigi belir-
lenmistir.

Nukleer rDNA'da bulunan intergenik spacer ITS-2, bircok simuli-
id tirinde tek bir kromozom Uzerinde yerlesmis (36) bir gen
bdlgesi olup, bircok organizmanin filogenetik calismalarinda
molekiler araclara blylk bir katkisi olmustur. ITS-2 sekans kiyas-
lamalar birbirine yakin tirlerin aynminda, populasyon farklilikla-
rinda ve evrimsel iligkilerin yeniden olusturulmasinda (24, 26, 37,
38) oldukga kullanigli olmustur. Simulium soyunda yer alan ¢esitli
turler Uzerine ITS-2 gen bdélgesi yoninden karakterizasyon calig-
malarn ve GenBank kayitlari yapilmis olmasina karsin glinimuze
kadar Wilhelmia alt soyundaki tirlerin ITS-2 sekans analizleri ve
karakterizasyonlarn Uzerine her hangi bir ¢aligma ve GenBank
kaydi yapilmamistir. Bu agidan bu calisma ile elde edilen nikleer
ribozomal ITS-2 sekans ve karakterizasyon sonuglar S. lineatum
ve S. balcanicum turleri icin ilk kayitlar olusturmustur. ITS-2 gen
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Sekil 1. Simulium Wilhelmia altsoyundaki izolatlarinin (izolat adi ve GenBank aksesyon numaralari ile verilmistir), parsiyel mt-COI gen
bélgesine gore filogenetik iligkileri (Neighbour Joining-Kimura Two Parameter modeli). Olcek ¢izgisi yerlesim yeri basina nikleotid

degisimini gostermektedir. ®: Calismada elde edilen izolatlar.

S. balcanicum
w0 @ Kizilirmak 4 JQ0O66786
@ Kizilirmak 7 JQO66789
32
@ Kizilirmak 3 JQ066785 S. lineatum
100
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Sekil 2. Simulium izolatlarinin (izolat adi ve GenBank aksesyon numaralari ile verilmistir) complete ITS2 ve parsiyel 28S gen bélgesine gére
filogenetik iligkileri (Neighbour Joining - Kimura Two Parameter modeli). Olcek cizgisi yerlesim yeri bagina nikleotid degisimini

gostermektedir.  @: Calismada elde edilen izolatlar.
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bélgesi filogenetik analizlerine gére S. Wilhelmia altsoyundaki
turlere ait izolatlarin 6zellikle tir icinde olmak tGzere homolojile-
rinin mt-COl gen bélgesine gore daha yiksek oldugu belirlen-
mistir. Bunun yaninda farkli canli ve tirler Gzerinde caligmis bazi
arastiricilanin (37,38) bulgularina paralel olarak birbirine yakin
olan Wilhelmia alt soyundaki tirler arasinda da tir spesifik nik-
leotid varyasyonlarinin varligi ortaya konmus ve mt-COIl gen
bélgesi sonuglarina paralel olarak S. balcanicum izolatlarinin tek
bir kimede, S. lineatum izolatlarinin ise biri S. balcanicum izolat-
larina yakin olmak tzere iki kimede yer aldigi belirlenmistir. [TS-2
gen bdlgesine gore tir ici genetik homolojinin mt-COI gen bol-
gesine gore daha yiksek olmasi, bu gen bélgesinin pest kontro-
linde ve tir bazlh identifikasyon calismalarinda konfirmasyon
araci olarak daha ideal bir genetik marker olabilecegini goster-
mistir.

SONUC

Sonug olarak bu ¢aligma ile Orta Kizilirmak Havzasinin Nevsehir'in
Urglip ve Giilsehir ilgelerindeki bdlimlerinde S. lineatum ve S.
balcanicum tirlerinin varligi ve yayginliklan saptanmis, primer
yaygin tur S. lineatum olarak belirlenmistir. Ayrica bu caligmayla
Wilhelmia alt soyundaki bu tirlere ait izolatlarin mitokondriyal ve
ribozomal gen bdlgelerine goére karakterizasyonlar yapilarak
filogenileri ortaya konmustur.

Etik Komite Onayi: Calisma materyalini insektler olusturdugun-
dan etik komite onayr alinmamustir.

Hasta Onami: Bu calisma icin hasta onamina gerek yoktur.
Hakem degerlendirmesi: Dig bagimsiz.

Yazar Katkilan: Fikir - ALY, H.Y;; Tasarm - A.Y., H.Y.; Denetleme
- AY.; Kaynaklar - AY., H.Y.; Malzemeler - A.Y., H.Y.; Veri toplan-
masi ve/veya islemesi - ALY, H.Y.; Analiz ve/veya yorum - A.Y.,
H.Y.; Literatir taramasi - AY., H.Y,; Yaziyi yazan - AY., H.Y,;
Elestirel inceleme - AY.: Diger - AY.

Cikar Catismasi: Yazarlar ¢ikar catigmasi bildirmemiglerdir.

Finansal Destek: Bu calisma Erciyes Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi tarafindan TSY-11-3437 nolu proje ile
desteklenmistir.

Ethics Committee Approval: Due to the material composed
from insect specimens Ethics Committee Approval was not
needed for this study.

Informed Consent: Not required in this study.

Author Contributions: Concept - AY,, H.Y;; Design - A.Y.,, H.Y,
Supervision - AY.; Funding - AY., H.Y.; Materials - A.Y., H.Y.; Data
Collection and/or Processing - AY., H.Y.; Analysis and/or
Interpretation - A.Y., H.Y,; Literature Review - AY., H.Y.; Writing
- AY., H.Y.; Critical Review - AY.; Other - AY.

Peer-review: Externally peer-reviewed.

Conflict of Interest: No conflict of interest was declared by the
authors.

Financial Disclosure: This study was financially supported by
Erciyes University Research Fund with the project number TSY-
11-3437.

KAYNAKLAR

1. Available from: http://entweb.clemson.edu/biomia/pdfs/blackflyin-
ventory.pdf

2. Kazanci N, Clergue-Gazeau M. Simuliidae de Turquie. I: Premieres
donnees faunistiques et biogeographiques (Diptera, Simuliidae).
Ann Limnol 1990; 26: 45-50. [CrossRef]

3. Clergue-Gazeau M, Kazanci N. Turkiye Simulidae (Insecta: Diptera)
Faunasi II: Cesitli akarsu sistemlerinden toplanmis tlrlere ekolojik bir
yaklagim, Hacettepe Fen ve Mihendislik Bilimleri Dergisi 1992; 13: 17-32.

4. Ozbek H, Hayat R, Aslan i. Erzurum’un bazi ilcelerinde simuliid
(Diptera, Simuliidae) salgini. Tirk Entomol Derg 1995; 19: 37-42.

5. Balik S, Ustaoglu MR, Ozbek M, Tasdemir A, Topkara ET. Yelképrii
Magarasi (Dikili, izmir) ve yakin cevresinin sucul faunasi hakkinda bir
on arastirma. EU Su Uriinleri Dergisi 2002; 19: 221-5.

6. Sirin U, Sahin Y. New records of blackflies (Diptera, Simuliidae) for
the Turkish fauna. Zool Middle East 2005; 36: 99-104. [CrossRef]

7. Crosskey RW, Zwick H. New faunal records with taxonomic annota-
tions for the Blackflies of Turkey (Diptera: Simuliidae). Aquat Insect
2007; 29: 21-48. [CrossRef]

8.  Zwick H. On a small collection of wild-caught adult black flies
(Diptera: Simuliidae) from Turkey. Entomologist’'s Monthly Magazine
2007; 143: 100.

9. Yilmaz A, inci A, Tuncbilek SA, Yesiloz H, Kogak 0, Sirin U ve ark.,.
Orta Kizihrmak Havzasinda Karasinek (Simulium (Wilhelmia) linea-
tum) (Diptera: Simuliidae) istilast ERU Vet Fak Derg 2007; 4: 91-5.

10. Kazanci N, Ertung O. Bazi Simuliidae (Insecta: Diptera) tiirlerinin
habitat 6zellikleri. EU Su Uriin Derg 2008; 25: 319-23.

11. Kazanci N, Ertung O. On the Simuliidae (Insecta, Diptera) fauna of
Turkey. Rev Hydrobiol 2008; 1: 27-36.

12. Ertunc O, Tirkmen G, Kazanci N. Research on Simuliidae (Insecta:
Diptera) fauna of Yedigoller National Park (Bolu, Turkey). Rev
Hydrobiol 2008; 2: 81-92.

13. Ertung O. Tirkiye'nin Batisindaki Bazi Akarsularin Simuliidae
(Insecta: Diptera) Faunasi Uzerine Bir Arastirma. Yiksek Lisans Tezi,
Hacettepe Universitesi, Fen Bilimleri Enstitist, Ankara, 2009.

14. Kazancr N, Ertung O. Simuliidae (Insecta, Diptera) tirlerinin
Yesilirmak Nehri Havzasi (Turkiye)'nin sucul habitat kalitesini belirle-
mede indicator olarak kullanilmalari. Rev Hydrobiol 2010; 3: 27-36.

15. Gazyagcr AN. Kirikkale ve Ankara Yoresi Kiziirmak Nehri'nde
Simuliidae Turlerinin Yayihigi. 17. Ulusal Parazitoloji Kongresi 5-10
Eylll: Kars-Turkiye; s. 163.

16. Crosskey RW. Simuliid taxonomy. Laird M, editor. Black flies: the
future for biological methods in integrated control. London:
Academic Press; 1981. p. 3-18.

17. Adler PH, Currie DC, Wood DM. The Black Flies (Simuliidae) of
North America. USA; Cornell University Press: 2004. p. 941.

18. Jitklang S, Kuvangkadilok C, Baimai V. Cytogenetics and morpho
taxonomy of the Simulium (Gomphostilbia) ceylonicum species
group (Diptera: Simuliidae) in Thailand. Zootaxa 2008; 1917: 1-28.

19. Moulton JK. Molecular sequence data resolves basal divergences
within Simuliidae (Diptera). Syst Entomol 2000; 25: 95-113. [CrossRef]

20. Moulton JK. Can the current molecular Arsenal adequately track
rapid divergence events within Simuliidae (Diptera)? Mol Phylogenet
Evol 2003; 27: 45-57. [CrossRef]

21. Pruess KP, Zhu X, Powers TO. Mitochondrial transfer RNA genes in
a blackfly, Simulium vittatum (Diptera: Simuliidae), indicate long
divergence from mosquito (Diptera: Culicidae) and fruitfly (Diptera:
Drosophilidae). J Med Entomol 1992; 29: 644-51. [CrossRef]

22. Tang JM, Toe L, Back C, Unnasch TR. Mitochondrial alleles of
Simulium damnosum sensu lato infected with Onchocerca volvulus.
Int J Parasitol 1995; 25: 1251-4. [CrossRef]


http://dx.doi.org/10.1051/limn/1990006
http://dx.doi.org/10.1080/09397140.2005.10638131
http://dx.doi.org/10.1080/01650420701213853
http://dx.doi.org/10.1046/j.1365-3113.2000.00097.x
http://dx.doi.org/10.1016/S1055-7903(02)00397-4
http://dx.doi.org/10.1093/jmedent/29.4.644
http://dx.doi.org/10.1016/0020-7519(95)00047-6

40

Yesiloz ve Yildinm.
Karasinek Turlerinin Molekiler Klasifikasyonu

Turkiye Parazitol Derg
2015; 39: 33-40

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Higazi TB, Boakye DA, Wilson MD, Mahmoud BM, Baraka OZ,
Mukhtar MM, Unnasch TR. Cyto taxonomic and molecular analysis
of Simulium (Edwardsellum) damnosum sensulato (Diptera:
Simuliidae) from Abu Hamed, Sudan. J Med Entomol 2001; 37: 547-
53. [CrossRef]

Thanwisai A, Kuvangkadilok C, Baimai V. Molecular phylogeny of
blackflies (Diptera: Simuliidae) from Thailand, using ITS2 rDNA.
Genetica 2006; 128: 177-204. [CrossRef]

Kruger A, Hennings IC. Molecular phylogenetics of black flies of the
Simulium damnosum complex and cytophylogenetic implications.
Mol Phylogenet Evol 2006; 39: 83-90. [CrossRef]

LaRue B, Gaudreau C, Bagre HO, Charpentier G. Generalized stru-
cture and evolution of ITS1 and ITS2 rDNA in black flies (Diptera:
Simuliidae). Mol Phylogenet Evol 2009; 53: 749-57. [CrossRef]
Rivera J, Currie DC. Identification of Nearctic blackflies using DNA bar-
coding (Diptera: Simuliidae). Mol Ecol Res 2009; 9: 224-36. [CrossRef]
Pramual P, Wongpakam K, Adler P. Cryptic biodiversity and phy-
logenetic relationships revealed by DNA barcoding of Oriental
black flies in the subgenus Gomphostilbia (Diptera: Simuliidae).
Genome 2011; 54: 1-9. [CrossRef]

Lechthaler W, Car M. Simuliidae-Key to larvae and pupae from
Central and Western Europe. CD-R Edition, Vienna, 2005.

Hebert PDN, Ratnasingham S, deWaard JR. Barcoding animal life:
cytochrome ¢ oxidase subunit 1 divergences among closely related
species. Proc Biol Sci 2003; 270: 96-9. [CrossRef]

31

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Tamura K, Peterson D, Peterson N, Stecher G, Nei M, Kumar S. MEGADS:
Molecular Evolutionary Genetics Analysis using Maximum Likelihood,
Evolutionary Distance, and Maximum Parsimony Methods, Molecular
Biology and Evolution. Mol Biol Evol 2011; 28: 2731-9. [CrossRef]
Grenier P, Rageau J. Remarque’s sur la classification des Simuliidae.
Bull Soc Pathol Exot 1960; 53: 727-42.

Currie DC. Phylogeny of Primitive Simuliidae (Insecta: Diptera:
Culicimorpha). Ph.D. dissertation, University of Alberta, Edmonton,
Canada, 1988.

Khalimonchuk O, Rédel G. Biogenesis of cytochrome c oxidase.
Mitochondrion 2005; 5: 363-88. [CrossRef]

Pramual P, Kuvangkadilok C. Integrated cytogenetic, ecological,
and DNA barcode study reveals cryptic diversity in Simulium
(Gomphostilbia) angulistylum (Diptera: Simuliidae). Genome 2012;
55: 447-58. [CrossRef]

Rothfels KH. Cytotaxonomy of black flies (Simuliidae). Ann Rev
Entomol 1979; 24: 507-37. [CrossRef]

Marrellin MT, Malafronte RS, Flores-Mendoza C, Lourengo-de-Oliveira
R, Kloetzel JK, Marinotti O. Sequence analysis of the second internal
transcribed spacer of ribosomal DNA in Anopheles oswaldoi (Diptera:
Culicidae). J Med Entomol 1999; 36: 679-84. [CrossRef]

Hackett BJ, Gimnig J, Guelbeogo W, Costantini C, Koekemoer LL,
Coetzee M et al. Ribosomal DNA internal transcribed spacer (ITS2)
sequences differentiate Anopheles funestus and An. rivulorum, and
uncover a cryptic taxon. Insect Mol Biol 2000; 9: 369-74. [CrossRef]


http://dx.doi.org/10.1603/0022-2585-37.4.547
http://dx.doi.org/10.1007/s10709-005-5702-z
http://dx.doi.org/10.1016/j.ympev.2005.11.007
http://dx.doi.org/10.1016/j.ympev.2009.07.032
http://dx.doi.org/10.1111/j.1755-0998.2009.02648.x
http://dx.doi.org/10.1139/G10-100
http://dx.doi.org/10.1098/rsbl.2003.0025
http://dx.doi.org/10.1093/molbev/msr121
http://dx.doi.org/10.1016/j.mito.2005.08.002
http://dx.doi.org/10.1139/g2012-031
http://dx.doi.org/10.1146/annurev.en.24.010179.002451
http://dx.doi.org/10.1093/jmedent/36.6.679
http://dx.doi.org/10.1046/j.1365-2583.2000.00198.x

