T.C
ERCIYES UNIiVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
VETERINER PARAZITOLOJi ANABILiM DALI

SULTAN SAZLIGI YORESINDE SiVRISINEK TURLERINDE
WOLBACHIA ENDOBAKTERISININ PCR iLE ARASTIRILMASI VE
MOLEKULER GENOTIPLENDIRILMESI

Hazirlayan
Gamze YETISMIS

Danisman
Doc. Dr. Onder DUZLU

Yiiksek Lisans Tezi

Kasim 2015
KAYSERI






-1 -
T.C
ERCIYES UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTIiTUSU
VETERINER PARAZITOLOJIi ANABILIM DALI

SULTAN SAZLIGI YORESINDE SiVRISINEK TURLERINDE
WOLBACHIA ENDOBAKTERISININ PCR iLE ARASTIRILMASI VE
MOLEKULER GENOTIPLENDIiRILMESI

Hazirlayan
Gamze YETISMIS

Danisman
Doc. Dr. Onder DUZLU

Yiiksek Lisans Tezi

Bu ¢alisma, TUBITAK ve Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan sirasiyla 114 O 646 ve TYL-2014-5176 kodlu projelerle desteklenmistir.

Kasim 2015
KAYSERI



BILIMSEL ETIiGE UYGUNLUK

Bu ¢alismadaki tiim bilgilerin akademik ve etik kurallara uygun bir sekilde elde edildigini
beyan ederim. Ayni zamanda bu kural ve davraniglarin gerektirdigi gibi, bu ¢alismanin
oziinde olmayan tiim materyal ve sonuglart tam olarak aktardigimi ve referans gosterdigimi

belirtirim.

Ad1-Soyadi: Gamze YETISMIS

imza H



YONERGEYE UYGUNLUK ONAYI

“Sultan Sazh@: Yoresinde Sivrisinek Tiirlerinde Wolbachia Endobakterisinin PCR ile
Arastirilmasi ve Molekiiler Genotiplendirilmesi” baslikli yiiksek lisans tezi, Erciyes

Universitesi Lisansiisti Tez Onerisi ve Tez Yazma Yonergesi’ne uygun olarak

hazirlanmstir.

/ // <«
) 24

i b lazirjayan ans an
Gawze SMIS Dog. Dr. Onder DUZLU

Anabilim Dali lb&skam
Prof. Dr. Abdylfah INCI



Do¢. Dr. Onder DUZLU danismanliginda Gamze YETISMIS tarafindan hazirlanan
“Sultan Sazhig1 Yoresinde Sivrisinek Tiirlerinde Wolbachia Endobakterisinin PCR ile
Arastinlmas1 ve Molekiiler Genotiplendirilmesi” adl; bu ¢alisma, jiirimiz tarafindan
Erciyes Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Veteriner Parazitoloji Anabilim Dalinda

Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

20/11/2015

JURI Imza

Danisman  : Dog. Dr. Onder DUZLU (ERU Veteriner Fakiiltesi, Parazitoloji
Anabilim Dali, Kayseri)

Uye : Prof. Dr. Abdullah INCI (ERU Veteriner Fakiltesi. Parazitoloji
Anabilim Dali, Kayseri)

Uye : Dog. Dr. Gokmen Zafer PEKMEZCi (OMU Veteriner Fakiiltesi
Su Uriinleri Hastaliklar1 Anabilim Dali, Samsun)

ONAY

Bu tezin kabulii Enstitii Yénetim Kurulunundie.. (22006 tarih ve X99..... sayili karar,

ile onaylanmustir.

AU /ig.. ) 20der

"“""““-w\

/« Dy N
"ﬁ‘ ot® }rh- \
Prof:g'i),?;zﬁajsgq i‘A"MAR
| Estiti Vit |
i (AR

( ¢
{ V) 3 4
Vs 1\".1

,\',‘ -:
bt
e

r.w‘{



TESEKKUR
Yiiksek lisans g¢alismalarimin her asamasinda bilgi birikimiyle bana her zaman yol
gosteren, ilgi ve tecriibesini hi¢bir zaman esirgemeyen danisman hocam Sayin Dog. Dr.
Onder DUZLUye, her tiirlii bilgi birikimlerinden yararlandigim hocalarim Prof. Dr.
Abdullah INCi ve Prof. Dr. Alparslan YILDIRIM’a, laboratuvar calismalarinda
destegini aldigim Ogr. Gor. Dr. Zuhal ONDER, Aras. Gor. Arif CILOGLU, Biyolog
Gozde SAHINGOZ ile Biyolog Zekiye KOCER’e, maddi ve manevi ydnden
desteklerini her zaman hissettigim sevgili aileme ve yiiksek lisans tezim siiresince
malzeme bazinda 114 O 646 ve TYL-2014-5176 kodlu projelerle destek saglayan
TUBITAK ve Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi'ne tesekkiirii

borg bilirim.

Gamze YETISMIS
Kayseri, Kasim 2015



Vi

SULTAN SAZLIGI YORESINDE SiVRiSINEK TURLERINDE WOLBACHIA
ENDOBAKTERISININ PCR ILE ARASTIRILMASI VE MOLEKULER
GENOTIPLENDIRILMESI
Gamze YETISMIS

T.C. Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Veteriner Parazitoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Kasim 2015
Damisman: Dog. Dr. Onder DUZLU
KISA OZET

Bu calisma, Kayseri’deki Sultan Sazlig1 yoresinden toplanmis sivrisinek Orneklerinde
Wolbachia endobakterisinin molekiiler olarak arastirilmast ve saptanan pozitif
izolatlarin genotiplendirilmesi amaciyla yapilmistir. Bu amagla Erciyes Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenen TYL-2014-5176 kod no’lu
arastirma projesi kapsaminda, arastirma yoresinden toplanmis toplam 400 sivrisinek
tirtintin 296’s1 Culex pipiens, 63t Aedes vexans ve 41°i Culiseta annulata olarak
identifiye edilmistir. identifikasyonlar1 yapilan erkek ve disi ergin sineklerden bireysel
olarak genomik DNA ekstrakte edilmis ve DNA’lar Wolbachia yiizey protein (wsp) gen
bolgesinin amplifikasyonu yoniinden incelenmistir. DNA ekstraksiyonunu takiben wsp
gen bolgesinin yaklagik 600 bp’lik kismini amplifiye eden Wolbachia spesifik primerler
ile PCR analizleri yapilmistir. Incelenen 119 (%40,2) Cx. pipiens disisinde Wolbachia
pozitifligi saptanirken, erkek Cx. pipiens orneklerinin higbirinde pozitiflik
belirlenmemistir. Bunun yaninda Ae. vexans ve Cs. annulata érneklerinde de Wolbachia
DNA’s1 saptanmamustir. Pozitif izolatlardan segilen 10 izolata (EruWolCpip1-10) ait
amplikonlar PCR primerleri ile klonlanmis ve plasmid piirifikasyonundan sonra sekans
analizleri gergeklestirilmistir. Elde edilen DNA dizilerinin GenBank kayitlari
gerceklestirilmis (KT964223- KT964232) ve GenBank’ta kayith mevcut diger bazi
Wolbachia suslari ile ikili analizleri ve ¢oklu hizalamalar1 yapilarak filogenisi
aragtirtlmistir. Filogenetik analiz sonucu EruWolCpipl-10 izolatlarinin Wolbachia B
stiper grubu ve WPip grubu i¢inde yer aldiklar1 belirlenmistir. Filogenetik kiyaslamalara
gore EruWolCpipl-9 izolatlarinin kendi aralarinda %100 identik olduklar1 ve bu
izolatlarin EruWolCpipl0 izolatiyla %0,5 genetik farklilik gosterdikleri saptanmuistir.
Tiirkiye’den daha 6nce Kayseri yoresindeki Cx. pipiens 6rneginden izole edilmis ve

GenBank’a girilmis olan WolKys1 (JX474753) izolatinin EruWolCpip1-9 izolatlariyla
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%100 benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Benzer sekilde EruWolCpip1-9 izolatlarinin
wPip grubunda yer alan Cx. pipiens (DQ900652, AF301012, AF020060-61),
Peribadotes rhomboidaria (EU288014), Agriocnemis femina femina (Brauer)
(AY173941) ve Eurema hecabe (AB278203) Wolbachia izolatlariyla da %100 identik
olduklar1 belirlenmistir. Daha 6nce Cankir1 yoresindeki Ankara kegilerinden toplanmis
Bovicola limbata bit 6rneklerinden olusturulmus genomik DNA havuzlarindan elde
edilereck GenBank kaydi yapilan ve WPip grubunda yer alan TrERUWolLicel
(KJ700416) izolatinin da EruWolCpipl-9 izolatlariyla %100 identiklik gosterdigi
goriilmustiir. WPip grubu igindeki ortalama genetik farklilik %0,28+0,11 olarak
belirlenirken, wPip grubu ile ayni siiper grup (B) igerisinde yer alan Dei, Con ve Ori
gruplar1 arasindaki ortalama genetik farklilik ise sirasiyla %16,9+2.3, %12,5+1,9 ve
%19,942.5 bulunmustur. Bunun yaninda A siiper grubunda yer alan Haw, Riw, Mel,
Aus, Mors, Uni, Pap ve Alba gruplar ile B siiper grubundaki WPip grubu arasindaki
genetik farklilik ise srastyla %23,5+£3,0, %17,6£2,3, %19,1+£2,5, %22,0£2,8,
%21,042,7, %22,3+£2.9, %22,0+£2,8 ve %20,5+2,6 olarak saptanmustir.

Sonu¢ olarak bu g¢aligma ile Kayseri Sultan Sazligi yoresindeki sivrisinek
populasyonlarinda Wolbachia endobakterisinin molekiiler yayginligi ve genetik

karakterleri hakkinda bilimsel veriler elde edilmistir.

Anahtar sozciikler: Sivrisinek, molekiiler karakterizasyon, Tiirkiye, Wolbachia
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INVESTIGATION OF WOLBACHIA ENDOBACTERIA IN MOSQUITO
SPECIES IN KAYSERI PROVINCE BY PCR AND MOLECULAR
GENOTYPING OF THE ISOLATES

Gamze YETISMIS

Erciyes University, Graduate School of Health Science
Department of Veterinary Parasitology
M. Sc. Thesis, November 2015
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Onder DUZLU

ABSTRACT

This study was performed to investigate Wolbachia endobacteria molecularly in the
mosquito specimens collected from Sultan Sazligi ecosystem in Kayseri from Turkey
and to genotype the positive isolates. For this aim, a total of 400 mosquito samples
collected from the study area was identified as 296 Culex pipiens, 63 Aedes vexans and
41 Culiseta annulata within the scope of research Project (No: TYL-2014-5176)
supported by Erciyes University Research Fund. Genomic DNA was extracted from the
identified mosquito specimens and examined by using the amplification of surface
protein gene (wsp) region of the Wolbachia individually. After the DNA extraction,
PCR analyses were carried out with Wolbachia specific primer pair which was
amplified an approximately 600 bp region of the wsp gene. Wolbachia was determined
in 119 (40.2%) female Cx. pipiens whereas no positivity was found in any male Cx.
pipiens. In addition, no positivity was detected in any Ae. vexans and Cs. annulata
specimens. The amplicons belonging to 10 selected positive isolates (EruWolCpipl1-10)
were cloned and sequenced following the plasmid purification. The obtained DNAS
were deposited to GenBank (KT964223- KT964232) and pair wise analyses of the
sequences and multiple alignments with some other Wolbachia strains available in the
GenBank were performed and phylogenies were investigated. The phylogenetic
analyses revealed that the obtained EruWolCpip1-10 isolates belong to Wolbachia super
group B and wPip group. According to the phylogenetic comparisons, the
EruWolCpipl-9 showed 100.0% identity within each other whereas these isolates
exhibited 0.5% genetic difference with the EruWolCpipl0 isolate. The WolKysl
(JX474753) isolate which was deposited to GenBank from Turkey previously and



isolated from Cx. pipiens in Kayseri exhibited 100.0% identity with EruWolCpip1-9
isolates. Similarly, EruwWolCpip1-9 isolates showed 100.0% identity with Cx. pipiens
(DQ900652, AF301012, AF020060-61), Peribadotes rhomboidaria (EU288014),
Agriocnemis femina femina (Brauer) (AY173941), and Eurema hecabe (AB278203)
Wolbachia isolates in wPip group. TrERUWolLicel (KJ700416) isolate in wPip group
which was obtained from the genomic DNA pools constructed from Bovicola limbata
louse specimens from Angora goats in Cankiri province previously was found 100.0%
identical with EruWolCpipl-9 isolates. While the mean genetic difference within the
WPip group was determined as 0.28%=0.11, the mean genetic difference among WPip
and the other Dei, Con and Ori groups which are in the same super group (B) with wPip
was found as 16.9%+2.3, 12.5%=*1.9 and 19.9%=+2.5, respectively. In addition, the
genetic differences among the wPip and the other Haw, Riw, Mel, Aus, Mors, Uni, Pap
and Alba groups which belongs to A super group was detected as 23.5%=3.0,
17.6%+2.3, 19.1%+2.5, 22.0%+2.8, 21.0%+2.7, 22.3%+2.9, 22.0%+2.8 and 20.5%+2.6.

In conclusion, scientific data were obtained with this study about the molecular
prevalence and genetic characters of Wolbachia endobacteria in mosquito populations in

Sultan Sazligi ecosystem in Kayseri.

Key words: Molecular characterization, mosquito, Turkey, Wolbachia
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1. GIRIS VE AMAC

Wolbachia tiirleri, Rickettsiaceae familyasina ait gram negatif endosymbiont bir
alfaprotoeobakteridir. Bu bakteriler insektlerde, arachnidlerde, crustaceanlarda ve
filarial nematodlarda endosymbiont olarak bulunabilmektedir (1). Insektlerdeki
prevalans orani oldukga yiiksek olup insekt tiirlerinin yaklasik %65°1 bu bakteriyle
enfektedir. Wolbachia tiirleri konaklarinin {ireme sistemleri tizerine etki ederek
sitoplazmik uyumsuzluk, partenogenesis, erkeklerde feminizasyon gibi etkilere sebep
olmaktadir (2-7). Wolbachia spp. ilk kez 1924 yilinda Herting ve Wolbach tarafindan
Culex pipiens’in (Diptera: Culicidae) iireme ile ilgili dokularinda bildirilmistir. 1936
yilinda bu bakteri Wolbachia pipientis olarak isimlendirilmistir (8). 16S rDNA, protein-
coding gen (groEL) ve Wolbachia surface protein (wsp) gen bolgelerine gore yapilan
simiflandirmada bu bakterinin, Ehrlichia, Anaplasma, Cowdria ve Neorickettsia
tiilerinin bulundugu Anaplasmataceae ailesinde yer aldigi konfirme edilmistir (1, 4).
Filogenetik ¢aligmalarda Wolbachia soyunun “super groups” olarak adlandirilan 8 major
cladde (A-H) yer aldig1 goriilmiistiir. A ve B siiper gruplarinin artropodlarda (9), C ve D
super gruplarinin filarial nematodlarda (10), E siiper grubunun kanatsiz insektlerde (11),
F siiper grubunun termit ve akrep gibi artropodlarda (12), G siiper grubunun
orimceklerde ve H siiper grubunun ise termitlerde ve Dipetalonema gracile’de

bulundugu rapor edilmistir (13, 14).

Bu calismada, Afrika, Avrupa ve Asya arasinda gé¢men kuslar i¢in Avrupa ve
Ortadogu'nun en 6nemli konaklama istasyonlarindan biri olan Kayseri il sinirlarinda
Develi, Yahyali ve Yesilhisar il¢elerinin olusturdugu iiggen icerisinde yer alan Sultan
Sazlig1 ekosistemindeki sivrisinek tiirlerinde endosymbiont Wolbachia bakterisinin PCR

ile arastirilmasi ve saptanan pozitif 6rneklerin wsp gen bdlgesi yoniinden molekiiler



analizlerinin yapilarak GenBank kayitlarmin gerceklestirilmesi ve GenBank’ta
Tiirkiye’den ve diinyadan daha once bildirilmis mevcut bazi Wolbachia izolatlariyla

olan filogenetik yakinliklarinin tespit edilmesi amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Wolbachia Tiirlerinin Siniflandirmadaki Yeri

Wolbachia tiirlerinin Systema Naturae 2000’e¢ gore sistematikteki yerleri asagidaki
gibidir (15).

Biota
Domain: ""Bacteria™ (Haeckel 1894) C.R. Woese et al. 1990
Phylum: ""Proteobacteria’ Garrity et al. 2005
Class: Alphaproteobacteria Garrity et al. 2006
Order: Rickettsiales Gieszczykiewicz 1939
Family: Anaplasmataceae Philip 1957
Genus: Wolbachia Hertig 1936

Wolbachia melophagi (N6ller 1917) Philip 1956
Wolbachia persica Suitor & Weiss 1961
Wolbachia pipientis Hertig 1936

2.2. Wolbachia Tiirlerinin Filogenisi

Wolbachia spp. ilk kez 1924 yilinda Hertig ve Wolbach tarafindan sivrisinegin tireme
dokularinda saptanmis gram negatif bir bakteridir. Bu tiiriin ilk tanimlanmasi 1936
yilinda Wolbachia pipientis olarak ayni sinek tiiriinde Hertig tarafindan yapilmistir (16,
17).
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Wolbachia spp. ile ilgili iki bulus olduk¢a 6nemlidir. Bunlardan ilki Legrand ve ark.
(18)’1n1n, isopodlarda feminizasyonu indiikleyen sitoplazmik kalitim faktorlerinin kesfi
(18), digeri ise Stouthamer ve ark. (5)’1nin Trichogramma yaban arisinin bazi suslarinda
disi partenogenezin antibiyotik tedavisi ile iyilestirilebileceginin bulunmasidir.
Molekiiler filogenetik yontemlerin kullanilmasi ile hiicre i¢i bu mikroorganizmanin
identifiye edilmesi bilimsel galismalar1 kolaylastirmistir (9). DNA-DNA hibridizasyonu
ve biyokimyasal parametreler gibi geleneksel yontemlerle bakterilerin tiir ve cinslerini
belirlemek miimkiin olamamistir. Wolbachia’nin 16S rRNA gen sekansinin filogenetik
analizleri Ehrlichia, Anaplasma ve Neorickettsia gibi Rickettsia’lar ile filogenetik

olarak yakin oldugunu gostermistir (17, 9).

Wolbachia spp., ftsZ (hiicre boliinmesi geni), groEL (bakteriyel 1s1 sok proteini), gltA
(sitrat sentaz) ve dnaA gen sekanslarina bagl olarak A’dan H’ye kadar alt1 siiper gruba
ayrilmistir. Wolbachia’nin A ve B siiper gruplari artropodlarin biiyiik bir kismini, C ve
D siiper gruplart nematodlari, E siiper grubu yay kurugu bocegini (springtail), F siiper
grubu bazi artropod ve nematodlari, G siiper grubu Oriimcekleri ve H siiper grubu da
termitleri ve Dipetalonema gracile’yi enfekte etmektedir (17, 19, 20). Filarial
nematodlardan Wuchereria bancrofti, Brugia malayi ve Litomosoides sigmodontis D
stiper grubunda, Onchocerca ve Dirofilaria C siiper grubunda yer almaktadir (Sekil 2.1)
(17,19, 21, 22).

Artropod ve

Filarial nemstod Dipetafonema gracile

Artropodd A

Crimecek

/
Artropod &

Filarial nematadiar

Springtail Cienocaphalides felis
Termitler

Filarizl mamatodlar
0.1

Sekil 2.1. Wolbachia’nin ftsZ, groEL, glItA ve dnaA gen sekanslarina bagl olarak tiirlere gére dagilimimnin
gosterimi (17)



2.3. Wolbachia Tiirlerinin Yayihisi

Wolbachia tiirleri diinya genelinde ¢ok yaygin goriilen bir bakteridir (9). Yapilan
arastirmalarda 63 artropod tiiriinden (Aracnida 2, Insecta 61) 48’inde (%76), 20 filarial
nematod tiirliniin 18’inde (%90) Wolbachia tiirleri tespit edilmistir. Wolbachia’nin
yayilmasi ve yogunlugunun sistematik incelemeleri PCR’a dayali metodlarla miimkiin
olmaktadir. 16S rRNA, ftsZ ve wsp gen ¢alismalar1 ve spesifik primerlerle yapilan PCR
denemeleri Wolbachia’nin konaklarinin bulunmasina olanak vermistir. Wolbachia’nin
saptandig1 insekt takimlar1 Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Hymenoptera, Lepidoptera
ve Orthoptera olarak belirtilmistir (23). Wolbachia tiirlerinin artropodlarin yaninda
filarial nematodlarda da yaygin olarak bulundugu rapor edilmistir (21, 23).

2.4. Artropodlarda Wolbachia Tiirleri

Wolbachia tiirleri ilk kez 1924 yilinda Rickettsia benzeri mikroorganizma olarak
kesfedilmistir. 16S rRNA sekanslar1 ile morfolojik olarak Ricketsia tiirlerine yakin
oldugu dogrulanmistir (23, 24). Ug ana artropod taksonunda (insektler, crustacea ve
arachnidler) Wolbachia tiirleri tespit edilmis olup bunlar igerisinde insektler en yaygin
konak olma o6zelligi tasimaktadir (25, 26). Biitiin insekt tiirlerinin en az %20’si bu
bakteri ile enfektedir. Artropodlarin {ireme dokularinda bulunan Wolbachia spp.,
enfekte disilerin yumurta sitoplazmasi yoluyla tasinir ve konagin iireme dokularini
degistirir. Bu degisiklikler; insektlerde sitoplazmik uyumsuzluk ve erkek oldiiriiciiliik,
yaban arilarinda partenogenez, kara isopodlarinda feminizasyon ve sitoplazmik
uyumsuzluktur (23, 24, 27). Artropodlarda Wolbachia spp., sitoplazmik uyumsuzluk ve
cinsiyet oranini bozma gibi farkli fenotiplerin olusmasi i¢in gereklidir (24).
Partenogenetik Wolbachia spp., Wolbachia’nin A ve B siiper gruplarinda tespit
edilmistir (23).

Sitoplazmik uyumsuzluk ilk kez kirmizi 6riimceklerden Tetranychus urticae ve T.
turkestani’de saptanmustir (28). Gotoh ve ark. (29) yaptiklar1 g¢alismada, birgcok
orimcekte Wolbachia enfekte erkek ile enfekte olmayan disileri g¢aprazladiginda
sitoplazmik uyumsuzlugun olmadigini gostermislerdir. Hurst ve ark. (7) ftsZ gen
calismalan ile iki insekt tiiriinde (Adalia bipuctata, Acraea encedon) erkek oldiiriicti
Wolbachia spp.’yi tespit etmislerdir.

2.4.1.Feminizasyon

Kara isopodlarinda (Armadillidium vulgare) Wolbachia endobakterisinin cinsiyet

belirlenmesini bozarak ve genetik erkekleri fonksiyonel disilere doniistiirerek
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feminizasyonu (enfekte erkeklerin disi ya da infertil yalanci disiler olarak gelismesi)
tesvik ettigi rapor edilmistir (9, 30, 31). Crustacea’larda cinsiyet farkliligi androjen
bezler tarafindan iiretilen erkeklik hormonlari ile kontrol edilmektedir. Eger androjen
bezleri farklilagsmasi varsa, hormon, erkek gelisimini tesvik etmektedir. Androjen bez
farklilagsmasi yoksa disi gelismesi gergeklesmektedir. Wolbachia spp., konaginin
feminizasyonunu tesvik eden bezlerin gelisimini baskilayarak erkekleri disilere
doniistiirmektedir. Baz1 Wolbachia tiirleri, androjen bezler ve androjen hormon tizerinde
etkili olarak feminizasyona neden olurken, bazi tiirler sadece androjen bez gelisimini
engelleyerek etkili olmaktadirlar. Wolbachia endobakterisi, erkek konak hormonlarini
disi yoniinde degistirerek bu konaklarin yumurta tiretmelerine neden olmaktadir (9, 29,
32, 33).

2.4.2. Partenogenezis

Partenogenezisi tesvik eden Wolbachia tiirleri, Hymenopter’lerde (Trichogramma,
Aphytis, Encarsia, Leptopilina ve Muscidifurax) yaygin sekilde bulunur (9, 20, 34, 35).
Fakat son yillarda acar’larda ve thrips’lerde de bulundugu belirtilmistir (19). Wolbachia
tirleri, ciftlesmeye gerek olmadan sadece disilerin dogmasina izin verecek sekilde
konaga miidahale etmektedir. Dollenmemis yumurtalardan disilerin gelisimi, ergin
disiler tarafindan taginan mikroorganizmalarin varligi ile artmaktadir. Wolbachia tiirleri,
cekirdekteki gamet duplikasyonu sayesinde, dollenmemis yumurtalardan disilerin
gelisimine izin vermekte olup partenogenetik disilerin iiretilmesini tesvik etmektedir.
Bu partenogenik disiler, sekstiel erkeklerle ciftlestiklerinde diploid disiler meydana
gelmektedir (9, 35, 36). Bakteri anneden yavruya vertikal olarak tasindigi igin,
konaklarin {ireme sistemlerindeki bu manipulasyon gelecek nesillere Wolbachia
spp.’nin taginimini artirmaktadir (34).

2.4.3. Erkek Oldiiriiciiliik

Erkek oldiriicti Wolbachia tiirleri, Coleoptera (Adalia bipunctata), Lepidoptera (Acraea
encedon) ve Diptera dizilerindeki insektlerde saptanmis olup bu Wolbachia tiirlerinin B
stiper grubunda yer aldiklar1 bildirilmistir (7, 19, 20). Erkek embriyo o6ldiiriicii
bakteriler, yumurtadan ¢ikan bireylerin heniiz agilmayan kardes yumurtalarla beslendigi
tiirlerde ya da acilan yumurtadan ¢ikan kardesler arasinda besin agisindan rekabet olan
boceklerde yaygindir. Bunlarda disi konaklar yumurtadan ¢iktigi zaman erkeklerle besin
acisindan rekabete girmemektedirler. Ciinkii disiler, erkekleri olusturacak yumurtalarla

beslenirler. Bu durumda erkek konaklarin 6liimii, disi olan kardeslerinin hayatta kalma
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oranini artirmakta ve Wolbachia ile enfekte disilerin hayatta kalma sans1 da artmaktadir
(7,32, 33, 36, 37).

2.4.4. Sitoplazmik Uyumsuzluk

1950’1i yillarda Culex tiirlerinde tiir i¢i ¢aprazlamalarda uyumsuzluk oldugu ya ¢ok az
nesil Uretebildikleri ya da hi¢ iiretemedikleri kesfedilmis olup bu durum sitoplazmik
uyumsuzluk olarak isimlendirilmistir. Wolbachia spp. ve Culex spp. arasinda bir
iliskinin oldugu 1970’11 yillarda yapilan bir aclismada belirlenmis olup bu calismada,
sitoplazmik uyumsuzluk ile antibiyotik tedavisi yapilarak elimine edilen Wolbachia spp.
arasinda baglant1 oldugu saptanmistir (9). Sitoplazmik uyumsuzluk (CI), enfekte erkek
ile enfekte olmayan disiler arasinda goriilen bir dollenmis yumurta Sliimiidiir (19, 38).
Sitoplazmik uyumsuzluk mekanizmasi Cx. pipiens, Drosophila simulans ve Nasonia
vitripennis’de calisilmistir (9, 20). Sitoplazmik uyumsuzlugun tek yonlii ve iki yonli
olmak iizere iki formu vardir. Tek yonlii uyumsuzluk, Wolbachia ile enfekte spermin,
enfekte olmayan yumurtayr dollemesiyle olmaktadir. Karsit bir ¢aprazlanmada,
Wolbachia ile enfekte disi ile enfekte olmayan erkek ciftlesmesi ise uyumludur. ki
yonlii uyumsuzluk ise, Wolbachia’nin farkli suslari ile enfekte erkek ve disi arasinda
olmaktadir (Sekil 2.2). CI'nin etkinliginin belirlenmesinde bakteriyel irk, konak
genotipi ve bakteriyel yogunluk olmak tizere birka¢ faktdr bulunmaktadir (9).
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Sekil 2.2. Sitoplazmik uyumsuzlugun sematize gosterimi (igerisinde nokta olan spermatozoonlar
Wolbachia enfekte, ® ve w farkl tiirlerde Wolbachia etkenleri) 1) Wolbachia ile enfekte olan erkegin
spermatozoonu ile enfekte olmayan diginin yumurtasi birlestiginde (b) disiden meternal kromozomlari
kendini eslerken, erkekden gelen maternal kromozomlar dublike olamaz (c) ve erken embriyonik 6liim
meydana gelir. 2) Enfekte olmayan erkek spermatozoonu ve enfekte olan disi yumurtas: birlestiginde
normal gelisim devam eder. 3) Erkek veya disi ayn1 Wolbachia tiirii ile enfekte ise normal gelisim devam
eder. 4) Erkek ve disi farkli Wolbachia tiirleri ile enfekte ise maternal kromozomlar dublike olamaz ve
erken embriyonik 6liim gergeklesir (19).

2.5. Wolbachia Enfeksiyonlarinda Yatay ve Dikey Tasinma

Artropodlarda, tiir igindeki yeni Wolbachia enfeksiyonlari yatay tasinma ile olmaktadir.
ftsZ geni ilizerinde yapilan g¢alismalarda Wolbachia spp.’nin yatay tasindigi agikca
gosterilmistir. Yatay tasinma Wolbachia spp.’nin B suslarinda gosterilmistir. Parazitik
art Nasonia giraulti ve et sinegindeki her bir Wolbachia susunun filogenetik olarak
yakin akraba olduklar1 belirlenmistir. Bu sonug ile parazitler ve konaklar1 arasinda yatay
tasinmanin oldugu rapor edilmistir (9). Tesbih boceginde bireyler arasindaki kandan
kana olan temas yine yatay taginma ile olmaktadir (20).

Bakterinin disi sitoplazmasi yolu ile dikey olarak tagindig1 ve erkek konaklar: 1diirmesi
ile ilgili ilk kayit 1950°li yillarda bildirilmistir (39). Wolbachia spp., konak
populasyonunda anneden yavruya dikey olarak tasinmasina ragmen, molekiiler
filogenetik caligmalar yatay tasinmanin daha yaygin oldugunu gostermistir (Tablo 2.1)
(40).



Tablo 2.1. Wolbachia tiirlerinin farkli konaklardaki karakterizasyonu (24)

Konak Simbiosis Tasimmasi Etkileri Lokalizasyonu
Cogunlukla Cl, MK, Ovaryumlar,

Artropodlar parazit, bazi Vertikal ve Partenogenesis, testisler,
durumlarda Horizotal Feminizasyon, embriyo,viiciit
mutualizm 0ogenesis bosluklar1

Embriyogenesis, Ovaryumlar,

NematodIar Mutualizm Vertikal larval geligim ve embriyolar ve
erigkinin hayatini -
hipoderma

devam ettirebilmesi

2.6. Wolbachia Tiirlerinin Molekiiler Genetigi

Wolbachia tiirlerinin patojen etkilesimi ve reprodiiktif fenotiplerin altinda yatan
molekiiler mekanizmalar tam olarak acikliga kavusturulamamistir. Bu konuda
yapilan c¢alismalar genellikle transenfekte sivrisineklerde Wolbachia tiirlerinin
invazyonu i¢in temel destek¢i olan CI mekanizmasini agikliga kavusturmaya yonelik
olmustur. Drosophila sp. ve sivrisineklerde CI uyarilmasi igin onerilen efektorler
arasinda ankyrin (ANK) proteini 6nem arz etmektedir (41-44). Prokaryotlarda
nispeten nadir goriilmesine ragmen (45) ANK genleri o6zellikle Wolbachia
genomunda yogun olarak bulunmaktadir (44, 46, 47). ANK genleri, transkripsiyonel
regiilatorler, toksinler ve siklin bagimli kinaz inhibitorlerinde, hiicre dongiisii
diizenlenmesi ile alakali proteinlerde bulunmaktadir (45, 48-50). Konaklarinda farkli
fenotipleri uyaran Wolbachia suslarinda ortholog ANK proteinleri biiyiik 6l¢iide
degiskenlik gostermekte olup bazi suslarda bulunmamaktadir. Bu degiskenligin
muhtemelen ANK proteinlerinin affinitesi, 6zglinliigii, lokalizasyonu, ekspresyonu
ve fonksiyonlariyla alakli oldugu bildirilmektedir (42).

Insekt Wolbachia suslarinin %90’indan fazlasin1 enfekte eden WO Wolbachia
bakteriyofajinin, insektlerde CI’y1 indiikledigi, o6zellikle de Wolbachia
ekstraktlarindan elde edilen viral filtratlarin, Nasonia yaban arilarinda CI’i uyardig:
bildirilmistir (51-53). Virulens faktor VrlC gibi WO kodlayan bir kisim gen
serilerinin, Cx. pipiens sivrisineklerinde CI’nin indiiklenmesi ve bu genlerdeki
sekans varyasyonu arasindaki korrelasyondan dolayr Wolbachia tiirlerinin
patojenitesinde rol oynadigi saptanmistir (54, 55). Buna karsin Culex soyundaki
sivrisineklerde CI'nin indiiklenmesi ve faj kapsid genlerinin varlig1 arasinda ise bir
korrelasyon bulunamamustir (56). Bordenstein ve ark. (57) daha diisiik Wolbachia

yogunlugu ve daha az CI ile yiiksek Wolbachia-faj yogunlugu baglantilari olan bir



model onermislerdir. Hiicresel seviyede CI, Drosophila ve Nasonia yaban arilarinda
calistlmistir (58). Fenotipik etkilerin molekiiler bazinin belirlenmesi, iki faktor
tarafindan engellenmistir. Wolbachia spp.’nin zorunlu simbiyotik dogasi, hiicresiz
kiltirde bu bakterinin biiyiimesini imkansiz kilmakta olup bu genetik testin
gerceklestirilmesini miimkiin kilan herhangi bir genetik-transformasyon teknolojisi
bulunmamaktadir (47, 59-63).

2.7. Sivrisineklerle Nakledilen Hastaliklarin Biyolojik Kontroliinde Wolbachia
Tiirlerinin Rolii

Wolbachia endobakterisinin kalitsal olarak sivrisineklere transenfeksiyonu yeni bir
biyokontrol yaklasimi akla getirmistir. Ornegin meyve sineklerindeki Wolbachia
tiirii, sivrisinek populasyonunda soyunu devam ettirebilir, yasam siiresini azaltabilir,
tiremelerini etkileyebilir ve patojen replikasyonuna engel olabilir. Wolbachia ile
enfekte edilen Aedes aegypti sivrisinekleri, Avustralya’da dengue fever salgininin
meydana geldigi bolgelerde yayilmistir ve Giiney ve Dogu Asya’da dengue fever’in
endemik oldugu bolgelerde bu teknoloji uygulanmaya baslanmistir (64).

Ozellikle sivrisinekler tarafindan bulastirilan insect-borne enfeksiyonlar, insanlarda
mortalite ve morbiditenin 6nde gelen sebepleri arasindadir. Ornegin sitmanim sik
gortldiigli bolgelerde saglik ve sosyo-ekonomik gelismeler dramatik bir hal almig
olup her yil 1-2 milyon olim goriildiigli tahmin edilmektedir. Her yi1l dengue
hummasi, sar1 humma, Japon ensefalitisi, Bat1 Nil virusu, Chikungunya ve lenfatik
filariazisi gibi sivrisinek kaynakli hastaliklarin insidansi, insanlarin seyahatleri, hizl
kentlesme, koruyucu halk saglig1 tedbirlerinin basarisizligi gibi nedenlerden dolay1
artmaktadir (65-68). Dengue fever, insanlardaki arboviral hastaliklarin en
onemlilerinden biri olup 100°den daha fazla {ilkede diinya populasyonunun %40’ 11
tehdit etmekte ve yillik 50-100 milyon vaka meydana geldigi tahmin edilmektedir
(69, 70). Dengue viruslar1 (DENV), oncelikli olarak enfekte disi Aedes aegypti,
nadir olarak da Aedes albopictus sivrisinekleri tarafindan nakledilmektedir (71).
Dengue fever’a karsi heniiz etkili bir as1 ve tedavi olmayip kontrol metodlar
hastaligin insidansindaki global artisa engel olmak i¢in yeterli degildir (72, 73).
Hedef sivrisinekler i¢in kullanilan insektisidler, hastalik kontroliiniin bir yolu olarak
etkili olabilir fakat ¢ok pahali ve ¢evre i¢in sakincalidir. Bu, yogun populasyonlu
kentsel bolgelerde tireyen A. aegypti gibi antropofilik tiirler i¢in 6zellikle belirgindir

(74). Ayrica, sivrisineklerin insektisidlere tekrarlayan maruziyetleri, insektisid
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direnci gelismesine yol agcmis ve daha pahali alternatif bilesimlerin kullanimina
ihtiyag artmustir. Insektisitler, salgin boyunca dengue fever’in kontrolii i¢in kullanilir
fakat etkinligi siiphelidir (75, 76). Sivrisinek 1sirmalarina karsi kisisel korunma
(kovucu veya aglarla), balik veya kopepod gibi sivrisinek predatorlerinin
gelistirilmesi, sivrisineklerin yumurtlama alanlarinin ortadan kaldirilmasi gibi ¢evre
yonetiminde alternatif yaklasimlari amaglamak bazi durumlarda faydali olmustur.
Fakat bu stratejiler stirekli miidahale gerektirir ve kentsel alanlarda uygulamasi zor
ve pahali olabilir (75, 76).

Sivrisinek kaynakli hastaliklarin kontrolii igin sivrisineklere karsi kullanilan
silahlara ek olarak yakin zamanda, simbiyotik bir bakteri olan Wolbachia
pipientis’in  potansiyel kullanimi ortaya ¢ikmistir. Bu bakterinin kullanilmasi,
cevreye karsi insektisid bazli yaklasimlardan daha zararsiz ve daha az maliyetli
olmasindan dolayr olduk¢a yararli bulunmustur. 1967’lerde Culex soyundaki
sivrisineklerin  kontroliinde Wolbachia ile uyarilan sitoplazmik uyusmazlik
mekanizmas1 bir aract olarak Onerilmistir (77). 1970’lerde ise bu yoOntem
Hindistan’da sivrisineklerin eradikasyonu i¢in denenmistir. Fakat birka¢ alanda
deneme yapilmis olmasina karsin bu yontemler saha ¢alismalarinda tam islevsel
olarak uygulanamamustir (78).

Son yillarda Wolbachia yoluyla insekt-borne hastaliklarin kontroliine olan ilgi
yeniden artmigti. Wolbachia tiirleri konaklarinda feminizasyon, partenogenezis,
erkek oldiriiciiliik ve sitoplazmik uyumsuzluk gibi konaklarinin zararma etki
edebildikleri gibi; konagmin beslenmesini, gelisimini, {retkenligini veya
oogenesisini etkileyerek ve patojenlere karsi direng olusturmasini saglayarak direkt
konaklarinin yararina da c¢alisabilmektedirler (79-93). Baz Wolbachia suslarinin
ilging bir sekilde konak hiicreleriyle birlikte replikasyonlarmi senkronize etme
kabilyetlerini  kaybettikleri ve konaklarmin Omiirlerini dramatik sekilde
azaltabildikleri goriilmistir. wMelPop Wolbachia susunun, ergin Drosophila nin
yagam siiresini %50°den daha fazla oranda azalttigi tespit edilmistir (94).
Konaklarinin beyin dokularinda bulunan ve hizli bir sekilde replike olan ve
“popcorn” olarak isimlendirilen wMelPop susu, ergin disi sivrisineklerin yasam
stirelerini kisalttiklarindan dolayr sivrisinek kaynakli hastaliklarin kontrolii i¢in
potansiyel bir biyolojik ajan olarak éngoriilmiistiir (95-97).

Sitma ve denge fever gibi sivrisinek kaynakli enfeksiyonlarin etkenleri dogal olarak

11
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farklilik gosterbildikleri halde, bu etkenlerin nakli her zaman ig¢in sivrisineklerin
yasam siirelerinden etkilenmektedir. Bu durumun sebebi oldukga basittir; patojenler
sivrisinegin tiikriikk bezlerine ulasmadan Once, basarili bir sekilde yeni bir insan
konaga nakledilebilmesi i¢in sivrisinegin viicudunda replike olmak zorundadir.
Sivrisinekteki bu gelisimsel periyod ekstrinsik inkubasyon periyodu (EIP) olarak
isimlendirilmektedir. Bu nedenle, bu inkubasyon periyodundaki siireden (genellikle
10-14 giin) daha fazla yasam siiresine sahip disi sivrisinekler epidemiyolojik olarak
onemli vektor kabul edilmektedirler (98). Boylece sivrisinegin yasam siiresini
azaltmayr amagclayan hastalik kontrol yaklasimlari, patojenlerin naklini azaltmak
amagli iyi bir yontem olabilir (95, 97, 99, 100). Enfeksiyon kontroliinde wMelPop
Wolbachia susunun kullanimi, bu susun EIP’den daha uzun yasam siiresine sahip
sivrisineklere aktarilmasin1  gerektirmektedir. Populasyon alanlarinin iginde
Wolbachia enfeksiyonunun yayilimi ve devami, bu stratejinin basarisi i¢in can alict
noktadir. Sivrisineklerin 0mriinii azaltmak i¢in gecikmeli etki eden insektisitler ya

da sivrisinek tuzaklarindaki Beauveria bassiana gibi entomopatojenik mantarlarin
sporlarinin kullanimi gibi paralel yaklasimlar da gelistirilmistir (101-104).

2.8. Vektor Rolii Ustlenen Sivrisinek Tiirleri fle Tlgili Genel Bilgi

2.8.1. Sivrisineklerin Sistematigi

Diptera takimina bagli Nematocera alt takiminda, Chaoboridae, Dixidae ve Culicidae
aileleri bulunmaktadir. Sivrisinekler, Culicidae ailesinde yer almakta olup sadece bu
ailedekilerde kan emme 6zelligi goriilmektedir (105).

Erigkin Culicid’ler, one dogru yonelmis uzun bir hortuma sahip olup hortum boyu, bas
ve govdenin toplam uzunluguna esittir. Kanat damarlar tizeri pullarla kaplidir. Pullar
kanat sagagini olusturur. Subkostal damar dallara ayrilmadan kosta ve radius
damarlarina paralel seyreder. Culicid larvalari akuatiktir. Cok az bir kismi predatordiir
(105). Bu giine kadar Culicidae ailesine ait toplam 3268 tiiriin varlig: bildirilmistir (106-
110).

Culicidae’nin aile diizeyindeki monofilisi, bu aileye bagli Anophelinae, Culicinae ve
Toxorhynchitinae alt aileleri ile tanimlanmistir (111). Bu siniflandirma Belkin (112) ve
Knight ve Stone (106) tarafindan da kabul edilmistir. Alt aileler icerisindeki yiiksek
filojeniyi netlestirmek icin tribus (kabile)’leri olusturmak ilk defa Belkin (112)
tarafindan denenmistir. Belkin (112), Anophelinae alt ailesinin, iist aile kokiine daha

yakin oldugu diisiincesi ilizerinde tartismis, Harbach ve Kitching (113) tarafindan
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yapilan ¢aligma ile Anophelinae'nin taksonomik yerinin alt aile oldugu kesinlik
kazanmistir. Yine bu c¢alismanin sonucu olarak Anophelinae ve Culicinae gegerli
monofiletik alt aileler olarak kabul edilirken, Toxorhynchitinae, Culicinae alt ailesi
altinda ayr1 bir kabile seviyesine indirilmistir.

Yapilan giincel degisiklikler sonucunda, Culicidae ailesinin alt cins diizeyinde
sistematik siralamasi agagidaki listede verilmistir (114).

Aile: Culicidae

1. Alt aile: Anophelinae
1.Cins: Anopheles
Alt cinsler: Anopheles, Cellia, Kerteszia, Nyssorhynchus
2.Cins: Chagasia
2. Alt aile: Culicinae
1.Tribus: Aedeomyiini
Cins: Aedomyia
Alt cinsler: Aedeomyia, Lepiothauma
2.Tribus: Aedini
1. Cins: Aedes
Alt cinsler: Aedes, Aedimorphus, Alanstonea, Albuginosus, Belkinius,
Bothaella, = Cancraedes,  Christophersiomyia, Diceromyia, Edwardsaedes,
Fredwardsius, Huaedes, Indusius, Isoaedes, Leptosomatomyia, Lorrainea,

Neomelaniconion, Paraedes, Pseudarmigeres, Scutomyia, Skusea, Stegomyia

2. Cins: Armigeres

Alt cinsler: Armigeres, Leicesteria
3.Cins: Ayurakitia
4.Cins: Eretmapodites
5.Cins: Haemagogus

Alt cinsler: Conopostegus, Haemagogus
6.Cins: Heizmannia

Alt cinsler: Heizmannia, Mattinglyia

7.Cins: Ochlerotatus
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1. Seksiyon Alt Cinsler: Chaetocruiomyia, Finlaya, Geoskusea, Halaedes,
Kenknightia, Levua, Macleaya, Molpemyia, Mucidus, Nothoskusea, Ochlerotatus,
Protomacleaya, Pseudoskusea, Rhinoskusea, Rusticoidus, Zavortinkius

2. Seksiyon Alt Cinsler: Abraedes, Aztecaedes, Gymnometopa, Howardina,
Kompia

8.Cins: Opifex
9.Cins: Psorophora
Alt cinsler: Grabhamia, Janthinosoma, Psorophora
10. Cins: Udaya
11. Cins: Verrallina

Alt cinsler: Harbachius, Neomacleaya, Verrallina

12.Cins: Zeugnomyia
3. Tribus: Culicini
1.Cins: Culex

Alt cinsler: Acalleomyia, Acallyntrum, Aedinus, Afroculex, Allimanta,
Anoedioporpa, Barraudius, Belkinomyia, Carrollia, Culex, Culiciomyia, Deinocerites,
Eumelanomyia, Kitzmilleria, Lasiosiphon, Lophoceraomyia, Lutzia, Maillotia,
Melanoconion, Micraedes, Microculex, Neoculex, Phenacomyia, Thaiomyia, Tinolestes

2.Cins: Galindomyia
4. Tribus: Culisetini
Cins: Culiseta
Alt cinsler: Allotheobaldia, Austrotheobaldia, Climacura, Culicella,
Culiseta, Neotheobaldia, Theomyia
5. Tribus: Ficalbiini
I.Cins: Ficalbia
2.Cins: Mimomyia
Alt cinsler: Etorleptiomyia, Ingramia, Mimomyia
6. Tribus: Hodgesiini
Cins: Hodgesia
7.Tribus: Mansoniini
I.Cins: Coquillettidia
Alt cinsler: Austromansonia, Coquillettidia, Rhynchotaenia

2.Cins: Mansonia
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Alt cinsler: Mansonia, Mansonioides
8. Tribus: Orthopodomyiini
Cins: Orthopodomyia
9. Tribus: Sabethini
I.Cins: Isostomyia
2.Cins: Johnbelkinia
3.Cins: Limatus
4.Cins: Malaya
5.Cins: Maorigoeldia
6.Cins: Onirion
7.Cins: Runchomyia
Alt cinsler: Ctenogoeldia, Runchomyia
8.Cins: Sabethes
Alt cinsler: Davismyia, Peytonulus, Sabethes, Sabethinus, Sabeihoides
9.Cins: Shannoniana
10.Cins: Topomyia
Alt cinsler: Suaymyia, Topomyia
11.Cins: Trichoprosopon
12.Cins: Tripteroides
Alt cinsler Polylepidomyia, Rachionotomyia, Rachisoura, Tricholeptomyia,
Tripteroides
13.Cins: Wyeomyia
Alt cinsler: Antunesmyia, Caenomyiella, Cruzmyia, Decamyia, Dendromyia,
Dodecamyia, Exallomyia, Menolepis, Nunezia, Phoriiomyia, Prosopolepis, JVyeomyia,
Zinzala
10. Tribus: Uranotaeniini
Cins: Uranotaenia
Alt cinsler: Pseudoficalbia, Uranotaenia
11. Tribus: Toxorhynchitini
Cins: Toxorhynchites

Alt cinsler: Afrorhynchus, Ankylorhynchus, Lynchiella, Toxorhynchites
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2.8.2. Sivrisineklerin genel biyolojisi

Diptera takiminin genel 6zelligi olarak sivrisinekler tam metamorfoz (holometabolar)
gecirirler. Tiim sivrisinekler gelisimleri i¢in akuatik habitatlara gereksinim duyarlar.
Yumurtadan ¢ikistan sonra dort larval donem (L1-L4) ve pupa donemini gecirerek

eriskin doneme gegerler (115).

2.8.2.1. Sivrisineklerin habitat tipleri: Sivrisinekler, pratikte her ¢esit durgun suda
iireme potansiyeline sahiptirler. Az miktardaki sularda dahi cok fazla sayida
ireyebilirler. Atilmis teneke kutular, atilmig araba tekerlekleri, aga¢ kovuklari,
yapraklarin ilizeri ve hayvanlarin ayak izlerinde biriken sularda, su depolarinda, tuzlu
batakliklar gibi sularda trerler (116). Su hayatina uyum saglamis olan sivrisinek
larvalarina hemen hemen her tiirlii su birikintisinde rastlamak miimkiindiir. Ancak, her
sivrisinek tiirii her gesit su birikintisinde bulunmayacagi gibi, tiirlere gore habitatlar
bulunmaktadir (117). Agac¢ kovuklarinda biriken sular, Ae. aegypti formosus, An.
plumbeus ve Ae. afhcanus igin tireme yerlerini teskil eder. Su kaplari, kavanozlar, atik
araba lastikleri vb. gibi yapay su birikme yerleri Ae. aegypti i¢in Onemli iireme
yerleridir. Eretmapodites, salyangoz kabuklarinda iirer (105). Yenge¢ yuvalari ise dogal
yer alti su kaynaklari olup Neotropikal bolgede Deinocerites spp.’nin iredigi
habitatlardir (105).

Culex ve Culiseta cinsleri Kirli sulu habitatlarda bulundugu halde, Anopheles ve Aedes
cinsleri temiz sulu habitatlarda daha ¢ok bulunmaktadir. Anophles sacharovi her ne
kadar celtik tarlalar1 gibi temiz sulu habitatlar tercih etse de fosseptik ¢ukurlarinda da
rastlanmistir (117). Yapilan ¢alismalarla Cx. pipiens ve Cs. longiareolata'nin birinci
derecede, Cx. hortensis’in de ikinci derecede olmak tizere belli bir habitat se¢medikleri,

hemen her ¢esit sularda bulundugu belirlenmistir (117).

Sivrisinek larvalarinin bulundugu habitatlarin tuzluluk derecesi genis araliklarda
olabilir. Habitatlarin tuzlulugu, eriyen karlarin meydana getirdigi oligotropik sulardan,
med cezirde sular ¢ekilirken gollenen deniz suyunun buharlagmasi ile tuzluluk derecesi
deniz suyundan daha fazla olan sulara kadar farkli derecelerde bulunabilir. Herhangi
belirli bir sivrisinek tiirli icin, lireme yerinin genel Ozellikleri belirlenmis olsa da
istisnalarla her zaman karsilasilmaktadir. Ovopozisyon sonrasinda iireme yerindeki
sartlarin degisimi, disi sivrisinegi larvanin tolere edebilecegi farkli bir lireme yeri

arayigina iter. Nitekim An. multicolor larvalar1 dogada yiiksek tuz orani i¢eren sularda
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tiremesine ragmen ¢esme sularinda gelisimlerini tamamlayabilmektedirler. An. sergenti
larvalar ise, dogada tatli sularda bulunmasina ragmen laboratuvarda %0,5-0,75 NaCl
tuzluluk oraninda daha hizli gelisim gostermektedir (105).

2.8.2.2. Ciftlesme ve yumurta birakma (ovipozisyon): Disilerin déllenmesi, pupadan
eriskin doneme geg¢isten kisa bir siire sonra olur. Erkekler ilk 6nce pupadan erigkin
doneme gecerler. Ureme yerleri etrafinda kiimeler halinde ucarak disi sivrisineklerin
¢ikisini bekler halde goriilebilirler. Disi sivrisinek bu kiimenin igine girer ve ciftlesme
meydana gelir. Ciftlesmek i¢in genis alanlara ihtiya¢ duyan tiirlere “eurygamous”, An.
sacharovi gibi dar ve smirli alanlarda ciftlesebilen tiirlere ise "stenogamous" denir

(116).

Sivrisinek tiirlerinin ¢ogunda, déllenmis disiler yumurtlamak i¢in yilda bir ya da birkag
kez kan emme gereksinimi duyar. Disi sivrisineklerin dollendikten sonra kan emerek
yumurtlamalarina degin gecen slireye trofogoni donemi denir. Her bir donemin ii¢
evresi vardir: a) Kan emmeye yonelis ve kan emme, b) Kanin sindirimi ve
yumurtaliklarda yumurtalarin gelisimi, ¢) Ureme yerlerine dogru ugmak ve burada

yumurtlamak.

Yazin yeterli sicakliklarda bir kez kan emme yumurtalarin gelisimi igin yeterli
olmaktadir. Kanin sindirimi siiresince yumurtaliklardaki tiim yumurtalar olgunlagir
(trofogoni uyumu). Sonbaharda havalarin sogumasi ile kan emmis sivrisinekteki
yumurtalar olgunlasamaz. Ilkbaharda havalarm 1sinmasi ile sivrisinek tekrar kan
emmeye baslar ve yumurta olgunlagsmasi kaldig1 yerden devam eder (trofogoni uyumu
bozulur) (118).

Cogu sivrisinek tiriinde disiler, kopulasyon sonrasi yumurtalarin gelisimini
tamamlayabilmesi i¢in kan emmek zorundadirlar (otojen olmayan gelisim). Az sayidaki
tirtin disilerine (6r. Cx. p. pipiens biotype molestus) ait ilk parti yumurtalar kan
emmeden de geligebilirler (otojen gelisim). Disi sivrisinekler, kan emmeyi takiben 2-4

giin igerisinde 50-500 adet yumurta birakirlar (115).

Sivrisinekler biraktiklar1 yumurta icerisindeki embriyonun dis etkilerle tetiklenen
dinlenme periyoduna (uyku hali) girip girmemelerine gore ikiye ayrilmgtir. Ik
gruptakiler uyku halinde olmayan (nondormant) yumurtalar olup Anopheles, Culex,

Culiseta, Mansonia, Uranotaenia, Orthopodomyia ve muhtemelen Wyeomyia cinsine ait
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tiirlerdir. Ikinci gruptakiler ise uyku halinde olan (dormant) yumurtalar olup, Aedes ve
Psorophora cinslerine ait tiirlerdir. Dormant yumurtalar diger gruptakilere gore

kurumaya daha direnclidirler (115).

Ik gruptaki (nondormant) yumurtalara sahip disiler, yumurtalarin1 tek tek (Anopheles)
veya kiimeler halinde (Culex, Uranotaenia, Coquillettidia, Orthopodomyia ve Alt cins
Culiseta) su yiizeyine birakirlar (115). Bu gruptaki (nondormant) disiler suyun tizerinde
veya suya ¢ok yakin durarak yumurtalari su ylizeyine birakirlar. Bu tip yumurtalarin
embriyolar1 oda sicakliginda (23°C) iki giin igerisinde gelisimini tamamlayarak kisa
siirede yumurtadan ¢ikarlar. Bu tip yumurtalar kuru ortamda kisa siire i¢inde canliliini
yitirirler. Ancak ¢ok nemli veya ¢ok az su birikintisi i¢inde “karaya oturmus” sekilde bir

giin veya daha az canliligin1 koruyabilirler (115).

Uyku haline girmeyen (nondormant) yumurtalara sahip tiirler yetisme sezonlarina bagh
olarak, senede bir kac jenerasyon verebilirler. Bu gruptaki tiirler daha ¢ok ayni sezon
icinde birden fazla jenerasyonu kolayca olusturabilecegi kalict ve yar1 kalici tipteki
tireme yerlerinde bulunmaktadir. Genel goriis bu sekilde olsa da, An. punctipennis ve

Cx. pipiens genellikle ge¢ici su kaynaklarinda bulunurlar (115).

Ikinci gruptaki Aedes ve Psorophora cinslerine baglh tiirler ise ¢ok farkli bir davranis
sergilerler. Bu tiirlere ait disiler yumurtalarini suyun yiizeyinde degil, lireme kaynaginin
nemli kenarlarina tek tek birakirlar. Yumurta belirli bir miktar gelisme gosterir fakat,
yumurta gelisimi tamamlasa dahi yumurtadan larvanin ¢ikist gerceklesmez. Uygun
sartlar saglanincaya kadar yumurtalar uyku halinde bekler. Aedes aegypti’nin
laboratuvar yetistirmelerinde, disinin yumurtalarin1 suyun kenarmma konulan kurutma
kagidinin, su seviyesinin istiinde kalan nemli kisimlarina biraktigi goézlemlenmistir.
Neme temas halinde bir iki giin kalan yumurtalar artik diisiik nemli ortamlara daha
dayanakli hale gelir. Kurutulan (desikasyona tabi tutulmadan) yumurtalar bu sekilde
uzun siire saklanabilmektedir. Bir iki ay sonra bu yumurtalardan larva ¢ikigsinda
diistisler baglar. Yumurtalardan larva ¢ikisin1 saglamak i¢in yumurtalar1 su ile temas

ettirerek bir miktar besin maddesi eklemek yeterlidir (115).

Aedes vexans ve Ochlerotatus caspius tiirleri su seviyesinin sik¢a algalip yiikseldigi ve
su taskinlarinin goriildigli yerlerde iirerler. Bu habitat 6zelligi, Ae. vexans ve Oc.
caspius'un uygun yumurta birakma davraniglarini yerine getirebilmeleri ve yeni nesiller

olusturabilmeleri agisindan énemlidir (115).
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Embriyonik gelisim, yumurtalar suya birakildiktan hemen sonra baglar. Sicakliga baglh
olarak 2-7 giin veya daha uzun siirede embriyonik gelisim tamamlanir. Suya birakilan
Cx. p. pipiens yumurtalarindan larva ¢ikisi 30°C’de bir giin, 20°C’de ii¢ giin ve 10°C’de
on giin sonra gergeklesir. 4°C’de ise embriyonik gelisim tamamlanamaz. Aedes ve
Ochlerotatus yumurtalarinin embryionik gelisim siiresine etki eden bir ka¢ ¢evresel
faktor oldugundan dolay1, bu siire Cx. p. pipiens’inkine gore hemen hemen iki kat daha
uzun olmaktadir. Suya birakilan Ae. vexans yumurtalarinin, 20°C’de sekiz giin sonra %

50’si embriyonik gelisimini tamamlamaktadir (115).

2.8.2.3. Larva ve pupa donemi: Yumurtadan ¢ikan larvadan eriskin evreye degin
gececek olan siire ortamin iklim, mevsim ve suyun sicaklik durumuna gore degisir.
Larvalar 24°C-26°C sicakliktaki suda en kisa siirede gelisirler (118). Optimum hava
sicakligr ve besin aliminda bu siire ¢ogu Culicinae alt ailesinde ortalama 7 giindiir.

Anophelinae alt ailesi ise biraz daha uzun siireye ihtiya¢ duymaktadir (116).

Larvalar, sudaki mikroorganizmalar, algler, protozoonlar, omurgasiz canlilar ve
tortulardan beslenir. Beslenme tipleri filtre edenler, tarayicilar ve predatorler olmak
lizere ii¢ grupta incelenebilir. Filtre edenler, tipik olarak suda bas asagi asili dururlar ve
su ylizeyinin altindan tabana dogru olan kisimda siispansiyon halinde bulunan gida
partikiillerini siizerler (Culex, Coquillettidia, Alt cins Culiseta, bazi1 Aedes ve
Ochlerotatus larvalar1). Tarayicilar, su iginde kalan yiizeylerden (¢cogu Aedes ve
Ochlerotatus larvalari) veya hava ile su arasindaki mikrobiyal film katmanindan
(Anopheles larvalari) partikiilleri, mikroorganizmalari, algleri tekrar siispanse ederek,
kaziyarak veya parcalayarak toplarlar. Bitkiler ve o6lii omurgasiz canlilarin kiiclik
parcalart da agiz organelleri ile parcalanabilmektedir. Predatorler genellikle
sivrisineklerin haricindeki diger insektlerin larvalar1 ile beslenirler (Toxorhynchites,
Aedes, Psorophora ve Culex larvalar). Predatér tip larvalara Avrupa'da

rastlanmamaktadir (115).

Pupa akuatiktir. Metamorfozun sekillendigi bu donem ortalama 2 giin siirer. Pupa,
Diptera takimindaki diger pupalarin aksine, sudaki hareketlenmelere kars1 ¢ok hassas ve
dikkat cekecek derecede hareketlidir. Suya dalistan sonra aktif hareketleri ile su
yiizeyine ¢ikan larvalarin aksine, pupalar su yiizeyine pasif olarak ¢ikarlar. Pupalar
kurakliga goreceli olarak daha dayanikli olup, iireme yerlerindeki su kurumaya yiiz

tutsa dahi eriskinler pupadan ¢ikabilmektedir. Larvanin aksine, pupa beslenemez (115).
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2.8.2.4. Eriskin sivrisineklerin yasam siireleri: Erkek sivrisinekler genellikle 6-7 giin
arasinda yasarlar. Laboratuvar kosullarinda, yiiksek nem ve yeterli karbonhidrat
beslenmesi ile yasam siireleri bir ay1 gegebilir. Disiler 6zellikle hibernasyon durumunda
ve bol gida ile 4-5 ay siire ile canhi kalabilirler. Aktivitelerinin en yiiksek oldugu

donemlerde ise disilerin yasam siiresi, yaklasik iki haftadir (116).

2.8.2.5. Sivrisineklerde hibernasyon ve estivasyon: Sivrisinekler kigin soguk ve yazin
kuraklik gibi uygun olmayan hava kosullarinda etkinlik gdsteremez ve dinlenme
(diyapoz) donemine girerler. Bunlarin kan emme ve yumurtlama etkinlikleri durur
(gercek diyapoz). Biiyiikk ¢ogunlugu oliir. Baz: tiirler ise disiler kotii hava kosullarinda
dahi (kisin ahir ve evlerde) kan emebilirler fakat yumurtlayamazlar. Bu durumda
diyapoz tam degildir (yumurtalik diyapozu) (118). Hibernasyon, Aedes ve Ochlerotatus
cinslerinde yumurta déneminde goriilmektedir. Anopheles claviger ve An. plumbeus 3.
veya 4. larval donemde, Oc. rusticus ve Cs. morsitans 2. veya 3. larval dénemde
hibernasyona girmektedir. Culex, Culiseta, Uranotaenia ve Anopheles cinslerinde
eriskin donemde hibernasyon goriilmektedir (115). Sitma vektorliiglinii yapan bazi
Anopheles tiirlerinde kigin tam olmayan yumurtalik diyapozu gozlenir. Bu durum,

sitmanin kisin bulastirilmasi agisindan epidemiyolojik 6nem tasimaktadir (118).

Hibernasyona girecek disiler, sonbaharin son giinlerine dogru ahir ve evlere girerek
kuytu bir kose, aralik, catlak veya bodrumlara siginirlar. Havalarin sogumasi ile
sivrisinegin karnindaki yag gozeleri sayica artar ve yumurta gelisimi durur, yumurta
yerleri yagla sarilir. Hibernasyona giren disiler, su kaybini azaltmak igin gliserol,
trehaloz ve sorbitolii kullanmazlar, bunun yerine kutikular hidrokarbonlar: kullanarak su
kaybmni en aza indirirler (119). Sivrisinek ayaklarini iki yana agar ve karnini duvara
dayarcasina yaklastirir. Besin alamaz ve uyusukluk (letarji) durumunda kalir.
Hibernasyon esnasinda tedirgin olduklarinda ¢ok yakin bir yere gecerek orada

kislamaya devam ederler. Havalarin 1sinmastyla hibernasyon sonlanir (118).

Cok sicak ve kurak gecen yaz aylarinda sivi kaybi sonucu sivrisinek besin alamaz ve

uyusukluk durumuna girer. Bu duruma da estivasyon (yaz uyusuklugu) denir (118).

2.8.2.6. Eriskin sivrisineklerin beslenme tipleri: Erkek sivrisineklerin agiz yapilari
delmeye elverisli olmadigindan kan ememezler. Beslenmeleri, nektarlar, bitki 6z sulari
ve diger sivilar ile olmaktadir. Disi sivrisineklerin beslenmeleri, birkag tiir haricinde

(bitkilerden beslenen Toxorhynchitinae ve Crematogaster cinsleri karincalarin
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reglirgitasyon sonucu ¢ikardigi mide igerigi ile beslenen Harpagomyia cinsi gibi) ¢esitli
hayvanlarin derilerini delip, kan emerek olur. Sivrisineklerin biiyilk bir ¢ogunlugu
zoofilik olup, insanlar haricindeki hayvanlar ve sogukkanli omurgalilardan kan emer.
Kan emmek icin insani tercih eden tiirler antropofilik olarak tanimlanir (116). Konak

ayrimi1 yapmadan hayvanlardan ve insanlardan kan emenlere ise zooantropofilik denir
(118).

2.8.2.7. Sivrisineklerin u¢ma giicii: Havadaki nemin yiikselmesi, sivrisineklerin ucus
mesafesini artirmaktadir. Erigkinler, nemin az oldugu havalarda dinlenme durumunda
bulunurlar. Sivrisinekler ireme yerlerinden 2-3 km uzaga ugabilmektedirler. Anopheles
sacharovi tireme yerinden 5-10 km, An. superpictus ise 3 km uzaga ugabilmektedir.
Sivrisineklerin kendi giicleri ile yayilisina “aktif dispersiyon”, riizgar ve gesitli hava,
kara, su araci ile daha uzak yerlere yayilisina ise “pasif dispersiyon” denir. Sivrisinekler

1000 m yiikseklige degin ¢ikabilirler (118).
2.8.3. Sivrisineklerin Vektorliik Rolleri

Sivrisinekler, medikal agidan Onemli olan c¢esitli patojenleri naklederler. Viriisler,
bakteriler, protozoonlar ve nematodlarin etkeni oldugu 6nemli hastaliklar olan sitma,
dengue, sarthumma, ¢esitli viral ensefalitler ve filaryaz vb.’nin nakillerinden
sorumludurlar. Sivrisineklerin vektorliik rolleri mekanik veya biyolojik olabilmektedir
(105).

Asya, Afrika ve Giliney Amerika’nin tropik bolgelerinde lenfatik filaryazin etkeni
olan nematodlar, Wuchereria bancrofti, Brugia malayi ve Brugia timori, yaklasik 120
milyon insani etkilemistir. Bu vakalarin % 90’ etkeni W. bancrofti’dir. Hastaligin
vektorliigiinii yapan en onemli tiirler, Culex pipiens quinquefasciatus ve Mansonia
spp.’dir (115).

2.8.4.Tiirkiye'de Bulunan Sivrisinek Tiirleri

Tiirkiye sivrisinekleri ile ilgili yapilmis ¢ok sayida c¢aligma bulunmaktadir. Bunlarin
icinde Tiirkiye’de bulunan tiim sivrisinek tiirlerine ait sistematik, biyolojik ve ekolojik
bilgilerin yer aldig1 en kapsamli yayin Ahmet Merdivenci (118)’nin yazdig “Tiirkiye
Sivrisinekleri” adli kitabidir. Bu kitapta Tiirkiye’de 55 tiirlin varlig: bildirilmistir. Daha
sonra Ramsdale ve ark. (120) yapilan ¢alismalar1 gozden gegirerek Tiirkiye’de bulunan

sivrisinek tlirlerinin giincel bir listesini yapmistir. Bu listeye gore yurdumuzda
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Anopheles (10 tiir), Aedes (3 tiir), Ochlerotatus (15 tiir), Culex (13 tiir), Culiseta (4 tiir),
Mansonia (1 tiir), Orthopodomyia (1 tiir) ve Uranotaenia (1 tiir) cinslerine bagli asagida
isimleri yazili toplam 48 tiirtin varhig bildirilmistir. Ramsdale ve ark. (120)’nin
listesinde yer alan tiirler asagida verilmistir.

Aile: Culicidae

I.Alt aile: Anophelinae
Cins: Anopheles Meigen, 1818
I.Alt cins: Anopheles Meigen, 1818
1.Tir: algeriensis Theobald, 1903
2.Tiir: claviger (Meigen, 1804)
3.Tir: hyrcanus s. 1. (Pallas, 1771)
4.Tir: maculipennis Meigen, 1818
5.Tir: martert Senevet ve Prunelle, 1927
6.Tiir: plumbeus Stephens, 1828
7.Tiir: sacharovi Favre, 1903
8.Tiir: subalpinus Flackett ve Lewis, 1935
2.Alt cins: Cellia Theobald, 1902
1.Ttr: pulcherrimus Theobald, 1902
2.Tiir: superpictus Grassi, 1899
2. Alt aile: Culicinae
1. Tribus: Aedini
1.Cins: Aedes, Meigen, 1818
1. Alt cins: Aedes, Meigen, 1818
Tiir: cinereus, Meigen, 1818
2.Alt cins: Aedimorphus Theobald, 1903
Tiir: vexans (Meigen, 1830)
3. Alt cins: Stegomyia Theobald, 1901
Tiir: cretinus Edwards, 1921
2. Cins: Ochlerotatus Lynch Arribalzaga, 1891
1. Alt cins: Finlaya Theobald, 1903
1.Tir: echinus (Edwards, 1920)
2.Tiir: geniculatus (Olivier, 1791)



2. Alt cins: Ochlerotatus Lynch Arribalzaga, 1891
1.Tiir: caspius s. 1. (Pallas, 1771)
2.Tir: communis (De Geer, 1776)
3.Tiir: detritus s. 1. (Haliday, 1833)
4.Tir: dorsalis (Meigen, 1830)
5.Ttr: excrucians (Walker, 1856)
6.Tiir: flavescens (Miiller, 1764)
7.Tiir: nigrocanus (Martini, 1927)
8.Tiir: phoeniciae (Coluzzi & Sabatini, 1968)
9.Tiir: pulchritarsis (Rondani, 1872)
10.Ttir: zammitii (Theobald, 1903)
3.Alt cins: Rusticoidus Shevchenko & Prudkina, 1973
1.Tir: lepidonotus (Edwards, 1920)
2.Tir: refiki (Medschid, 1928)
3.Tiir: rusticus (Rossi, 1790)
2. Tribus: Culicini
Cins: Culex Linnaeus, 1758
I. Alt cins: Barraudius Edwards, 1921
1. Tiir: modestus Ficalbi, 1890
2. Tir: pusillus Macquart, 1850
2. Alt cins: Culex Linnaeus, 1758

1. Tiir: laticinctus Edwards, 1913
2.Tiir: mimeticusNoe, 1899
3.Tiir: perexiguus Theobald, 1903
4. Tir: pipiens Linnaeus, 1758
5.Tiir: theileri Theobald, 1903
6.Tiir: torrentium Martini, 1925
7.Tiir: tritaeniorhynchus Giles, 1901

3.Alt cins: Maillotia Theobald, 1907
1. Tiir: deserticola Kirkpatrick, 1925
2.Tir: hortensis Ficalbi, 1889

4.Alt cins: Neoculex Dyar, 1905
1.Tir: martinii Medschid, 1930
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2.Tiir: territans Walker, 1856
3. Tribus: Culisetini
Cins: Culiseta Feh, 1904
I. Alt cins: Allotheobaldia Brokmann, 1919
Tir: longiareolata (Macquart, 1838)
2.Alt cins: Culicella Feit, 1904
1.Tir: fumipennis (Stephens, 1825)
2.Tiir: morsitans (Theobald, 1901)
3.Alt cins: Culiseta Feit, 1904
Tiir: annulata (Schrank, 1776)
4. Tribus: Mansoniini
Cins: Coquillettidia Dyar, 1905
Alt cins: Coquillettidia Dyar, 1905
Tir: richiardii (Ficalbi, 1889)
5. Tribus: Orthopodomyiini
Cins: Orthopodomyia Theobald, 1904
Tiir: pulcripalpis (Rondani, 1872)
6. Tribus: Uranotaeniini
Cins: Uranotaenia Lynch Arribalzaga, 1891
Alt cins: Pseudoficalbia Theobald, 1912

Tir: unguiculata Edvvards, 1913
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirma Sahasi ve Sivrisinek Orneklerinin Toplanmasi

Calismada, Kayseri yoresi Sultan Sazligi ekosisteminde (Sekil 3.1) Haziran-Agustos
2014 ile “Sultan Sazligi Ekosisteminde Kanatli Haemosporidialarinin Molekiiler
Ekolojisi” baslikli ve 114 O 646 kodlu TUBITAK projesi kapsaminda Haziran-Agustos
2015 tarihleri arasinda ¢esitli odaklardan (Sekil 3.2) toplam 400 sivrisinek orneklemesi
yaptlmistir (Sekil 3.3). Ergin sivrisineklerin yakalanmasi amaciyla karbondioksitli
(Kurubuz hazneli) CDC 151k tuzaklar1 (All-Weather LED EVS Traps, 2780, BioQuip
Products CA 90220, USA) kullanilmistir. Tuzaklar 17.°-19.% saatleri arasinda aktive

edilmis ve ertesi giin 07.9°-08.% saatleri arasinda geri toplanmustir.
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Sekil 3.1. Arastirma sahasi



Sekil 3.3. Arastirma sahasindan toplanan sivrisinek 6rnekleri (Orijinal)
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3.2. Laboratuvar Calismalari

3.2.1. Sivrisinek Orneklerinin Tiir Teshisleri

Bilgisayar destekli stereo mikroskop altinda cesitli tiir ayrimina iliskin kaynaklar
(121-128) ve elektronik ortamda yazili Avrupa Sivrisinekleri Tiir Ayrim Anahtari
(129) kullanilarak Culex pipiens, Aedes vexans ve Culiseta annulata tiirleri identifiye

edilmistir.
3.2.2. DNA Ekstraksiyonu ve Konsantrasyonlarin Belirlenmesi

Identifiye edilen sivrisinek orneklerinden bireysel olarak genomik DNA’larin elde
edilmesi amaciyla AxyPrep Multisource Genomic DNA Miniprep Kiti (AP-MN-MS-
GDNA-250, Axygen Biosciences, USA) lireticinin agiklamalarma gore kullanilmigtir.
Elde edilen ekstraktlar molekiiler analizlere kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.
Genomik DNA ekstraksiyonunun basamaklar1 asagida verilmistir.

a) Her bir sivrisinek Ornegi, ayri1 olarak mikrosantrifiij tliplerine alinarak sivi azot
yardimiyla ezilmis ve homojen hale getirilmistir (Sekil 3.4). Islenecek numune sayisina
gore, Orneklerin karismamasi1 amaciyla ependorf tiiplerinin iizerine Orneklere ait
protokol numaralar1 yazilmistir. Kit icerisinde bulunan Eluent, 6nceden 1sis1 65°C'ye

ayarlanmis su banyosu igerisine konulmustur.

Sekil 3.4. Sivrisinek 6rneklerinin sivi azot yardimiyla ezilmesi (Orijinal)
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b) Coziinmiis pellet tizerine 350 ul PBS (phosphate-buffered saline) ve 0,9 ul RNase A
ilave edilmis ve 30 sn el yardimiyla nazikge ¢alkalanmistir.

¢) 350 ul homojenat pipet yardimiyla 2 ml microfuge tube (provided) icerisine
alinmustir.

d) Tiip icine 20 pl Proteinase K ve 150 pl Buffer C-L ilave edilerek hemen 1 dk
vortekslenmistir.

e) Tipler 56°C‘de 15 dk su banyosunda inkiibe edilmistir (Her 2-5 dk’da bir
vortekslendi).

f) Tipler iizerine 350 pl Buffer P-D eklenerek 30 sn vortekslenmistir.

g) Daha sonra tiipler 14000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.

h) Her bir 6rnek icin 2 ml'lik ependorf tiiplerine (provided) miniprep kolon
yerlestirilmistir. Santriflij islemi sonucu iistte kalan siipernatant pipet yardimiyla
alimarak miniprep columnlar igerisine konularak 14.000 rpm'de 1 dakika santrifiij
edilmistir.

1) Siire sonunda dibe ¢oken siipernatantlar dokiilmiis ve miniprep columnlar tekrar bu
tiiplerin igerisine yerlestirilmistir. Miniprep columnlar icerisine ilk yikama soliisyonu
olan 500 pl Buffer W1 ilave edilerek 14,000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir.

J) Miniprep columndan siiziilerek ependorfun dibine g¢dken sivi uzaklastirilmis ve
miniprep columnlar tekrar bu tiiplerin icerisine yerlestirilmistir. Miniprep kolonlar
igerisine 700 pl of Buffer W2 ilave edilerek 14,000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmis ve bu
islemler 2 kez tekrarlanmastir.

k) Yikama islemi sonucu dibe siiziilen sivi kisim uzaklastirilarak miniprep columnlar
bos ependorflar icerisine yerlestirilmistir. Herhangi bir solusyon eklenmeden bos tiipler
14.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edilerek yikama soliisyonlar1 igerisindeki ethanoliin
tamamen ugmasi saglanmistir.

1) Her bir Ornege ait miniprep columnlar 1,5 ml'lik yeni ependorf tiiplerine
yerlestirilmistir. Uzerlerine, énceden 65°C'lik su banyosuna konulmus olan Eluent'den
100 pl ilave edilerek oda 1sisinda 1 dakika bekletilmistir. Daha sonra 14.000 rpm'de 1
dakika santrifiij yapilarak genomik DNA elde edimistir. Elde edilen DNA'lar analize
tabi tutulana kadar derin dondurucuda (-20°C) muhafaza edilmistir.

Bireysel olarak elde edilen genomik DNA ekstraktlarinin konsantrasyonlart ASP-3700

(ACT Gene) nanodrop spektrofotometrede belirlenmistir. PCR asamasindan Once
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saptanan genomik DNA konsantrasyonlarina gore 6rnekler i¢in en uygun sulandirmalar
hazirlanmustir. Elde edilen DNA’lar kullamlana dek -20°C’de muhafaza edilmistir.
3.2.3. DNA Amplifikasyonu ve Elektroforez

Elde edilen genomik DNA ekstraktlar1 Wolbachia wsp gen bolgesinden yaklasik 600
bp’lik gen bolgesini amplifiye eden wsp 81F (5-TGGTCCAATAAGTGATGAAGAA
AC) ve wsp 691R (5'-AAAAATTAAACGCTACTCCA) primerleri kullanilarak PCR
reaksiyonuna tabii tutulmustur. Reaksiyon karisimi 25 pl final konsantrasyonda, 2,5 ul
10XPCR buffer, 2 mM MgCl2, 0,5uM her bir primer, 0,5 mM her bir ANTP, 1.25U Taq
DNA polymerase ve 50ng/ul template DNA olarak hazirlanmistir. Thermal cyclerda
protokol initial denaturation: 94°C’de 5 dk; 35 siklus, denaturation: 94°C’de 1dk,
annealing: 55°C’de 1dk, extension: 72°C’de 1dk; final extension: 72°C’de 10 dk olacak
sekilde programlanmistir. PCR analizlerinin gecerliliginin ve herhangi bir
kontaminasyonun olup olmadiginin test edilmesi amaciyla her analizde pozitif kontrol
olarak standardize edilmis referans Orneklere ait genomik DNA'’lar, negatif kontrol
olarak ise sterilize edilmis deiyonize su kullanilmistir. Amplifikasyon sonunda elde
edilen PCR firlinlerinin gorilintiilenmesi amaciyla yatay elektroforez tanki (CLP)
kullanilmistir. Toplam hacim 1 It olacak sekilde; 980 ml deiyonize su iizerine 20 ml
IXTAE (Tris-acetate-EDTA) buffer eklenerek elde edilen solusyon, hem jel
hazirlanmasinda hem de elektroforez tankinin igerisinin doldurulmasinda kullanilmistir.
Uriinlerin goriintiilenmesinde %]1,5'lik agaroz jel hazirlanmistir. Jelin fazla kalin
olmamasi i¢in 500 ml'lik bir beher icerisinde toplam hacim 50 ml olacak sekilde; 0,75
mg agaroz tartilarak tizerine 50 ml 1XTAE ilave edilmistir. Hazirlanan karigim; agaroz,
siv1 igerisinde tamamen eriyene kadar 1sitilmistir. Karigimin buharlasmasini engellemek
amaciyla beherin agzi alliminyum folyo ile kapatilmistir. Karigim hazir hale geldiginde
biraz sogumaya birakildiktan sonra tizerine 3 pl ethidium bromide ilave edilmis ve
ethidium bromidin siv1 igerisine tamamen dagilmasi i¢in yavas bir sekilde bilek
hareketleriyle solusyon karistirilmistir. Tamamen hazir hale gelen solusyon jel tablasina
dokiilmiis ve incelenecek Ornek sayisina gore taraklar yerlestirilmistir. Jel tamamen
sogudugunda jel tablasi ile birlikte elektroforez tankina yerlestirilmis ve 1XTAE
solusyonu ile dolu tankin igerisinde taraklar yavasca cikarilmistir. Elden edilen PCR
iriinlerinin her birinden 10 pl alinip, 1 pl 6X loading dye (Fermentas) ile karistirilarak

jeldeki kuyucuklara vyiiklenmistir. Ilk gdzlere bantlarin boylarmin dlgiilmesinde
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kullanilan DNA ladder (Fermentas), son kuyucuklara ise pozitif ve negatif ornekler

yiiklenmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Elektroforez tankina amplikonlarin yiiklenmesi (Orijinal)

Yiiklenen ornekler; sabit akimda, 90 V'da 50 dakika siireyle yiiriitilmiistiir. Siire
sonunda Ornekler jel dokiimantasyon sistemi (Gen Genuis) ile UV 1smn altinda

goriintiilenmistir.
3.2.4. Wsp Genlerinin Klonlanmasi ve Plasmid Izolasyonu

Sivrisinek orneklerinde PCR ile pozitif belirlenen 10 Wolbachia izolati1 klonlanmis ve
plasmid piirifikasyonu yapilmistir. Klonlama basamaklar1 asagida verilmistir.

3.2.4.1. Ligasyon basamagi: Wsp gen bdlgesi yoniinden PCR analizleri sonucu jel
iizerinde belirlenen amplikonlar High Pure PCR Product Purification Kit (Roche)
kullanilarak jel piirifiye edilmistir. Jel piirifiye orneklerin klonlanmasinda CloneJET
PCR Clonning Kit (Thermo Scientific, ABD) kullanilmigtir. Klonlama reaksiyonu

kullanicinin 6nerileri dogrultusunda asagidaki sekilde hazirlanmis ve yapilmaistir:

2X Reaction Buffer 15wl
PCR product (10 ng/ ul) 1.5 ul
DNA Blunting enzyme 1.5l

Toplam 18 ul
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Hazirlanan karisim vortekslenip santrifiij edildikten sonra 70 °C’de su banyosunda 5 dk

inkiibe edilerek hemen buz iistiine alinmustir.

Karisim tizerine daha sonra 1 ul pJET1.2/blunt CloningVector (50 ng/ ul) ve 1 pl T4
DNA Ligaz eklenerek son hacmi 20 upl’ye tamamlanmistir. Karisim 5 dk oda
sicakliginda bekletildikten sonra 5 pl’si transformasyon i¢in kullanilmstir.

pJET1.2/blunt klonlama vektor haritasi Sekil 3.6°da verilmistir.

pJET1.2/blunt
2974 bp

Sekil 3.6. pJET1.2/blunt klonlama vektorii

3.2.4.2. Transformasyon Basamagi: 5 pL’lik ligasyon iiriinii buz iizerinde tutulan E.
coli TOP 10 hiicrelerine eklendi ve buz iizerinde 30 dk inkiibe edildi. Karisim, 6nce
42°C’de 1 dk daha sonra buz iizerinde 2 dk bekletildikten sonra {izerine 250 pL SOC
Medium eklenmistir. 37°C’de c¢alkalayict iizerinde 1,5 saat inkiibe edilen
transformasyon karisimi1 LB (Lurie-Bertani) kati1 besi yerine (Sekil 3.7) ekilerek bir gece
inkiibe edilmistir.
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Sekil 3.7. LB kat1 besi yeri hazirlanma prosediirti (Orijinal)

LB kat1 besiyerinde iireyen kolonilerden (Sekil 3.8) steril pipet uclari ile alinarak
yeniden LB kati besiyerine ekilmis ve 37°C’de 1 gece daha inkiibasyona birakilmaistir.

Sekil 3.8. LB kati besi yerinde iireyen koloniler (Orijinal)

3.2.4.3. Koloni Screening PCR: LB kat1 besi yerinde iireyen kolonilerin rekombinant
plasmidi igerip igermedigini anlamak i¢in koloni PCR yapilmistir. Koloni PCR i¢in 10
pl ITaq master mix’i, 0,4 pl pJET1.2 Forward ve pJET1.2 Reverse primerleri ile bir
karigim hazirlanmistir. Hazirlanan karisima kati besiyerinde iireyen kolonilerden steril

pipet ucu ile alinan 6rnekler bulastirilarak toplam 20 uL’lik karigimlar hazirlanmistir.
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Thermalcyclerda protokol initial denaturation: 95 °C’de 3 dk; 25 siklus, denaturation:
94 °C’de 30 s, annealing: 60 °C’de 30 s, extension: 72 °C’de 1 dk; final extension: 72
°C’de 10 dk olacak sekilde programlanmistir. PCR sonucu elde edilen amplikonlar
%1,5’luk agaroz jelde yiiriitiiliip gortintiilenmistir.

3.2.4.4. Plasmid DNA: Pozitif bulunan kolonilerden plasmid DNA’s1 elde etmek i¢in
LB kat1 besi yerinden steril 6zeler ile alinan koloniler ampisilinli 5 m1’lik LB s1v1 besi
yerlerine ekimi yapilarak (Sekil 3.9) 37°C’de sallayici lizerinde bir gece inkiibe
edilmistir. Ureme gdzlenen sivi besi yerlerinden alinan &rnekler 2 mL’lik ependorflar
icerisine alinarak 6000g’de 15 dk santrifiij edilip, santrifiij sonras1 {istteki sivi kisim

dokiilerek pelet daha sonra kullanilmak tizere -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 3.9. LB kat1 besi yerinden alinan kolonilerin ampisilinli LB siv1 besi yerlerine ekimi ve 37°C’de
sallayici tizerinde inkubasyonu (Orijinal)

Peletten plasmid izolasyonu ig¢in Axygen plasmid piirifikasyon kit prosediirii takip
edilmistir. Axygen plasmid piirifikasyon ticari kitinin dnerileri dogrultusunda plasmid

ekstraksiyon islemi su sekilde yapilmistir:
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1- -20 °C’de saklanan peletin oda sicakliginda ¢oziinmesi saglandiktan sonra {izerine

250 wl Buffer S1 eklenmis ve vortekslenmistir.
2- Uzerine 250 ul Buffer S2 eklenmis ve el ile 6 kez hafifce ¢alkalanmustir.

3- Daha sonra tizerine 350 ul Buffer S3 eklenmis ve yine el yardimi ile hafifce 8 kez

calkalanmstir.
4- Karisim daha sonra 12,000%g’de 10 dakika santrifiij edilmis

5- Santrifiij sonras1 supernatant alinip AxyPrep Plasmid Miniprep column igine

konulup 12,000xg’de 1 dk santrifiij yapilmistir

6- Alttaki toplama tiipiine siiziilen s1v1 bosaltilmig ve iistteki Miniprep column tekrar

ayni1 toplama tiipii igerisine yerlestirilmistir.

7- Yikama amaciyla her bir Miniprep column iizerine 500 pl Buffer W1 ilave
edilerek 12.000 xg’de 1 dakika santrifiij edilmistir

8- Santrifligasyondan sonra alta siiziilen sivi uzaklastirilmig ve Miniprep column ayni

toplama tiipli igerisine yerlestirilmistir

9- Tiip tUzerine 700 pl Buffer W2 eklenerek 12.000 xg’de 1 dakika santrifiij

edilmistir. Bu basamak 2 kez tekrar edilmistir.

10- Toplama tiipiine siiziilen siv1 tekrar uzaklastirilmistir. Miniprep column bu kez,
yeni 2 ml'lik DNA'se RNA'se free bir tiip icerisine yerlestirilmis ve membrana
baglanan Buffer W2’yi uzaklastirmak i¢in 12.000%g’de 1 dakika santrifiij edilmistir

11- Santrifiij sonras1 Miniprep column temiz bir 1.5 ml’lik tiip icerisine yerlestirilmis
ve plasmid DNA’s1 elde etmek amaciyla tizerine 60 pl Eluent eklenmis ve oda 1sinda

1 dk beklendikten sonra 12.000 xg’de 1 dakika santrifiij edilmistir

12- Santrifiij igslemi sonras1 1,5 ml'lik steril tlip icerisine siiziilen siv1 plasmid DNA's1,

sekanslamaya gonderilinceye kadar -20 °C'de muhafaza edilmistir.

3.2.4.5. Restriksiyon ve PCR Analizleri: Izole edilen rekombinant plasmidler,
restriksiyon enzimleri ile kesilerek ve/veya vektor spesifik primerler ile PCR analizleri
yapilarak klonlanan genin varlig1 yoniinden arastirilmistir. Enzim kesimi i¢in Aval ve
Xbal (Thermo Scientific) enzimleri kullanilmistir. Elde edilen plasmid DNA’sini

restriksiyon enzimleri ile kesmek icin asagidaki oranlarda master mix hazirlanmistir:
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Su 14 wl
10X FastDigest® buffer 2 ul
DNA 3ul
FastDigest® enzyme 1l

Toplam 20 ul

Karisim vortekslenmis ve 37 °C’de 5 dk su banyosunda inkiibe edildikten sonra
%1,5’lik agoroz jele yiiklenerek klonlanan genin varligi yoniinden incelenmistir.
Plasmid DNA’larin amplifikasyonu amaciyla pJET1.2 Forward (5’-CGACTCACTAT
AGGGAGAGCGGC-3’, Thermo Scientific) ve pJET1.2 Reverse (5’-AAGAACATCG
ATTTTCCATGGCAG-3’, Thermo Scientific) primerleri kullanilmis ve PCR sonrasi

amplikonlar % 1,5’luk agaroz jel lizerinde gériintiilenmistir.
3.2.5. Klonlanan Wsp Genlerinin Tiir Tayini icin Sekans ve Filogenetik Analizleri

Wsp gen bolgesi i¢in elde edilmis olan plasmid DNA’lar pJET1.2 forward ve reverse
primerleri c¢ift yonlii olarak sekanslanmistir. Cift yonli DNA dizisi belirlenen
plasmidlere ait kromotogramlar dikkatlice analiz edildikten sonra Geneious 5.5.5 (130)
yazilimi ile forward ve reverse dizilimlerin pairwise alignmentlar1 yapilarak vektor
DNA’s1 ile kiyaslanmis, insert olmus hedef gen bolgesi belirlenmis ve izolatlara ait final
dizilimler elde edilmistir. Elde edilen sekanslarin blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/B
last.cgi) analizleri ve Geneious 6.1.6 (130) genetik analiz yazilimiyla ¢oklu hizalamalari
yapilarak konak filogenileri arastirilmis ve molekiiler karakterizasyonlar: ortaya

konmustur. Elde edilen niikleotid dizilerinin GenBank kayitlar1 gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. identifiye Edilen Sivrisinek Tiirleri

Calismada Aedes soyunda Ae. vexans, Culex soyunda Cx. pipiens ve Culiseta soyunda
Cs. annulata olmak tizere toplam 3 tiire ait erkek ve disi sivrisinek identifiye edilmistir.
Sivrisineklerin cinsiyet ayrimi, erkeklerde anten {iizerindeki killarin yogun ve uzun

(Sekil 4.1), disilerde ise seyrek ve kisa olmasina gore yapilmistir.

77 ]

Sekil 4.1. Erkek (a) ve disi (b) sivrisinek ayrimi (Orijinal)

4.1.1. Aedes vexans tiirleri

Calismada saptanan Ae. vexans disi ve erkek tiirlerinin bazi morfolojik kriterlere gore
yapilmistir (Sekil 4.2). Erkek Ae. vexans tiirleri; hortumunun median bolgesinin soluk
renkli olmasi, prespiracular setae’larin goriilmemis, postspiracular setae’larin ise
mevcut olmasi, arka bacaklarda tarsomerler iizerinde soluk renkli pullarin olusturdugu
dar bazal halkalarin goriilmesi gibi morfolojik kriterlere gore belirlenmistir. Disi Ae.
vexans tiirlerinin; maksiller palpler iizerinde soluk ve koyu renkli pullarin karisik olusu,
hortumun median bdlgesinin soluk renkli olusu, arka bacaklarda tarsomerler {lizerinde
soluk renkli pullarin olusturdugu dar bazal halkalarin mevcudiyeti, tarsomer II bazal

halkasinin eninin tarsomerin boyunun 1/5’inden kisa olusu, abdominal tergumlarda
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bulunan soluk renkli bantlarin medialinde bir g¢entik bulunmasi ve prespiracular
setae’larin goriilmemis, postspiracular setae’larin ise mevcut olmasi gibi morfolojik

identifikasyon kriterlerine gore ayrimlar1 yapilmistir.

B

2000 um

2000 um

-
Sekil 4.2. Aedes vexans 6rnekleri (Orijinal)

4.1.2. Culex pipiens tiirleri

Calismada saptanan Cx. pipiens disi ve erkek tiirlerinin bazi morfolojik kriterlere gore
yapilmistir (Sekil 4.3). Erkek Cx. pipiens tiirleri; prespiracular ve postspiracular
setae’larin mevcut olmamasi, 3. ¢ift bacaklarda tarsomer I’in tamamen koyu renkli
pullarla kapl olusu, kanatlarda kostal venin tamamen koyu olmasi, kanatlarda subcostal
damarin apeksi ile R2-R3 catal kokii hizalarinin incelenmesinde R2-R3 catal kokiiniin
kanat kokiine daha yakin olusu gibi morfolojik kriterlere gore identifiye edilmistir. Disi
Cx. pipiens tiirleri ise; labiumda belirgin soluk renkli bir halka bulunmayisi,
prespiracular ve postspiracular setae’larin olmamasi, prealar bolgede pul goriilmemesi,
1. ¢ift bacaklarda tibia’nin tamamen koyu renkli pullarla kapli olusu, 3. ¢ift bacaklarda
tarsomer I’in uzunlugunun hemen hemen tibianin uzunluguna esit olusu, 3. cift

bacaklarda tibia’nin tamamen koyu renkli pullarla kapl olusu, kanatlarda subcostal
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damarin apeksi ile R2-R3 c¢atal kokii hizalarinin incelenmesinde R2-R3 catal kokiiniin
kanat kokiine daha yakin olusu gibi kriterler g6z oOniine alinarak identifikasyon

gerceklestirilmistir.
P

,‘L

~2000um

Sekil 4.3. Culex pipens 6rnekleri (Orijinal)

4.1.3. Culiseta annulata tiirleri

Calismada saptanan Cs. annulata disi ve erkek tiirlerinin baz1 morfolojik kriterlere gore
yapilmustir (Sekil 4.4) Erkek Cs. annulata tiirleri; prespiracular setae’nin olusu, kanat
kokiiniin (alula) ornemantasyonunda sacak tarzinda tiiylerin varligi, kanat tizerinde
koyu renkli pullarin olusturdugu beneklerin varligi, abdomenin 3., 4. ve 5. tergitlerinde
soluk renkli bazal bant bulunmasi, bacaklarin tarsomerlerinde median beyaz halkalarin
olusu gibi kriterlere gore identifiye edilmistir. Disi Cs. annulata tiirleri ise; palplerin
ornamentasyonunda acik renkli pullarin palp ylizeyince dagilmis olmasi, prespiracular
setae’nin varligi, tiim bacaklarin Tarsomer 1’inde median beyaz halkanin bulunmasi,
kanat iizerinde koyu renkli pullarin olusturdugu beneklerin varligi, abdomenin 3., 4. ve
5. tergitlerinde soluk renkli bazal bant bulunmas1 gibi morfolojik ayrim kriterlerine gore

teshis edilmistir.
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2000um

2000um |

Sekil 4.4. Culiseta annulata 6rnekleri (Orijinal)

4.2. Wsp Gen Bolgesinin Amplifikasyon Sonuclar:
Konvansiyonel PCR analizleriyle incelenen 400 sivrisinek orneginde tespit edilen

Wolbachia endobakterisinin dagilimi Tablo 4.1’de verilmistir.

Tablo 4.1. incelenen sivrisinek érneklerinde Wolbachia prevalansi

incelenen )
. Wolbachia Yayginhg
Ornek Sayisi
Sivrisinek Tiirii Toplam
Erkek | Disi Erkek Disi
n % n %
Culex pipiens 38 258 - - 119 | 40,2 296
Aedes vexans 21 42 - - - - 63
Culiseta annulata 13 28 - - - - 41
Toplam 72 328 - - 119 | 29,75 400

Tablo 4.1°de de goriildiigii lizere bireysel olarak incelemesi yapilan 296 Cx. pipiens
tirtiniin 119’unda (%40,2) Wolbachia pozitifligi belirlenmistir. Pozitif belirlenen Cx.
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pipiens drneklerinin hepsi disi sivrisineklerdir. Incelenen Ae. vexans ve Cs. annulata
orneklerinin higbirinde pozitiflik saptanmamaistir.

Tiir teshisleri yapilip PCR analizleri sonucu Wolbachia pozitif belirlenen Cx. pipiens
orneklerinden segilen bazi izolatlarin wsp geninin parsiyel amplifikasyonu sonucunda
jel tizerinde yaklagik 600 bp biiyiikliiglinde amplifikasyon gosterdikleri tespit edilmistir.
Bazi 6rneklerde parsiyel wsp gen bolgesinin PCR ile amplifikasyonu sonucu elde edilen

amplikonlarin %1,5'lik jel agarozdaki goriintiileri Sekil 4.5'de verilmistir.

%1 Zamamds 5. b ¥4
— ——
.
—I\_/I~8 Sio0s11 12 13 14
B o o

Sekil 4.5. Wolbachia izolatlarinin parsiyel wsp gen bolgesini amplifiye eden primerler ile PCR sonucu
elde edilen amplikonlarin jel elektroforezde goériiniimii. M: Marker (100bp); 1-5, 9, 10: Pozitif 6rnekler;
6-8, 11, 12: Negatif 6rnekler; 13: Pozitif Kontrol; 14: No DNA

4.3. Wsp Gen Bolgesinin Klonlama Sonuclari

Sultan Sazlig1 ekosistemindeki sivrisineklerden elde edilen 10 Wolbachia izolati
sekanslarin kayipsiz elde edilebilmesi i¢in klonlanmistir. Bu amagla ilgili izolatlarin
PCR analizleri sonucu jel {izerinde belirlenen amplikonlar High Pure PCR Product
Purification Kit (Roche) kullanilarak jel piirifiye edilmistir.

Elde edilen jel piirifiye 6rnekler CloneJET PCR Clonning Kit (Thermo Scientific, USA)
kullanilarak pJET1.2/blunt klonlama vektoriine insert edilmistir. Daha sonra ligasyon
tirtinii E. coli TOP 10 kompetan hiicrelere transforme edilmistir. Bir gece inkubasyon

sonras1 ampicylin LB besi yerinde olusan koloniler Sekil 4.6’da gosterilmistir.
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Sekil 4.6. Transformasyon sonucu besi yerinde olusan koloniler (Orijinal)

LB kat1 besi yerinde lireyen kolonilerden segilen tek koloniler, transformasyon etkinligini
artirmak amaciyla steril pipet uclari ile alinip ayr1 ayri tekrar LB kat1 besi yerine ekilmistir.
Tekrar 37 °C’de 1 gece inkiibe edilen kolonilerin kat1 besi yerinde goriiniimleri Sekil 4.7°de

verilmistir.

" 1)

Sekil 4.7. Transformasyon basamaginda 2. inkiibasyon basamagi sonucu olusan koloniler (Orijinal)

LB kat1 besi yerinde iireyen kolonilerde hedef gen bolgesinin vektdre insert oldugu ve
transformasyon etkinligi vektor spesifik primerlerle koloni PCR yapilarak teyit edilmistir.
Wsp gen bolgesinin koloni PCR sonuglar1 Sekil 4.8’de gosterilmis olup wsp gen bolgesine
ait DNA’larin vektorlere basarili bir sekilde insert oldugu goriilmiistiir.
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T TR - - T 3 600bp hedif gen bolgesi

120 bp vektor DNA'si

Sekil 4.8. Transforme hiicrelerde wsp gen bolgesinin koloni PCR’1 sonucu amplikonlarin jel agarozda
goriiniimii. M: Marker (100bp); 1-6: Insert wsp gen bdlgesi

Koloni PCR sonuglarini takiben ilgili gen bolgeleri yoniinden pozitif saptanan tek bir koloni
secilerek sivi besi yerine aktarilmis, bir gece 37°C’de inkubasyondan sonra iireyen
transforme hiicreler santrifiij ile c¢oktliriilmiistiir. Daha sonra transforme hiicrelerden
plasmid piirifikasyonu gerceklestirilmigtir. Saflastirilan rekombinant plazmidler, Aval ve
Xbal (Thermo Scientific) restriksiyon enzimleri ile kesilerek klonlanan genin varlig

yoniinden %]1,5’luk jelde goriintiilenmistir (Sekil 4.9).

Sekil 4.9. Saflastirilan plasmidlerin restriiksiyon enzimleri ile kesimi sonucu izolatlarin wsp gen
bolgesine ait DNA’larin agaroz jelde goriiniimii. M-100 bp’lik marker; 1-7: Wolbachia izolatlar
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4.4. Wsp Geninin Sekans ve Filogenetik Analizleri

Wsp gen bolgesi yoniinden elde edilen plasmidler, vektor spesifik primer cifti ile ¢ift
yonlii olarak sekanslanmustir. Elde edilen niikleotid dizileri vektor sekansi ile alignment
yapilarak ilgili gen bolgesinin sekanslart elde edilmistir. WSp gen bdlgesi yoniinden
sekanslar1 belirlenen Wolbachia izolatlarinin, izolasyon kaynagi ve GenBank aksesyon
numaralar1 Tablo 4.2'de, niikleotid kompozisyonlar ise Sekil 4.10-4.19°da verilmistir.

Tablo 4.2. Kayseri yoresinden toplanmus sivrisinek 6rneklerinde belirlenen Wolbachia izolatlarinin gen
bolgesi, izolasyon kaynagi ve GenBank aksesyon numaralari

) ) GenBank
Izolat Gen bolgesi Izolasyon Kaynagi Aksesyon
Numarasi

EruwolCpipl wsp Ergin disi Cx. pipiens KT964223
EruWolCpip2 wsp Ergin disi Cx. pipiens KT964224
EruWolCpip3 wsp Ergin disi Cx. pipiens KT964225
EruWolCpip4 wsp Ergin disi Cx. pipiens KT964226
EruWolCpip5 wsp Ergin disi Cx. pipiens KT964227
EruWolCpip6 wsp Ergin disi Cx. pipiens KT964228
EruWolCpip? wsp Ergin disi Cx. pipiens KT964229
EruWolCpip8 wsp Ergin disi Cx. pipiens KT964230
EruWolCpip9 wsp Ergin disi Cx. pipiens KT964231
EruWolCpip10 wsp Ergin disi Cx. pipiens KT964232
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Sekil 4.10. EruWolCpipl izolatinin parsiyel wsp gen bdlgesi niikleotit ve aminoasit dizilimleri
(KT964223)
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Sekil 4.11. EruWolCpip2 izolatinin parsiyel wsp gen bdlgesi niikleotit ve aminoasit dizilimleri
(KT964224)
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Sekil 4.12. EruWolCpip3 izolatinin parsiyel wsp gen bolgesi nilkleotit ve aminoasit dizilimleri
(KT964225)
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Sekil 4.13. EruWolCpip4 izolatinin parsiyel wsp gen bolgesi niikleotit ve aminoasit dizilimleri
(KT964226)



46

1 1] pil k] L] a L] n ]
EmiMoCppS TG GTCCAATAAGTGATCAAGAAACTAGCTACTATGTITICGTTITIGCAATATARTGGTIGAAGTTTITACCTITTTAARRCAAGAATIGAC
el DG P NEDM S NDEENEEEN ! 5 ¢V B R EEEN0W ¢ SNOSCOENeVeEe P F R

[] [] 11 [E] [] (] [] [1] m

EniMolCips G CCATTCAATATAAAAAAGCAACCCAAGTTCATGATCOTITAAAAGCATCITTTATGGCIGGTCETGCTIGCATTTICCTITATAAAR
] DG Y K K NGH T EENNNNERDS P BN F A 5 F HEN A DGR A A F NEW Y 'K H
R R i E—————————————

II?: \l‘lJ !llll Elll 1‘3] ?I!I ¥|l ?:?:l

EnMolCips T CGACCATATCAGECITCATGTTCACCCACTITACTCACAACTARACAAARACCACETTACTCCTICCAACATITACICCAACAAC
wamel NN R NGO Y 5 NN F NI s Wew A T F T P I T
. o —EEEE—————————

E]
EntolCpips TG T TG

¥ % ¥ T = = 7
GCAGCATTTITCAGGATTIGGTTAACGTITTATTACGATATAGCCATTCAAGATATIGCCTATCACTICCATAC
arel  HMECA NS S5 BN A A F § NCUNEEEVETHTEE Y ¢ NN A IS ¢ e r o Y

CAAACAGTG

El n ET] ]

EnflolCpipf G T TCCTGT TGTIGETGCAGCATATATCAGCAATCCTTICAGAAGC
Pyl MGG MM A A Y DN 5 N P 5 NN A

: T T T
TAGTGCAGTTAAAGATCAAAAAGGATTTGGTITTITIGCTT
5 A BN K NDN0W K WEW F NN F A

2 % € % = ® ¥ ¥ 7

EnmolCoipi AT CAAGCAARAGCTGGTGTTAGTTATCATGTAACCCCAGARATCARACTCTITTIGCTIGGETGCTCGTTATTITTIGGTITCTITATGGTEC
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Sekil 4.14. EruWolCpip5 izolatinin parsiyel wsp gen bolgesi niikleotit ve aminoasit dizilimleri
(KT964227)
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Sekil 4.15. EruWolCpip6 izolatinin parsiyel wsp gen bdlgesi niikleotit ve aminoasit dizilimleri
(KT964228)
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EnWolCpin? TG GTCCAATAAGTGATGAAGAAACTAGCTACTATGTTICG T TIGCAATATAATGETGAAGT ITTACCTTITTAAAACAAGAATTCAC
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Sekil 4.16. EruWolCpip7 izolatinin parsiyel wsp gen bolgesi niikleotit ve aminoasit dizilimleri
(KT964229)
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Sekil 4.17. EruWolCpip8 izolatinin parsiyel wsp gen bdlgesi niikleotit ve aminoasit dizilimleri
(KT964230)
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Sekil 4.18. EruWolCpip9 izolatinin parsiyel wsp gen bdlgesi niikleotit ve aminoasit dizilimleri
(KT964231)
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Sekil 4.19. EruWolCpipl0 izolatinin parsiyel wsp gen bdlgesi niikleotit ve aminoasit dizilimleri
(KT964232)
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Kayseri Sultan Sazligi ekosisteminden toplanan Cx. pipiens orneklerinde saptanan
Wolbachia izolatlariyla wsp gen bolgesi yoniinden blastn kiyaslamasi yapilan GenBank
veri tabaninda kayith Diinya'daki ve Tirkiye’deki diger bazi Wolbachia izolatlarinin

aksesyon numaralar1 ve izolatlara ait bilgiler Tablo 4.3'de gosterilmistir.

Tablo 4.3. Diinyadan ve Tiirkiye’den filogenetik kiyaslamasi yapilan diger bazi Wolbachia izolatlarmm
aksesyon numaralar1 ve izolatlara ait bilgiler

izolat Orijin Izolasyon Gen Bolgesi Aksesyon
kaynag Numarasi
29 A.B.D. Culex pipiens wsp DQ842461
Teh16 Iran Culex pipiens wsp EF539842
Nanjing Cin Culex pipiens wsp IX050185
pallens
Isfahan Viniche 1 fran Culex pipiens wsp KM401551
Isfahan Diziche 5 fran Culex pipiens wsp KM401555
EruwolCpipl Tiirkiye Culex pipiens wsp KT964223
EruwolCpip2 Tiirkiye Culex pipiens wsp KT964224
EruwWolCpip3 Tiirkiye Culex pipiens Wsp KT964225
EruWolCpip4 Tiirkiye Culex pipiens Wsp KT964226
EruWolCpip5 Tiirkiye Culex pipiens Wsp KT964227
EruWolCpip6 Tiirkiye Culex pipiens Wsp KT964228
EruWolCpip7 Tiirkiye Culex pipiens Wsp KT964229
EruwWolCpip8 Tiirkiye Culex pipiens Wsp KT964230
EruwolCpip9 Tiirkiye Culex pipiens wsp KT964231
EruWolCpip10 Tiirkiye Culex pipiens wsp KT964232
WalbB AB.D. Aedes albopictus wsp AF020059
Agriocnemis wsp
WFemNR Tayland femina femina AY173941
(Brauer)
WcauA AB.D. Cadra cautella wsp AF020075
WcauB A.B.D. Cadra cautella wsp AF020076
ESPRO A.B.D. Culex pipiens Wsp AF020061
Tg1226 Iran Culex pipiens wsp DQ900652
- AB.D. Culex pipiens WP AF301012
quinquefasciatus
- AB.D. _ Culex. wsp AF020060
quinquefasciatus
17.8 A.B.D. Drosophila wsp AF020062
auraria
Aubiry 253 A.B.D. Drosophila wsp AF020063
melanogaster
Cairns A.B.D. Drosophila Wsp AF020064
melanogaster
CantonS A.B.D. Drosophila Wsp AF020065
melanogaster
S-9 AB.D. Drosophila wsp AF020073
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sechellia
Coffs Harbour AB.D. Drosophila wsp AF020067
simulans
Hawaii AB.D. Drosophila wsp AF020068
simulans
Watsonville AB.D. Drosophila wsp AF020069
simulans
Riverside AB.D. Drosophila wsp AF020070
simulans
Drosophila wsp
Noumea A.B.D. simulans (Noumea AF020074
strain)
- Japonya Eurema hecabe wsp AB278203
- A.B.D. Glossina austeni wsp AF020077
Glossina wsp
- AB.D. morsitans AF020078
centralis
Glossina wsp
Bristol AB.D. morsitans AF020079
morsitans
Yunnan Province AB.D. Lao_delphax Wsp AF020080
striatellus
. ABD. Muscidifurax wsp AF020071
uniraptor
- AB.D. Nasonia wsp AF020081
vitripennis
. Fransa Peribatodes wsp EU288014
rhomboidaria
Israel AB.D. Phlebotomus wsp AF020082
papatasi
: ABD. Tagosedes wsp AF020085
orizicolus
- AB.D. Tribolium wsp AF020083
confusum
Texas 223 AB.D. Trichogramma wsp AF020084
deion
WolKys1 Tiirkiye Culex pipiens Wsp JX474753
TrERUWolLicel Tiirkiye Bovicola limbata Wsp KJ700416

Sultan Sazlig1 ekosistemindeki Cx. pipiens orneklerinde pozitif belirlenen ve niikleotid
dizisi ortaya konan Wolbachia izolatlar ile Diinya’dan ve Tiirkiye’den ¢oklu hizalama
analizlerine dahil edilen diger izolatlarin wsp gen bdlgesine gore niikleotid

kompozisyonlar1 Tablo 4.4'de, ikili kiyaslamalari ise Sekil 4.20°de verilmistir.
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Tablo 4.4. Coklu hizalamalar1 yapilan Wolbachia pozitif izolatlar ve Diinyadan ve Tiirkiye’den diger bazi
Wolbachia izolatlarmin niikleotid kompozisyonlari

Toplam
A+T G+C
izolat T (%) | C(%) | A(%) | G (%) niikleotid
(%) (%)

sayis1
Culex pipiens DQ842461 | 30,8 15,7 31,5 21,9 62,3 37,7 483,0
Culex pipiens EF539842 32,1 15,4 30,2 22,3 62,3 37,7 602,0
Culex pipiens pallens
JX050185 33,5 16,0 28,0 22,5 61,6 38,4 489,0
Culex pipiens KM401551 | 31,7 16,8 29,2 22,2 60,9 39,1 463,0
Culex pipiens KM401555 | 31,7 16,8 29,3 22,2 61,0 39,0 464,0
Culex pipiens
EruWolCpip?2 319 | 155 | 303 | 223 62,2 37,8 601,0
Culex pipiens
EruWolCpip3 32,2 15,4 30,2 22,2 62,4 37,6 603,0
Culex pipiens
EruWolCpip4 32,1 15,4 30,2 22,3 62,3 37,7 602,0
Culex pipiens
EruwolCpip5 321 | 154 | 302 | 223 62,3 37,7 602,0
Culex pipiens
EruWolCpip6 319 | 156 | 302 | 223 | 621 37,9 602,0
Culex pipiens
EruWolCpip7 32,1 15,4 30,2 22,3 62,3 37,7 602,0
Culex pipiens
EruWolCpip8 32,1 15,4 30,2 22,3 62,3 37,7 602,0
Culex pipiens
EruWolCpip9 32,1 15,4 30,2 22,3 62,3 37,7 602,0
Culex pipiens
EruWolICpip10 32,1 15,6 30,1 22,3 62,1 37,9 602,0
Culex pipiens
EruWolCpipl 32,1 15,4 30,2 22,3 62,3 37,7 602,0
Aedes albopictus
AF020059 32,1 15,6 29,9 22,4 62,0 38,0 558,0
Agriocnemis femina
femina 31,9 15,9 30,1 22,0 62,0 38,0 558,0
(Brauer)AY173941
Cadra cautella AF020075 | 30,6 18,4 28,1 22,9 58,7 41,3 576,0
Cadra cautella AF020076 | 33,9 13,6 29,9 22,6 63,8 36,2 552,0
Culex pipiens AF020061 32,0 16,0 30,0 21,9 62,1 37,9 556,0
Culex pipiens DQ900652 | 32,1 15,4 30,2 22,3 62,3 37,7 602,0
Culex pipiens
quinquefasciatus 31,9 15,9 30,1 22,0 62,0 38,0 558,0
AF301012
Culex quinquefasciatus
AF020060 32,0 16,0 30,0 21,9 62,1 37,9 556,0
Drosophila auraria
AF020062 31,2 16,2 30,5 22,0 61,7 38,3 567,0
Drosophila melanogaster
AF020063 31,8 16,5 30,1 21,7 61,9 38,1 674,0
Drosophila melanogaster
AF020064 31,2 16,8 30,5 21,5 61,7 38,3 731,0
Drosophila melanogaster
AF020065 31,8 16,5 30,1 21,7 61,9 38,1 674,0
Drosophila sechellia 30,7 18,4 28,1 22,7 58,9 41,1 576,0
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AF020073

Drosophila simulans

AF020067 32,6 16,5 29,9 21,0 62,5 37,5 823,0
Drosophila simulans

AF020068 33,1 18,1 27,3 21,4 60,5 39,5 779,0
Drosophila simulans

AF020069 32,9 15,9 29,3 22,0 62,1 37,9 642,0
Drosophila simulans

AF020070 33,4 16,1 30,2 20,3 63,6 36,4 1075,0
Drosophila simulans

(Noumea strain) 31,9 15,8 30,3 22,0 62,2 37,8 558,0
AF020074

Eurema hecabe

AB278203 32,2 15,7 30,0 22,0 62,2 37,8 540,0
Glossina austeni

AF020077 32,5 16,2 28,3 23,1 60,7 39,3 619,0
Glossina morsitans

centralis AF020078 31,7 15,8 30,0 22,5 61,7 38,3 564,0
Glossina morsitans

morsitans AF020079 31,9 15,6 30,1 22,3 62,1 37,9 564,0
Laodelphax striatellus

AF020080 32,4 14,6 30,8 22,2 63,2 36,8 555,0
Muscidifurax uniraptor

AF020071 31,8 16,9 28,9 22,4 60,7 39,3 644,0
Nasonia vitripennis

AF020081 31,6 16,0 30,0 22,4 61,6 38,4 563,0
Peribatodes rhomboidaria

EU288014 31,9 15,9 30,1 22,0 62,0 38,0 558,0
Phlebotomus papatasi

AF020082 31,3 18,1 27,4 23,3 58,6 414 563,0
Tagosedes orizicolus

AF020085 32,8 14,3 29,9 23,0 62,7 37,3 552,0
Tribolium confusum

AF020083 32,1 15,1 30,6 22,2 62,7 37,3 555,0
Trichogramma deion

AF020084 32,8 13,7 30,6 22,9 63,4 36,6 555,0
Culex pipiens WolKys1

IXA74753 32,0 15,9 30,4 21,7 62,4 37,6 553,0
Bovicola limbata

TrERUWolLicel 31,7 15,2 31,3 21,9 63,0 37,0 540,0
KJ700416

Ortalama 314 | 167 | 314 | 204 | 629 371 582,0
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12 3 4 5 & 7 8 9% W N R B M 5 K P 1B 19 N N R B M B X UV B B N N R B K B K T OB BN N4 L H H L& £ T8 8D
1, Outex pipiens DQB42461

2, Culex pigiens EF533842 0.00

3, Culex pipiens pallens TXDS0185 000 0.00

4, Culex pigiens KM401551 000 000 000

5, Culex pipiens KM401555 000 000 000 D00

6, Culex pigizns EnliolCpip2 000 000 000 000 000

7. Culex pigizns EniolCpi3 000 000 000 000 000 000

8, Oulex pipiens EniWolCpips 000 000 000 000 000 0.00 000

9, Qulx pipians EnWelCaips 000 000 000 000 000 000 000 00

10, Culex pipiens EnuWalCoiph 000 000 000 000 000 000 00D 000 000

11, Culex pipiens EnWalCpip? 0.00 00D 000 000 000 000 000 000 000 000

12, Culex pipiens EruWolCrip8 0.00 00D 000 000 000 000 00D 000 000 000 DOD

13, Culex pipiens EruialCoips 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 D00 000

14, Culex pipiens EnWalCpipl0 001 001 001 001 001 001 001 001 001 001 001 001 D01

15, Culex pipiens EnuWalCoipl 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 001

16, Asdes lbopicus AFD2005% 001 001 001 001 001 001 OO0 001 001 001 001 000 001 002 001

17, Agriocnemis femina feminz (Braver)AY173541 D00 000 000 000 000 000 000 000 Q.00 D00 DOD DOD 000 001 000 001

18, Cadra cautell: AFD2007S 023 023 023 023 023 03 0B OB 02 0B 03 02 03 M 023 M 03

18, Cadra cautellz AFD20076 018 018 018 018 018 018 018 018 018 0B 048 018 048 019 018 018 018 021

20, Cule: pipiens AFD20061 0.00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 OO0 000 001 000 OO1 000 023 018

., Culex pipiens DOS00652 000 000 000 000 000 000 OO0 000 OO0 000 000 OO0 000 000 000 001 000 023 048 000

22, Culex pipiens quinguefasciatus AF301012 000 000 000 000 000 000 000 000 OO0 000 000 OO0 000 001 000 OO1 OD0 023 0B 000 000

23, Cule quinguefastiatus AFD20060 000 000 000 000 000 000 OO0 000 OO0 000 OO0 000 D00 000 OO0 001 OO0 023 Q1B 000 000 0.00

24, Drosaphilz zurariz AFI20062 018 018 018 018 028 018 018 018 018 048 048 018 048 018 048 038 048 034 017 018 018 018 DIB

25, Drosophils melznogaster AFD20063 045 015 019 015 049 015 049 019 049 049 0% 04% 045 020 049 01% 049 015 048 049 049 049 015 007

26, Drosophils melanogaster AFI20084 015 015 019 018 019 015 049 019 049 045 049 O04% 049 020 049 049 049 045 018 049 015 049 0I5 007 00D

27, Drasaphilz melanogaster ARIZ00ES 019 019 019 019 019 019 019 019 019 019 09 049 0I5 020 049 019 049 015 OB 019 019 019 019 007 000 000

28, Drosaphilz sacheliz AFD20073 024 024 024 024 024 04 04 04 024 04 024 024 024 0M 024 05 024 0N 0N 024 0M 024 024 014 0I5 015 OIS

28, Drosaphilz simulzns AFD20067 019 019 019 019 019 015 019 019 049 019 049 O04% 049 020 049 019 049 015 048 049 049 049 019 007 00D 000 000 015

30, Drosophilz simulzns AFD20068 024 024 024 0M 024 0M 04 0M 04 0M 0M 0M 0M 0M 0M 025 0M4 000 0M 02 0M 024 DM 014 0I5 045 OIS 000 OIS

31, Drosaphila smulans AFI20089 001 001 001 001 OO 001 001 001 001 001 DO 000 001 002 001 Q0L 001 023 017 001 001 Q01 001 047 OME 018 018 024 015 024

32, Drasaphilz smulans AFD20070 01 018 018 028 018 028 018 028 028 O0dB 012 018 018 018 012 028 018 014 017 018 018 018 OIB 000 007 007 007 014 007 014 Q17

33, Drosophilz simulans (Noumes strain] AFD20074  0.01 ©.01 001 001 001 001 001 081 001 001 001 D01 D01 D02 00U 001 001 023 017 00 001 001 D01 DI7 OIS OMF 0I5 024 019 04 000 017

34, Ewrema heczbe AB278203 0.00 000 000 000 000 000 OO0 000 000 000 000 OO0 000 001 000 OO1 000 023 018 000 000 000 000 048 09 04% 019 024 019 024 001 018 0O

35, Glossina austeni AFD20077 02 022 022 022 022 022 01X OR 01 01 02 01 022 013 022 022 022 041 015 022 OB 02 03 04 043 043 043 042 044 012 02 01 0N 02

36, Glossing morsitans centralis AFD20078 020 020 020 020 020 020 020 020 020 020 020 020 020 021 020 021 020 015 019 020 020 020 020 006 006 006 006 015 006 015 020 006 020 020 015

37, Glozsing marsitans marstans AFD2007% 021 021 021 021 021 021 0 oM 0 0 021 021 021 021 021 021 021 015 019 021 O 021 021 005 006 006 006 016 006 016 020 005 020 021 014 001

38, Laodelphax striztellus ARI20080 012 012 012 012 012 012 012 012 012 042 042 OM2 042 043 042 O34 012 020 014 042 012 042 012 048 020 020 020 020 020 020 014 018 014 012 0B 020 O

39, Muscidifurax: uniraptor AFI20071 02 022 022 022 022 02 0B O 0R 01 02 01 02 023 022 023 022 042 O 02 OR 02 03 040 005 009 005 02 010 012 022 040 02 02 005 007 007 013

40, Nasonia viripennis AFD20081 02 022 022 02 022 022 0B 0: OR 0X 02 0 022 02 022 022 022 016 020 022 02 02 022 008 00 006 006 016 007 016 021 006 0N 02 015 002 001 D21 OB

41, Peribatodes rhombaidariz EUZE3014 000 000 000 000 000 000 OO0 000 OO0 00D OO0 OO0 000 001 000 Q0L 000 023 OB 000 00D 000 00D O 019 019 019 024 015 024 001 018 001 000 02 020 021 0M2 Q22 Q22

42, Phlebotomus papatasi AFD20082 02 022 02 022 02 022 02 R 02 R 022 02 022 023 022 022 022 007 020 022 O 02 02 043 D4 004 014 007 014 007 021 013 0 022 010 045 045 022 Dil 05 D2

43, Tagasedes orizicolus AFIZ0085 017 017 017 07 017 017 017 017 017 047 047 047 047 047 047 Q16 047 021 0 017 07 047 017 047 OB 008 018 021 018 021 016 017 046 017 045 049 0% 044 020 020 017 0.20

44, Tribolium confsum AF020083 042 042 042 042 042 012 042 012 042 042 042 04 042 043 042 044 042 021 044 042 042 042 042 048 D20 020 020 021 02 021 014 048 014 042 047 021 021 001 023 022 042 022 0.4

48, Trichogramma deion AFD20084 017 017 017 017 017 07 017 017 017 017 007 047 047 047 047 018 017 027 019 017 07 017 007 023 023 023 03 028 03 028 008 0.2 QB 017 022 025 025 009 027 025 017 028 018 049

46, Culex: pipiens Walkys1 J¥474753 000 000 000 000 000 000 00D 000 OO0 00D DOD 000 D00 001 OO0 001 OO0 023 018 000 00D 000 00D 08 019 049 019 024 019 024 001 018 001 000 02 020 021 0M2 02 022 QD0 022 017 012 017

47, Boviola imbatz TrERUWolLic=! KITD0416 000 000 000 000 000 000 OO0 000 00D 00D 000 OO0 000 001 OO0 001 000 023 018 000 00D 000 00D 008 019 049 019 024 015 024 001 018 001 000 02 020 021 042 22 022 QD0 022 017 012 017 000
48, Aedes albopicus EUTIT139 02 02 020 0 02 0 0M 0M 0M 0M 02 02 021 02 02 021 021 044 016 O0M OH 0M DM 007 005 006 005 044 007 004 020 007 020 0 044 006 007 048 00 007 021 046 048 015 04 O0H OH
48, Trissolous nufiventris HQ447079 02 022 022 022 022 022 0B O 0l 0R 022 01 022 O 022 022 022 023 041 02 OB 0: DR 046 O0I7 047 017 023 08 023 022 046 01 02 043 048 048 047 048 049 022 020 041 07 02 O0R 0: OI7
50, Trizsakous flzvipes HQ447078 02 022 022 022 022 022 0X 02 02 M2 02 02 022 b2 022 D22 022 023 001 022 O 022 02 016 0B 018 018 024 018 024 02 016 02 02 014 019 018 017 019 019 022 021 Q11 017 020 02 02 08 002
51, Trissokous grandis HQ447075 021 021 021 021 021 021 0 oM 0 0 021 021 021 022 021 02 021 023 OM1 0 O0X O0M 02 016 019 019 019 024 015 024 021 016 O 021 014 048 018 047 019 019 021 021 011 017 0 01 0 DB 002 001

Sekil 4.20. Culex pipiens orneklerinde pozitif belirlenen Wolbachia izolatlar1 ile Diinya’dan ve Tiirkiye’den analizleri yapilan diger bazi izolatlarin wsp gen
dizilimlerinin pairwise analizleri
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Kayseri Sultan Sazlig1 ekosisteminden toplanan sivrisinek orneklerinden elde edilen

Wolbachia izolatlar ile Diinya'da ve Tiirkiye’de GenBank’a kayitli benzer diger bazi

izolatlarin, partial wsp gen bdlgelerinin ¢oklu hizalamalar1 ve niikleotid kiyaslamalar

Sekil 4.21°de gosterilmistir.
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ToGTCCAATAAGTCATGAAGAAACTAGC
TGGTCCAATARGTCATGAAGAAACTAGC
T6GTCCAATAAGTGATGRAGAAACTAGC
T6GTCCAATAAGTGATGAAGAAACTAGC
TGGTCCAATAAGTGATGRAGAAACTAGC
T6GTCCAATARGTGATGRAGAAACTAGC
ToGTCCAATARGTCATGAAGAAACTAGC
ToGTCCAATAAGTCATGAAGAAACTAGC
TGGTCCAATARGTCATGAAGAAACTAGC
T6GTCCAATAAGTGATGRAGAAACTAGC
TAGC

TAGC

TAGC

ThGC

TAGC
TGGTCCAATARGTCATGRAGAAACTAGC
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TAGC

TAGC

GIGATGAAGARACTAGC
AGTGATCAAGRAACTAGT
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Thot
"IG6ETCCAATARGTGATCAAGRAACTAGT
VI66TCCAATARRTGATCAAGRAACTAGT
TGATGAAGARACTAGC
"IGGTCCAATARGTGATCAAGAAACTAGT
TAGC

ACTATG
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ACTATG
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ACTATG
ACTATG
ACTATG
ACTATG
ACTARG
ACTATG
ACTATG
ACTATG
ACTATG
ACTATG
ACTARG
ACTARG
ACTARE
ACTARE
ACTARG
ACTAR
ACTARG
ACTATG

TCGTITGCAATATARTGGTGAAGTTTTACCTTTTARRACAAGRATTGACCGCATIGARTATAA
TCGTITGCARTATARTGETGAAGTTTTACCTT T ARRACAAGAATTGACCGCATIGARTATAL
TCGTITGCARTATAATGRTGAAGTTTTACCTTTTARRACAAGAATTGACCRCATIGARTATAL
TCGTITGCARTATARTGRTGARGTTTTACCTTTTARRACAAGAATTGACGRCATIGARTATAL
TCGTITGCARTATARTGRTGARGTTTTACCTTITARRACAAGAATTGACCGCATIGARTATAL
TCGTITGCARTATARTGRTGAAGTTTTACCT T TARRACAAGAATTGACCGCATIGARTATAL
TCGTITGCARTATARTGGTGARGTTTTACCTTTTARRACAAGRATTGACCGCATTIGARTATAA
TCGTITGCAATATARTGGTGAAGTTTTACCTTTTARRACAAGRATTGACCGCATIGARTATAA
TCGTITGCARTATARTGETGAAGTTTTACCTT T ARRACAAGAATTGACCGCATIGARTATAL
TCGTITGCARTATAATGRTGAAGTTTTACCTTTTARRACAAGAATTGACCRCATIGARTATAL
TCGTITGCARTATARTGRTGARGTTTTACCTTTTARRACAAGAATTGACGRCATIGARTATAL
TCGTITGCARTATARTGRTGARGTTTTACCTTTTARRACAAGAATTGACCGCATIGARTATAL
TCCITTGCART AAMNG G CAARTTTTACCTINT TINNA CAAARGT TG AMCCHGHTIAGET G
TCGITIGCART ATARTERTEARGTTTTACCTTTDAARACARAGAT T AMECHET THEA TAT A
TCGTITGCAATATARTGGTGAAGTTTTACCTTTTARRACAAGRATTGACCGCATIGARTATAA
TCGTITGCARTATARTGETGAAGTTTTACCTT T ARRACAAGAATTGACCGCATIGARTATAL
TCGTITGCARTATAATGRTGAAGTTTTACCTTTTARRACAAGAATTGACCRCATIGARTATAL
TCGTITGCARTATAATGRTGAAGTTTACCTTITARRACAAGAATTGACCRCATIGARTATAL
TCCITTGCART AARMG G CAANTTTTACCTNT TINNA CAAARATTCANCCHATIGARTAT AR
TCCITTGCART AARMG T CAANT T TACCTINT TINNA CAAARGT TCAMGCHAT TIIT AT A4
TCCITTGCART AARMG G CAART T TACCTINT TINNA CAAARGT TCAMGCHAT TIT AT A4
TCGTTIGCAAT ANAANGGICAANT 1T PACCTMT TINIMA CAR ARG TCAGCAT THINIT AT AA
TCCTTICCAAT ANAAMGCTCAANT 1T TACCTNT TINNMA CAR ARG TCARCCHENTAGGT G
TCGTTIGCAAT ANAANGGTCARNT 1T TACCTNT TINEMA CARAAGT TCAGGHAT THIT AT A
TCEITTGCAATAARMGGT CARMT T TACCTINT TINNRA CARARGT TG AMGCHGHTINAGET G
TCGTITGCAATATARTGGTGARGTTTTACCTTTTARRACAAGAATTGACCRCATTIGARTATAL
ACTAREITCRITIGCAAT ARARMETCARNT TTTACC T IDOMA CARARAT TCAMECHAT TG AR AT AL
ACTATGITCETTTCCARTATARTGETGAAGTTTTACCTTITARARCARGRATICACRGCATIGAATAT A
GTTCRTTICCAATATARTGEIGARGT ITTACCTTITARAACAAGAATTGACGECATIGARTAT AL
TAGCTACTARGITCETTTGCAR P ARARRGC TCAANT T TACC T TIMIRA CAA RAAT TG AMEC AT THIARA TGN
TAGCTACTARGITCETTTCCAR P ARARMGE T CANNT T TACC T TIMIRA C AR RAGT TG AMECIAT THRT AT A4

TAGCTACTARGITCETTTCCAR P ARARMGE T CAANT TTTACC T TINIMA CAA RAGT TG AMECIAT THRT AT A4

TAGCTACTARGTTCETTTHC AR P AARMGC TCANMT TTTACCT T T TAMACARAAGT TG AMGCIAT THIARATER
GCATGAAGARACTAGCTACT ARG TCETT TGO AR AANMGCTCA RN TT TACC TN DA CARARGT TG AMEHA T THET AT A
TAGCTACTARGITCETTTGCAA P AARMGC T CAANT T TACCTHY TINIMA CAAAAGT T AMGCIAT THET AT AR
TAGCIACTATGTTCRTTTCCAAT ATARTGRIGARGT ITTACCTTITARAACAAGAATTGACGECATIGARTAT AL
!
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TAGCTACTANGTTCETTIGCAAT ANARMGCTCAAMD T T PACCTINY TINNNA CAAAAGT TG AMCCGHTMAGE G

TAGCTACTARGITCETTTHC AGT ARARRGETEAAGT TTTACCTTTTARARCARAGATTCAMGCIGT THA TAT A4

TAGCTACTATGITCETTTHC AR P ARARMGC TCARMT T TACC T TIAMACA A RAGT T AGEC AT THIARA TGN

TAGCTACTARGITCETTTHC AR P AARMGC T CANMT TTTACCT T T TIAMACAAAAGT TRAGCIAT THAAMATER
AAACTAGCTACTATGITCGITIGCAATATARTGEIGAAGT TTTACCTTTTARARCAAGAATTGACCGCATIGAATATAL

A I A NG GG 7 MG CGAA G G GG WG M MG IR A2 AT B (G GIGR G
A AT G CRT RRCEDG: I ACTAAR: GBIG- 1 CRCACERARCATCE: ACIC A CRACT C: ARG 11 B0ENCG ORI 0 IARNINC: MG I
(GRAGAA: A CRTAGTGANGC A0 A L GRBMC 1CGAR T AGGH: "GN TG CEARANC BIC T CIMAG T ARG 0GR ABRCEACAT: TEAKAGD ! TATC
{CINA CIG A 1GA AN CECIGNCCATRICERGMOR T TAMEAN: C 12N/ CRICCNCENACT AT CARG T RACTCEAC | CHEMA: (IID. T CERGCAGED
JNEDCADG AT AGEETETG: A IIC G RGED AT CANGEAAR  CECCCHTAIAT AT CIARRTEC G2 ACTE: :ACTOTAICE! C: - oRIECD
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il i) ] H fi fl fl i
GTICATGATCCTITA- AARGCATCITTTATGGCTGETGRIGCTCCATTIGETTATARARTGRACGATAT
GTICATGATCCTITA- AARGCATCITITATGGCTGETGEIGCTGCATTICETTATARARIGCACGATAT

TCATGATCCTTDA- ARAGCATCTTTTATGECTGETGRTGCTGCATTTGR T TATARRATCGACCATAT
GTICATGATCCTITA- ARAGCATCTTTTATGGCTCETGRIGCTIRCATTIGETTATARARTGGACCATAT
GTICATGATCCTITA- ARAGCATCTTTTATGGCTCETGRIGCTIRCATTIGETTATARARTGGACCATAT
GTICATGATCCTITA- ARAGCATCTTTTATGGCTCETGRIGCTIRCATTIGETTATARARTGGACCATAT
GTTCATGATCCTITA- ARAGCATCTTTTATGGCTCRTGRTGCTRCATTIGETTATARARTGGACCATAT
GTTCATGATCCTITA- ARAGCATCTTTTATGGCTCRTGRTGCTRCATTIGETTATARARTGGACCATAT
CTTCATGATCCTITA- ARAGCATCTTTTATGGCTCRTGETGCTRCATTIGETTATARARTGOACCATAT
CTTCATGATCCTITA- ARAGCATCTTTTATGGCTCRTGETGCTRCATTIGETTATARARTGOACCATAT
CTTCATGATCCTITA- ARAGCATCTTTTATGGCTCRTGETGCTRCATTIGETTATARARTGOACCATAT
CTTCATGATCCTITA- ARAGCATCTTTTATGGCTCRTGETGCTRCATTIGETTATARARTGOACCATAT
CTTCATGATCCTITA- ARAGCATCTTTTATGGCTCRTGETGCTRCATTIGETTATARARTGRACGATAT
CITCATCATCCTITA ARAGCATCTTTIATGECTCRTCETGCICCHTTICET TATARARIGEACGATAT
CTTCATGATCCTITA- AAAGCATCTTTTATGGCTCRTGRTGCTRCATTIGETTATARARTGOACCATAT
CTTCATGATCCTTTA- ARAGCATCTTTTATGGCTCRTGRTGCTRCATTIGETTATARARTGOACGATAT
GTTCATGATCCTTTA- ARAGCATCTTTTATGGCTCRTGRTGCTRCATTIGETTATARARTGRACGATAT

AR 2 A A G M AR A C (T 1T AAAAGCICT T TATCECTGECETGRIGCATTTCE T TAMARARTCEACGAAT

AMAGelHG:AR
AAAAGGAACCGAA
AAAAGGAACCGAA
AAAAGGAACCGAA
AAAAGGAACCGAA
- LA AGGHECHGA
GAAACHEHCACE
GAAACHEHCACE
GAAACHEHGACE

BmA: THRGTC ClTTA AAARCATCTTTTMIAGCTCCNG6T6RT6CATTTCE TATARRATGGANGATAT
GITCATCATCCTITA- ARAGCATCTTITATGRCTGRTGEIGCIGCATTIGRT TATARARIGEACCATAT
GITCATCATCCTITA- AAAGCATCTTTTATGECTGRTGETGCIGCATTTGRT TATARARIGEACCATAT
GITCATCATCCTITA- AAAGCATCTTTTATGECTGRTGETGCIGCATTTGRT TATARARIGEACCATAT
GITCATCATCCTITA- AAAGCATCTTTTATGECTGRTGETGCIGCATTTGRT TATARARIGEACCATAT
BATTCATRATCOMTTA ARACCATCITTTATHGCTCETCETGETGCATTTCE TARRAARTCRACGARAT
CHTMAMAGTCORTTA ARMMCATCTTTIATHGCTGRTCRTGRTGCATTICE TARAARATCRACARAT
CHTMAMRGTCORTTA ARMMCATCITTIATHGCTGRTCRTGRTGCATTICE TARRARATCRACARAT
CHTMAMAGTCORTTA ARABCATCTTTIATHGCTGRTCRTGRTGCATTICE TARAARATCRACARAT

AR 2 A G . G AR A (T 1T AR A AGCICT T TATGECTGECETGRICCATTTCE T TAMARARTCEACCAAT

GA AL AR HGACE

SHTMAMRGTCORTTA ARMMCATCTTTIATHGCTGRTCRTGRTGCATTICE TARRARATCRACCARAT

MR 2 A G . G AR A (T 1T AR AGCICT T TATGECTGECETGRIGCATTTCE T TAMARARTCEACCAAT

AARAGGAACCGAR
-hAACCHmACHGA
AAAAGGAACCGAR
AARAGGAACCGAR
AGHACCMAMCAA
GAAACHRAMICED
GAAACHRAMICED
AMAGCHAMGAA
GAAACCHANINGE
GAAACHRAICGD
AAAAGGRACCEAR

GTICATGATCCTITA- RARGCATCTTTTATGGCTGETGRIGCTCCATTIGETTATARARTGRACGATAT
MATICATHATCCHTTA- ARAGCATCTITTATHGCTGEIGRTGRTCCATTICE TTANARARTCEACCANR]
GTICATGATCCTITA- AARGCATCITITATGGCTGETGRIGCTGCATTIGETTATARARTGCACGATAT
GTICATGATCCTITA- AARGCATCITITATGGCTGETGEIGCTGCATTIGETTATARARIGCACGATAT
MGEATHETCCHTTA - AAAGCATCTTTTATNGCTGRTCRTGRIGCATTTCETTATARARTGRACCANR]
CHTMAMNGICCRTTA- ARAGCRICTTTTATNGC INGTCETC6TCCRTITCCT TAMARRATGOACCANAT
CHTMAMRGTCCRTTA- ARAGCGHCTT TTATHGHTCETCATCRTCCRTTICET TANAARATCEACGANAT
MRGEATHGTCCHTTA AMANGATCTTTTATHGCTCRTCRGRIGCATTTCATTATARAATGLANCANR]
CHPMAMGICCHTTG ARAGCGICTTTTATHGCTCRTCAICRICCRTTICET TANRARATCEACGANAT
CHTMAMAGTCCRTTA ARACCGRCTTTIATHCNICETCETCRTCCRTTTICET TARRARRTCEACCANAT
GTTCATGATCCTITA- ARAGCATCTTTTATGGCTCRTGETGCTRCATTIGETTATARARTGOACCATAT

B WAGAA NG A DG DAANE A C (T 1T ARAAAGCMICT T TATCECTCEICRTRICCATTICE T TATARRATCEACCANAT

A colANGeA
AMMAGCHAMCAA
AGH AR RACAR
AAAAGGRACCEAR

BMA: THGTCCRTTA ARAGCATCTTTTMIAGCTCCNGETCRTGCATTICET TATARRATCCANGATAT
MAG:TRGTCCRTTS ARAMGATCTTTTATHGCTCETCETGRIGCATTICRTTATARRATCEACCARR]
MAGE:THGTACATT: AAAMGATCHTTTATAGCTCEICECMIGCATTTCRTTATARRATCEANCARR]
GTTCATGATCCTTTA- ARAGCATCTTTTATGGCTCRTGRTGCTIRCATTIGETTATARARTGOACCATAT

KRT0GGRIGTD 06-RCRTACHRTTART AR GA2GCRG TAN0 . CRTARTARAGAG
GG E A BTG ATAGHC ARAGEARA: ;7 GEA- AT RAGKA A% 1 CAG TRACEA K- AICEAT AGKAACTIN! T TAGACEAGDGR! - -IGRAG2N
e B R e

HGPTATTNG - £ 002 06eRe
DAPEEG CEIERIATG6Re
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§ Cue_gions D0BAL50) CAGGG TTGATGTTGAGGGALTTACTCACAAC AACAAAAACGACG TIAGTGGIGCARCATTA--CICCRACAAC TG TTGCARACAG G TGGCAGCA
2 Cuegong 2 EFERR4) (GGG T GATGT TCAGGRACTITACTCACAACTAAACARARACGACG T TAGTRETCCARCATTTA  CRCCAACKACTETTECARACARTGTGRCAGCA
3 Cue s s (MOEDIEE) (GGG TTGATCTTCAGGRACTITACTCACAACTAAACARARACGACE TTAGTRETCCARCATTTA — CRCCAACRACTEITECARACARTGTGRCAGCA
4 Cue_gong 3 JOI1EE (GGG TTGATGT TCARGRACTITACTCACAACTAAACARARACGACG T TAGTRETCCARCATTTA - CTCCAACRACTETTGCARACAGTGTGRCAGCA
5 Cue pons 4 ML 166 (GGG T GATGT TCAGGRACTITACTCACAACTAAACARARACGACG T TAGTRETCCARCATTTA  CRCCAACKACTETTECARACARTGTGRCAGCA
B Cueoans i) (GGG TTGATCTTCAGGRACTITACTCACAACTAAACARARACGACE TTAGTRETCCARCATTTA — CRCCAACRACTEITECARACARTGTGRCAGCA
7, Cuee 2 omensEntlpn) (GGG TTGATGT TCARGRACTITACTCACAACTAAACARARACGACG T TAGTRETCCARCATTTA - CTCCAACRACTETTGCARACAGTGTGRCAGCA
8 Cuee3 s Enlin) (GGG T GATGT TCAGGRACTITACTCACAACTAAACARARACGACG T TAGTRETCCARCATTTA  CRCCAACKACTETTECARACARTGTGRCAGCA
8 Cueed s Entlp) (GGG TTGATCTTCAGGRACTITACTCACAACTAAACARARACGACE TTAGTRETCCARCATTTA — CRCCAACRACTEITECARACARTGTGRCAGCA
10 Cug S s EntlC) (GGG TTGATGT TCARGRACTITACTCACAACTAAACARARACGACG T TAGTRETCCARCATTTA - CTCCAACRACTETTGCARACAGTGTGRCAGCA
$1 G s EnalCi) (GGG T GATGT TCAGGRACTITACTCACAACTAAACARARACGACG T TAGTRETCCARCATTTA  CRCCAACKACTETTECARACARTGTGRCAGCA
$0 Gl s EntlCid) (GGG T GATGT TCAGGRACTITACTCACAACTAAACARARACGACG T TAGTRETCCARCATTTA  CRCCAACKACTETTECARACARTGTGRCAGCA
§3 G e EntalCi) (GGG TTGATCTTCAGGRACTITACTCACAACTAAACARARACGACE TTAGTRETCCARCATTTA — CRCCAACRACTEITECARACARTGTGRCAGCA
0 Cugr s EntalCnt) (GGG TTGATGT TCARGRACTITACTCACAACTAAACARARACGACG T TAGTRETCCARCATTTA - CTCCAACRACTETTGCARACAGTGTGRCAGCA
$8 Cug 1 inens ElCp) (GGG T GATGT TCAGGRACTITACTCACAACTAAACARARACGACG T TAGTRETCCARCATTTA — CRCCAACKACTETTGCARACARTGTGRCAGCA
$ s aics AFLLOES CABEGTTGATRTTGAGREACTITACTCACAACTARACARARACGALGTIRETGRTGCAACATTIG - CTCCAACAACTGTTGEARACAGTRIGECACNA
17 rccnes femin v (g 00 CAGGRTTGATGTTGAGEGACTTTACTCACAACTARACAARAACGACRTTAGTOETGCAACATTTA - CTCCAACRACTCTTGCAAACAGTRTGRCAGCA
18 Cata el AFLLO0TS CAGNGTRATCT TG ANGCECTTT AT CRCAGCT AAGE AAGGAMH- -- BAMMT AT CHAGCMBATA - CTCCAG--- CRATTCCAGACACTITACAGCA
§8 Cata el AFLLO0TS CAGGETTRATGT TCANGGACTTTACTCACAAMT GAGHAA AGAMCHRCNT - CTHC TH-GARRT - CTCCARCA---GTTCHAGARAGTTC AGCA
20 Gl s fEOE0E (GGG TTGATGT TCARGRACTITACTCACAACTAAACARARACGACG T TAGTRETCCARCATTTA - CTCCAACRACTETTGCARACAGTGTGRCAGCA
21 Gl s DO0GEY (GGG T GATGT TCAGGRACTITACTCACAACTAAACARARACGACG T TAGTRETCCARCATTTA  CRCCAACKACTETTECARACARTGTGRCAGCA
0 Gl pinens qumueasoiis A0 CAGGRTTGATGTTRAGRGALTTTACTCACAACTARACAARAACGACRTTAGTORTGCAACATTTA ~ CTCCAACRACTCTTGCAAACAGTRTGECAGC
28 Gl qumuasius ROLCOED (GGG TTGATGT TCARGRACTITACTCACAACTAAACARARACGACG TTAGTRETCCARCATTTA - CTCCAACRACTEITECARACAGTGTGRCAGCA
21 Doscpi vy FULCRY CAGGETTRATCT TCANGCGC T TTAMTCACAGCTARAC AARAAMCARG T T ABAGETGCAGCATTTA  MCCAGRACTCTTGCAGACAG TN AGCA
28 D g AFOL0RE CABEGTTGATGT T ANGCART T AMTCARAMCTARAC ARARACANG T T ARG T A CAT T TGHIMCNG, AAMIAC THTT G0 AGACAG TG THMCAGCA
25 Do g AFCL0RE CAGGETTRATGT TG ANGCAGT TTAMTCAMANCT ARAC AR RAAMGAR: T T AMMGR T CHAACAT T TGHIMCNG A MDA C TR T GCAGACAGTCTIAC AGCA
1 Dinscpl engase fFOL0RE CAGGETTRATCT TG ANGCAGT T T AT CARANCT ARAC A RAAMGARG T T AMGR T CHAACAT T TGHRMCNGC A AR TR T GCAGACAGTCTICAGCA
8 D seelia AOIAOTY LRGN TTGATCT TG ANGCRLTTT AMTCECARCTAARC AAGEATH - --EABMICATCOAGCORRT.  CTCCAG---CHATTGCAGACAGTITHNCAGCA
28 D sl AFCL06T CABEGTTGATCT T ANGCARTT T AT CARABCT ARAC AAARATGANC T T ARG T CIAACAT TG.CIGCAAIACTITTGCAGACAGTGTICAGCA\
30 Drnscpi sl fFT20GE CAONETTGATG T TCANGCECT T T AMTCBCARC TAAGE AAGGARN- --BARMT AT CHAGCHORT:  CTCCAG---CHATTGOAGACACNTHACAGCA
31 Dioscpt sl AFT206E (GGG T GATGT TCAGGRACTITACTCACAACTAAACARARACGACG T TAGTRETCCARCATTTA  CRCCAACRACTETTGCARACARTGTGRCAGCA
12 Despl s LI CABEGTTGATCT TG ANGCRLTT T AMT CACAGCTARAC ARARARCANG T TR TCCAGCATTTA  MCCAGHACTCTTRCAGACAG THTNMC AGCA
31 Dnscpisimng (Voumea svan) fFOL00 CAGGRTTGATGTTRAGRGACTTTACTCACAACTARAC AARAACGACRTTAGTORTGCAACATTTA - CTCCAACRACTCTTGCAAACAGTRTGRCAGCA
30 Fuema e SRR (GGG TTGATGT TCAGGRACTITACTCACAACTARACARARACGACG TTAGTGETCCARCATTTA CTCCAACAACTGTTGCAAACAGTGTGGCRGCA
35 s, JELIT CAGEGTTCARRT TG ANGERLTTTACTCACAGHTRARARAGARG - - --- BHGCTCIARLARRTA  [TRCAG------ IGCAGAIAMTITIC A A
38 st s ol AO0E (RGBT RATGT TCANGGAGT TTAMT CARARCTARACAARAAMCARG YT ABRCATCCARRATT TA - CGCCAGRMACTATTGCAGACAGTRTNGCAGA
31 s vt st fHODTS CAGGETTRATGTTGARGGAGT TTART CARARCTARAC AR RAANG AT TAIGITGCAAIA TTA- - CGCCAGHMACTRTTGCAGACAGTRTHAC AGCA
3 ot il 0D B ole oA TG TG ANRGRC T TTACTCAC AAMT AGIMA A AGADICHT -C TG TH- AARANT - CTGHAACAANTGITGCAGACAGTITINC AGCA
38 Wi vt AFOLTE CAGGETTRATGT TG ANGGAGT TTAMTCARANCTARAC A RAAMGARG T TAMAGH TGO AMATTTA - CGCCAGRNGCTRTTGCAGACAGTNTINC AGCA
A0 s ipenni AFCLAY CAGGETRATCT TG ANGCAGHT T AT CARANCTARAC AARAAMCARG T T AMACH T CCAAMATTTA - CGCCAGRACTRTTGCAGACAG TITIC AGCA
A1 Pt hombidaia ELCBA (GGG TTGATCTTCAGGRACTITACTCACAACTAAACARARACGACE TTAGTRETCCARCATTTA — CRCCAACRACTRITECARACARTGTGRCAGCA
41 Pt gt OL0ER) CARGETTCAMGTTCANGGECTTT AR CRCAGC TAAGE AAGRAN---ARNT G TCHAGCHOMTY  CTCCAG---CRATTGCAGACACTHTMACAGCA
A8 Taosades ook AF00GE CAGGETTRATCT ICANGCACTTTACTCACAAMT GAGHAA AGHMCHRCN! - CTHC TH-GARRRT - CTCCAGCA---GTTCHAGARACTTACAGCA
A4 bl orism ARCIIOR) AN TCATGT TG AMECRCTTTACTCACAANT GOMMARAGA BRIACIT -CMCTH- AARADTY- - CTGHAACAANTGITGCAGACAGTHTMNCAGCA
{8 Tiheamma in AFT20RL DTG T G AGCRCTOTACTCACGAMTRGMMAR A AAMCEN: M- CIGRTR-GAGRT T CTGHAGCAAGTGITGOAGARAGTHTNCAGCH
45 Cua pineng 5 s J4TATEY) CAGG6TTGATGT TCARGRACTITACTCACAACTAAACARARACGACG T TAGTRETCCARCATTTA - CTCCAACRACTEITGCARACAGTGTGRCAGCA
A7 Bl el TR HITOARE

A8 Redes (s LTS ol

48 Tosslus (vt HOALTTTE)

A0 Tisslus 2 faipes HOWTITH

51 Tissous 3 ands Q4TS
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1. Culsx_pipiens (DOB42461)

2. Culex_pipiens 2 (EF539842)

3. Culex_pipiens_pallens (JX030185)
4, Culex_pipiens 3 (KM401551)

5, Culex_pipiens 4 (KM401555)

6. Culsx (pipiens ErualCpin2)

7. Culex 2 (pipiens EruolCpip3)

8. Culex 3 (pipiens EruWolCpipd)

9. Culex 4 (pipiens EruWolCpipa)
10. Culex 5 (pipiens EruWolCpip6)
11, Culex & (pipiens EriWolCpipT)
12 Culex 7 (pipiens EriWolCpip8)
13 Culex 8 (pipiens EriWolCpip%)
14, Culex 9 (pipiens EWoICpip1 0)
18, Culex 10 {pipiens EriWolCpip1)
16. Aedes_albopictus_AF020059

17 Aariocnemis_femina_feming (BrausnAY173941)

18, Cadra_cautella_AF020075
19, Cadra_cautalla_AF020076
20 Culex_pipiens_AF020061

21 Culex_pipiens_DQ800652

22 Culex_pipiens_quinquefasciatus_AF301012

23 Culex_quinquefasciatus_AF020060
24 Drosophila_auraria_AF020062
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J it i il il it
ATCAAT

ATCAATGTCCTTTACAGCGLTGTIRGTGLAGAAGC TGGAGTAGCGTTTAATTTTT
ATCAATGTCCTTTACAGCGLTGTIGGTGLAGAAGC TGEAGTAGIMMT T TAMTTTTT
ATCAATGTCCTTTACAGCGE

ATCAATGTCCTTTACAGCH
ATCAATGTCCTTTACAGCGLTGTIGGTGUAGAAGCTGEAGTAGCETTTAATTTT
ATCAATGTCCTTTACAGCGLTGTTAGTGLAGAAGC TGGAGTAGCETTTAATTTTY
ATCAATGTCCTTTACAGCGLTGTIRGTGLAGAAGCTGEAGTAGCGTTTAATTTTT
ATCAATGTCCTTTACAGCGLTGTIRGTGLAGAAGC TGGAGTAGCGTTTAATTTTT
ATCAATGTCCTTMACAGCGCTETIRGTGLAGAAGC TGGAGTAGCGTTTAATTTTT
ATCAATGTCCT T TACAGCGLTGTIRGTGLAGAAGC TGGAGTAGCGTTTAATTTTT
ATCAATGTCCTTTACAGCGLTETIEGTGLAGAAGC TGEAGTAGCGTTTAATTTTT
ATCAATGTCCTTTACAGCGLTGTIRGTGLAGAAGC TGEAGTAGCGTTTAATTTTT
ATCAATGTCCTTTACAGCGLTGTIRGTGLAGAAGC TGGAGTAGCGTTTAATTTTT
ATCAATGTCCTTTACAGCGLTGTIRGTGLAGAAGC TGGAGTAGCGTTTAATTTTT
ATCAAEGTMCT T TACAGCGCTGTTRGTGLAGAAGT
ATCAATGTCCTTTACAGCGOTGTIGGTGCAGAAGT

BT CAARGTHCTTTACAGCHCTGTIGETGCAGAART

[AEH---GTECTT TACAGCHCTGTIGGTGCAGAAGD
ATCAATGTCCTTTACAGCGCTGTIGGTGCAGAAGT
ATCAATGTCCTTTACAGCGLTGTIRGTGLAGAAGC TGGAGTAGCGTTTAATTTTT
ATCAATGTCCTTTACAGCGOTGTIGGTGCAGAAGT
ATCAATGTCCTTTACAGCGCTGTIGGTGCAGAAGT

BT CAARGTHCTTTACAGCECTGTIGETGCAGAAGT

DA CA ARG T T T TACAGCHCTGT TG GLAGAAGCTGGAGTAGCGTT TAATTTET

25 Drasophila_melanogastar_AF020063
26. Drosophila_melanogaster_AF020064
27 Drosophila_melanogaster_AF020065

A CA ARG T T T TACAGCHCTGT TEGTGLAGAAGCTGGAGTAGCGTT TAATTTET
IOA A R THCT T TACAGCACTGTTEGTGCAGALGCTEGAGTAGCGTTTAATTTET

I
I
I
28 Drasaphila_sechellia_AF020073
29 Drosophila_simulans_AF 020067
30, Drosaphila_simulans_AF020068
31 Drosophila_simulans_AF020069
32 Drosophila_simulans_AF020070

33 Drasophila_simulans_(Noumea_strain)_AF020074

34 Eurema_hecahe_AB278203
35, Glossina_austeni_AF020077

36, Glossina_marsitans_centralis_AF020078
37, Glossina_morsitans_morsitans_AF020079

38 Laodelphax_striatellus_AF020080
39 Muscidifurax_uniraptor_AF020071
40, Nasonia_vitripennis_AF020081

41 Peribatodas_thomboidaria_EU288014

42 Phlehotomus_papatasi_AF020062
43 Tagosedes_orizicolus_AF020085
44 Trihalium_confusum_AF020083
45 Trichogramma_deion_AF020084

BT CAARCTHCTTTACAGCHCTGTIGGTGCAGAAGT

A ARG T T T TACAGCHC TG T TGGTGLAGAAGCTGEAGTAGCETT TAATTT@T
BT CA ARG THCT T TACAGCHCTGTIGGTGLAGAAGCTGGAGTAGCGTTTAATTTMT
ATCAATGTCCTTTACAGCGLTGTIRGTGLAGAAGC TGGAGTAGCGTTITAATTTET
B ARG TCTT TACAGCHCTGT TG GLAGAAGCTGGAGTAGCGTTTAATTTTT
ATCAATGTCCTTTACAGCGOTGTIGGTGCAGAAGT
ATCAATGTCCTTTACAGCGCTGTTIGGT

WA ARG T TT TACAGCHCTGT TGGTGLAGAAGCTGEAGTAGCGTT TAATTTET
BT CAARGTHCTTTACAGCHC TG T IGGTGCAGAAGT

BT CAARGTHCTTTACAGCHC TG T IGGTGCAGAAGT
[AERAATG TG T T TACAGCHC TG T IGGTGCAGAAGD

ARG T T TACAGCHCTGT TEGTGLAGAAGCTEEAGTAGCGTT TAATTT@T
BT CAARGTHCTTTACAGCHECTGTIGGTGCAGAAGT
ATCAATGTCCTTTACAGCGCTGTIGGTGCAGAAGT

BT CAARGTHCTTTACAGCHC TG T IGGTGCAGAAGT

[EEG---GTECTT TACAGCHCTGTTGGTGOAGAAGD

(AL ATGTICTTTACAGCHCTGTIGGTGCAGAAGD

[AEEAATGTHGTT TACABCEC TET TGGTGCAGAAGT

46, Culex_pipiens 5 (Wolkys1 Jx474743) ATCAATGTCCTTTACAGCGCIGTIGG
47 Bovicola (imbata TIERUWalLice! KJ700416)

48 Aedes (albopictus EU727139)

49 Trissolcus (rufiventris HO447078)

A0, Trissolcus 2 (favipes HO447078)
51, Trissolcus 3 (grandis HO447075)

Sekil 4.21. Kayseri Sultan Sazligi ekosisteminden toplanmig Cx. pipiens orneklerinde belirlenen
Wolbachia izolatlar ile Diinya’daki ve Tiirkiye’deki diger bazt Wolbachia izolatlarmin partial wsp gen
bolgesine gore niikleotid dizilimlerinin alignmentlart

Sekil 4.21°de goriildiigii gibi wsp gen bolgesine gore farkli insekt gruplarinda belirlenen
Wolbachia nesilleri arasinda bu nesilleri gesitli gruplara ayiran niikleotid varyasyonlari
belirlenmistir. Wolbachia izolatlarinin wsp gen bolgesine gore neighbor-joining metodu
(Kimura 2 Parameter modeli) ile olusturulan filogenetik agaci Sekil 4.22°de verilmistir.
Sekil 4.22°de goriildiigii lizere Kayseri Sultan Sazligi ekosisteminden toplanmig CX.

pipiens orneklerinde belirlenen Wolbachia izolatlariin B siiper grubu ve wPip
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grubunda yer aldig1 belirlenmistir. EruWolCpip1-9 izolatlarinin kendi aralarinda %100
identik olduklar1 ve bu izolatlarin EruWolCpipl0 izolatiyla %0,5 genetik farklilik
gosterdikleri saptanmustir. Tirkiye’den daha once Kayseri yoresindeki CXx. pipiens
orneginden izole edilmis ve GenBank’a girilmis olan WolKys1 (JX474753) izolatinin
EruWolCpip1-9 izolatlariyla %100 benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Benzer sekilde
EruWwolCpipl-9 izolatlarmin wPip grubunda yer alan Cx. pipiens (DQ900652,
AF301012, AF020060-61), Peribadotes rhomboidaria (EU288014), Agriocnemis
femina femina (Brauer) (AY173941) ve Eurema hecabe (AB278203) Wolbachia
izolatlariyla da %100 identik olduklar1 belirlenmistir. Daha dnce Cankir1 yoresindeki
Ankara kegilerinden toplanmis Bovicola limbata bit Orneklerinden olusturulmus
genomik DNA havuzlarindan elde edilerek GenBank kaydi yapilan ve yine wPip
grubunda yer alan TrERUWolLicel (KJ700416) izolatinin da EruWolCpipl-9
izolatlartyla %100 identiklik gosterdigi goriilmistiir. WPip grubu igindeki ortalama
genetik farklilik %0,28+0,11 olarak belirlenirken, WPip grubu ile ayni siiper grup (B)
igerisinde yer alan Dei, Con ve Ori gruplari arasindaki ortalama genetik farklilik ise
strastyla %16,9+2.3, %12,5+1,9 ve %19,9£2.5 bulunmustur. A siiper grubunda yer alan
Haw, Riw, Mel, Aus, Mors, Uni, Pap ve Alba gruplar ile B siiper grubundaki wPip
grubu arasindaki genetik farklilik ise sirasiyla 9%23,5+3,0, %17,6+2,3, %19,1£2,5,
%22,042,8, %21,0+2,7, %22,3+2,9, %22,0+2,8 ve %20,5+2,6 olarak saptanmuistir.
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— i Culex pipiens EnuWolCpip10
Agriocnemis femina femina (Brauer}dY 173941
& Culex pipiens EruW olCpipg

& Culex pipiens EruW olCpipg

B Culex pipiens Eru ol Cpipd

8 Culex pipiens EruWolCpip2
Culex pipiens KM401551

Culex pipiens EFS39842

Culex pipiens DQE542451

Culex pipiens pallens JX030153
Culex pipiens KM401555

& Culex pipiens EruWalCpip3

w
m

B 4@ Culex pipiens EruW olCpips Pip
4 Culex pipiens EruW olCpip?
4 Culex pipiens Eru olCpip2
4 Culex pipiens EruWalCpip1
Culex pipiens AF020081

Culex pipiens DQ900E52 B

w
w

Culex pipiens quinquefasciastus AF301012

Culex guinquefasciatus AF020050
Eurema hecabe AB275203
Peribatodes thomboidaria ELI255014
W Culex pipiens WolKy 51 JX474753
4 Bovicola limbata TrERUW ollice? KJ700416
Aedes albopictus AF020059
ETI_TDrosophila simulans AFD20089
72 | Drosophila simulans (Noumea strain} AF 020074
Trichogramma deion AF020084 IDei
= Laodelphax striatellus AF020030
22 Tribelium confusum AF 020083
T4 M Trissolcus flavipes HQHMTOTE
22 W Trizzolcus grandis HQ 447075
83 |_ W Trissclcus rufiventris HQ447079 Ori
Cadra cautella AFO20076
ﬁl:gosedes orizicolus AF020085
75, Drosophila sechellia AF020073

% | |Drosophila simulans AF020068 Haw
i Cadra cautella AF020075

|-C.or1

Gl L Phiebotomus papatasi AF 020082 [Pap
Glossina austeni AFO20077 IAus
o0 IDrosophila auraria AF020062 |Riw
&2 |Drosophilﬁ simulans AF020070
ag, Drosophila melanogaster AF0O20065
28] Drosophila simulans AF020067 Mel A

a0
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Drosophila melanogaster AF020064

Drosophila melanogaster AF020063
4 edes albopictus EUTZT139 |Alba
Muscidifurax uniraptor AFC020071 |Uni

Glossina morsitans certralis AF020075

Glossina morsitans morsitans AF 020079 Mors

MNasonia vitripennis AF020081

—
002

Sekil 4.22. Kayseri Sultan Sazlhigi ekosisteminden toplanan Culex pipiens Orneklerinde saptanan
Wolbachia izolatlar1 ile GenBank’a kayith diger Wolbachia izolatlarinin wsp gen bolgesine gore
filogenetik akrabaliklar1 (Neighbour Joining - Kimura 2 Parameter modeli, 1000 boostrap). Olgek cizgisi
bolgeye gore niikleotid degisimini gostermektedir. ®: Sultan Sazlig1 yoresinden Wolbachia izolatlar;, B
Tiirkiye’de Trissolcus tiirlerinde Wolbachia izolati, ¥ : Kayseri’de Culex pipiens’te Wolbachia izolati, ¢:
Kayseri’de Bovicola limbata’da Wolbachia izolatt
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5. TARTISMA VE SONUC

Wolbachia tiirleri, Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Hymenoptera, Lepidoptera ve
Orthoptera gibi dizilerdeki insekt tiirlerinin %65’inden fazlasinda goriilen en yaygin
hiicre i¢i endobakterilerden biridir (23, 25, 79, 131). Bulunduklari insekt tiirlerinin
tiremeleri lizerine etki ederek bu insektlerde sitoplazmik uyumsuzluk, partenogenesis,
erkek oldiriiciilik ve feminizasyon seklinde iireme degisikliklerine neden olan
Wolbachia tiirleri, ftsZ, groEL, gltA, 16S rRNA, ANK ve wsp gibi gen sekanslarina
bagl olarak alt1 gruba (A-H) ayrilmistir (17, 19, 20, 132). Wolbachia tiirlerinin A ve B
gruplar1 artropodlarin biliyiik bir kisminda, C ve D gruplan filarial nematodlarda, E
grubu Folsomia candida, Mesaphorura italica, Mesaphorura macrochaeta ve
Paratullbergia callipygos gibi artropodlarda, F grubu filarial nematodlar ve seyrek
olarak artropodlarda, G grubu o6riimceklerde ve H grubu da Zootermopsis angusticollis
ve Zootermopsis nevadensis gibi termitlerde bulunmaktadir (17, 19, 20). Wolbachia
enfeksiyonlar1 konak populasyonlar1 arasinda diisiik seviyede genetik farkliliklara yol
acabiliyorken, konaklar1 ve konaklarinda gegirdikleri evrim arasinda ise yiiksek

seviyede genetik farklilagma goriilebilmektedir (133-137).

Wolbachia endosymbiontlarinin en yaygin goriildigi insekt tiirlerinden biri olan
sivrisineklerde Wolbachia tiirlerinin genel olarak medikal 6neme sahip olan CX. pipiens
(38, 138, 139), Aedes albopictus (4) ve Ae. aegypti tirlerinde goriildiigii rapor
edilmistir. Ancak Tayland’da yapilan bir calismada (140) bu sivrisinek tiirlerinin

yanisira daha Once bildirilmemis Aedes lineatopennis, Aedes vexans, Aedes vittatus,
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Culex pallidothorax ve Culex whitmorei tiirlerinde de Wolbachia pozitifligi rapor
edilmistir. Calismamizda, Wolbachia endobakterisinin farkli sivrisinek tiirlerinde de
bulunabilecegi ve bulunacak muhtemel suslarin molekiiler karakterlerinin de farklilik
gosterebilecegi hipotezinden yola g¢ikarak Cx. pipiens, Ae. vexans ve Cs. annulata
tiirlerindeki toplam 400 adet sivrisinek 6rnegi incelenmis ve bu 6rneklerden sadece Cx.
pipiens tiirlerinde Wolbachia pozitifligi tespit edilmistir. Incelemesi yapilan toplam 296
(258 disi, 38 erkek) Cx. pipiens orneginin 119’unda (%40,2) pozitiflik belirlenmistir.
Diinya’da ve Tiirkiye’de sivrisineklerde Wolbachia tiirlerinin arastirildigi ¢alismalar
sinirli sayidadir. Behbahani (141) Iran’in giineybatisindaki Shoushtar bdlgesinden
topladiklart 44 Culex pipiens quinquefasciatus orneginin tamamimin Wolbachia ile
enfekte oldugunu, 34 Cx. tritaeniorynchus ve 20 Cx. theileri 6rneginde ise enfeksiyon
bulunmadigini rapor etmislerdir. Giiney Hindistan’da yapilan bir baska c¢aligmada
Sunish ve ark. (142) PCR ile inceledikleri 750 ergin Cx. pipiens quinquefasciatus
tirtinde %91,2 oraninda Wolbachia prevalansi bildirmisler ve sekans analizleri sonucu
Cx. quinquefasciatus Wolbachia suslarinin wsp gen bdlgesine gore farkli cografik
bolgelerdeki Cx. pipiens izolatlariyla %99 identiklik gosterdigini bildirmislerdir.
Fransa’nin dort farkli bolgesinden toplanan 178 Cx. pipiens orneginde Wolbachia
enfeksiyonu rapor edilmistir (143). Hindistan’da Ravikumar ve ark. (13)’nin yaptig1 bir
calismada, 6 soydaki toplam 20 sivrisinek tiirlinde wsp gen bolgesine 6zgii primerler
kullanilarak PCR ile Wolbachia arastirmasi yapilmis ve Aedes soyundaki 5 tiiriin
%20’sinin, Culex soyundaki 8 tiiriin %50’sinin, Armigeres soyundaki 2 tiiriin tamaminin
(%100) ve yine Toxorhynchites soyundaki bir tiiriin (%100) enfekte oldugu, Anopheles
ve Lutiza soylarindaki tiirlerin higbirinde ise enfeksiyon saptanmadigi rapor edilmistir.
Kuzey Amerika’da yapilan benzer bir ¢aligmada ise 5 soydaki (Aedes, Anopheles,
Culiseta, Culex ve Ochlerotatus) 14 sivrisinek tiiriinde Wolbachia endobakterisi
arastirtlmis ve enfeksiyonun sadece Cx. pipiens tiiriinde saptandigi bildirilmistir (131).
Kenya’nin farkli koylerinden toplanan Anopheles, Mansonia, Aedes ve Culex
soylarindaki 9 sivrisinek tiiriinde (toplam 165 sivrisinek 6rnegi) wsp gen bdlgesine gore
PCR ile yapilan incelemede Culex quinquefasciatus, Mansonia uniformis, Mansonia
africana, Aedes bromeliae ve Ae. metallicus tiirlerinde Wolbachia enfeksiyonu
saptandig bildirilmistir (144). Kittayapong ve ark. (145)’nin yaptig1 calismada, yabani
sivrisinek tiirlerinde ftsZ ve wsp gen bolgelerine gore PCR ile Wolbachia prevalansi

aragtirtlmis ve 89 sivrisinek Orneginde %28,1 oraninda pozitiflik belirlendigi rapor
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edilmistir. Ricci ve ark (146), italya ve Afrika’nin farkli bolgelerinden topladiklar: farkli
soylardaki toplam 4028 sivrisinek 6rneginde (2479 Culex spp., 1186 Aedes spp., 359
Anopheles spp) 16S rRNA ve wsp gen bolgeleri agisindan PCR ile Wolbachia varligini
arastirmiglar ve Ae. punctor, Cx. modestus, Cx. pipiens, Cx. torrentium ve Cq. richiardii
tiirlerinde pozitiflik saptamislardir. Tiirkiye’de yapilmis bir ¢aligmada (147), Kayseri
yoresinden toplanmis toplam 118 CX. pipiens oOrneginden olusan genomik DNA
havuzlarinda wsp gen bolgesini amplifiye eden primerlerle PCR yapilmis ve havuzlarin
%60’nin Wolbachia ile enfekte oldugu rapor edilmistir. Calismamizda elde ettigimiz
sonuglarin, bu konuda yapilmis bazi benzer ¢aligmalarda Cx. pipiens tiirlerinde saptanan
Wolbachia prevalansiyla benzer oldugu gorilmiistir. Bu durum, farkli cografik
bolgelerdeki Culex tiirlerinde Wolbachia enfeksiyonlarinin benzer dinamik motiflere

sahip oldugunu akla getirmistir.

Cesitli insekt tiirleri tizerinde yapilmis bazi ¢alismalarin [6rn, Cx. pipiens (148, 149);
Aedes albopictus (150); Drosophila simulans (151); iki planthopper tiiri (152)]
sonuglarina benzer olarak Cx. pipiens tiirlerinde saptanan Wolbachia tiirleri sadece disi
bireylerde belirlenmisken erkek sivrisinek tiirlerinde pozitiflik bulunmamistir. Disi ve
erkek sivrisineklerdeki bu farklilik cesitli sebeplere bagh olarak sekillenebilmektedir.
Berticat ve ark. (148) bu durumun erkek ve disi sivrisineklerin organlarinin biiytikliik
farkliliklarindan kaynaklandigini rapor etmistir. Bir baska teori ise Wolbachia tiirlerinin

yumurta yoluyla vertikal olarak nakledilmesi sonucu bu farkliliklarin olustugudur (153).

Son yillarda Wolbachia ile enfekte insekt tiirlerinin sayisinda hizli bir artig
goriilmektedir. Ozellikle molekiiler diizeydeki ilerlemelere bagli olarak Wolbachia
tirlerinin dagilimlari, molekiiler karakterleri ve genetik farkliliklar1 konusunda giivenilir
sonuglar elde edilmektedir. ftsZ, groEL, gltA, 16S rRNA, orf7, ANK ve wsp gibi gen
bolgeleri lizerine yapilan ¢alismalar, farkli konaklardaki Wolbachia suslarinin
genotiplendirilmesi gibi konularda farkli molekiiler testlerin gelismesine olanak
saglamistir (44, 131, 154). Bu gen boélgeleri arasinda wsp geni diger gen bolgelerine
oranla farkli insekt tiirleri arasinda ¢ok daha yiiksek oranda degisken bolgeler ihtiva
etmektedir. Bu gen bolgesinden elde edilen sekanslar, Wolbachia suslar1 arasindaki
evrimsel yakinliklarin saptanmasinda c¢ok daha bilgilendirici sonuglar icermektedir
(155, 156). Bunun yaninda farkli insekt gruplar1 arasindaki Wolbachia tiirleri arasinda,
wsp gen bolgesinin 16S rRNA gen bolgesine gore 10 kat daha fazla filogenetik farklilik
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icerdigi rapor edilmistir (4, 156). Wsp gen bdlgesindeki yiiksek diizeyli bu farkliliklar,
Wolbachia suslarinin bireysel olarak ve/veya grup diizeyinde taninmasini ve filogenetik
yakinliklarinin belirlenmesini saglayan spesifik PCR primerlerinin dizayn edilmesine
olanak saglamaktadir (156).

Artropodlardaki Wolbachia tiirlerinin molekiiler karakterizasyonlart ve filogenetik
analizlerinde 16S rRNA ve ftsZ gibi cesitli gen bdlgeleri kullanilmaktadir (7, 10, 22,
157, 158). Buna karsin bu gen bolgelerinin, A ve B siliper gruplarindaki farkli ve genis
Wolbachia gruplarinin genotiplendirilmesinde yetersiz kalabildigi bildirilmistir (9, 156).
Bu gen bolgelerinin bu dezavantajlarii ortadan kaldirmak amaciyla 6zellikle son
yillarda siklikla kullanilmaya baslanan wsp gen bdolgesi ise farkli arthropod tiirlerindeki
Wolbachia suslarimin dahi molekiiler siniflandirilmasinda ¢ok fayda saglamaktadir
(156). Calismamizda sivrisineklerdeki Wolbachia tiirlerinin genotiplendirilmesinde ve
arastirtlmasinda, filogenetik analizlerdeki avantajlari ve kolay kullanimi dolayistyla wsp
gen bolgesi tercih edilmistir. Calismamizda filogenetik analizlere dahil edilen farkl
arthropod tiirlerinde A siiper grubunda 8, B siiper grubunda ise 4 grup tespit edilmistir.
Aragtirma sahamiz olan Sultan Sazlig1 ekosistemindeki CX. pipiens orneklerinden elde
edilen Wolbachia izolatlariin (EruWolCpip1-10) B siiper grubu, wPip grubunda yer
aldig1 saptanmistir. Bu sonucun, B siiper grubu WPip grubunda yer alan farkli cografik
bolgelerdeki ve Tiirkiye’deki Cx. pipiens 6rneklerinde rapor edilen Wolbachia suslariyla
( 138, 143, 147, 156, 159) uyumlu oldugu ve elde ettigimiz tiiz izolatlarin Diinya’dan ve
Tiirkiye’den bildirilmis benzer wWPip grubu izolatlarla filogenetik olarak %99,5-100
identiklik gosterdigi goriilmiistiir. Ayrica yine sekanslarini elde ettigimiz tiim izolatlarin
Cankin yoresindeki Ankara kegilerinden toplanmis Bovicola limbata bit 6rneklerinden
elde edilmis TrERUWolLicel (KJ700416) izolatiyla da aynt wWPip grubunda yer aldig
ve tlim izolatlarla %99,5-100 identiklik gdsterdigi belirlenmistir. Calismamizda elde
ettigimiz bu sonuglarla Tiirkiye’de daha 6nce Cx. pipiens ve Bovicola limbata gibi
insekt tiirlerinde yapilmis benzer c¢alismalarin (147, 160) paralellik gdstermesi ve
genotiplendirilmesi yapilan Wolbachia izolatlarinin B siiper grubu ve wPip grubunda
bulundugunun belirlenmis olmasi bu genotipin Tiirkiye’de farkli insekt gruplarinda
yaygin olabilecegini diisiindiirmiistiir. A ve B siiper gruplarinda bulunan her grupta
yiiksek genetik farkliliklarin bulundugu, 6zellikle de B siiper grubundaki tiirlerde A
stiper grubundakilere oranla genetik farkliligin ¢ok daha yiiksek oldugu bildirilmistir

(156). Buna benzer sekilde calismamizda, WPip grubu igindeki ortalama genetik
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farklilik %0,28+0,11 olarak belirlenirken, wWPip grubu ile ayni1 siiper grup (B) igerisinde
yer alan Dei, Con ve Ori gruplar arasindaki ortalama genetik farklilik oldukga yiiksek
(%16,9-19,9) bulunmustur. Aynmi sekilde A stiper grubunda yer alan Haw, Riw, Mel, Aus,
Mors, Uni, Pap ve Alba gruplar ile B siiper grubundaki WPip grubu arasindaki genetik
farkliligim da yine yiiksek (%17,6-23,5) oldugu belirlenmistir. Buna ilaveten
EruWolCpipl-10 izolatlarimizin, Tirkiye’den daha oOnce siinelerin (Eurygaster
integriceps) dogal diismanlar1 olarak bilinen Trissolcus rufiventris, T. flavipes ve T.
grandis tiirlerinden izole edilen Wolbachia izolatlariyla (161) da yiiksek genetik
farklilik (%19,9+2,5) tagidiklar1 saptanmastir.

Sonu¢ olarak bu c¢aligmayla, Kayseri Sultan Sazlig1 ekosistemindeki sivrisinek
tirlerinde wsp gen bolgesi yoniinden Wolbachia endobakterisinin varligi arastirilmis ve
molekiiler karakterleri ortaya konmustur. Elde edilen bulgular ve Tiirkiye’den daha 6nce
bildirilmis sonuglar 1s13inda Wolbachia tiirlerinin Tiirkiye’nin farkli cografyalarindaki
farkli artropod tiirlerinde bulunabilecegi varsayilmakta olup bu hipotezin gegerli
kilinmasi1 agisindan Tiirkiye’de bu konudaki arastirmalarin sayisinin artmasi gerektigi

kanaatine varilmstir.
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