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Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae)
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KISA OZET

Akdeniz meyve sinegi (AMS) Ceratitis capitata (Wiedemann)
tropikal ve subtropikal alanlardaki bir¢ok iilkede narenciye ve
diger irilinlerde zarara neden olan en Onemli zararlhilardandir.
Turkiye’de ise Dogu Akdeniz’den Kuzey Ege’ye kadar olan
biitlin sahil seridindeki narenciye bahgelerinde bulunmaktadir. Bu
zararl ile miicadele i¢in ¢esitli miicadele yontemleri gelistirilmis
ancak bunlar etkisiz olmustur. Istilact olan bu zararlinn genis bir
alanda entegre miicadelesinde ¢evre dostu yontemlerden olan kisir
bocek teknigi (KBT) kullanilmaktadir. Bu metodun temelinde
AMS’nin kitle liretimi, bunlarin gamma radyasyonu kullanilarak
sterilizasyonu ve elde edilen kisir bireylerin bu zararlinin
bulundugu alana dogal erginlerle rekabeti i¢in ucak veya kara
araclari ile saliverilmesi bulunmaktadir. Diinyada bu yontemin
gelistirilmesi i¢in kapsamli ¢alismalar yapilmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda, baslangi¢ olarak AMS’nin kiiltiire alabilmek
ve tlzerinde c¢alisma yapilabilmesi i¢in kafes sistemleri ve
insektaryum kabini yapildi. Diger yandan zararlilarla miicadelede
kapsaminda gelecek vaat eden endosimbiyotik bakteriler
(Wolbachia, Cardinium, Hamiltonella,  Arshenophonus,
Spiroplasma ve Rickettsia) Tirkiye’de ilk kez AMS’nde tarandi.
Taramalar PCR tabanli molekiiler tekniklerle gerceklestirildi.
Buna gore; AMS’de Wolbachia 12 lokasyonda, Cardinium,
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Arshenophonus, Hamiltonella, Spiroplasma ve Rickettsia ise
[zmir-Bornova lokasyonunda incelendi. Taranan lokasyonlardaki
AMS popiilasyonlarinda Wolbachia, Hamiltonella ve Rickettsia
enfeksiyonu tespit edilemedi. Diger taraftan Izmir-Bornova
lokasyonunda temin edilen AMS popiilasyonunda Cardinium’a
spesifik primerlerle Ch ve Clo daha O6nce belirtilmeyen tarzda
PCR iiriinleri ve sekans verisi elde edilmistir. Bununla birlikte
aynt lokasyonda, AMS’nde ilk kez Arshenophonus ve
Spiroplasma enfeksiyonuna yonelik veriler elde edildi.

Anahtar Kelimeler: Ceratitis capitata; Akdeniz Meyve Sinegi;
Cardinium; Arsenophonus; Spiroplasma.
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Usage Wolhachia spp.'s in Fighting with Ceratitis capitata
(Wiedemann) (Diptera: Tephritidae)
Tayfun KAYA
Erciyes University, Graduate School of Applied Sciences
Ph. Dr. Thesis, March 2014
Supervisor: Prof. Dr. Aydin TUNCBILEK
Doc¢. Dr. Ergin KARIPTAS

ABSTRACT

Mediterranean fruit fly (Medfly), Ceratitis capitata (Wiedemann)
is a key pest of citrus and other crops in many countries
throughout subtropical and tropical regions. It exists in all the
costal areas from North Aegean towards East Mediterranean in
citrus orchards in Turkey. Various control strategies have been
developed but are ineffective for the management of these pests.
Strategies for area wide integrated management of this invasive
pest increasingly use the environmentally friendly approach of the
sterile insect technique (SIT). This methodology is based on the
mass rearing of male medfly, their sterilization using gamma
radiation and their release from aircraft or ground vehicles into
infested areas in order to compete with wild adults. Extensive
studies are going on to develop this method throughout world.

In this study, cage rearing systems and insectariums were built in
order to rear Medfly. On the other hand, endosymbiotic bacteria
(Wolbachia, Cardinium,  Hamiltonella, = Arshenophonus,
Spiroplasma and Rickettsia) are promising symbiotic organisms
for pest management. These symbionts were searched for the first
time in Turkey to control medfly We searched medflies
populations for precens of Wolbachia in Medfly from 12
locations by using molecular techniques based on PCR. was
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searched. Presence of Cardinium, Arshenophonus, Hamiltonella,
Spiroplasma and Rickettsia were searched only in Bornova-izmir.
Wolbachia, Hamiltonella and Rickettsia infections were not
detected in the investigated locations. Unique PCR products and
sequences were obtained in Izmir population for Cardinium by
using Cardinium specific Ch and Clo primers. Additionally,
Arshenophonus and Spiroplasma infections were detected for the
first time in Medfly at the same location.

Anahtar Kelimeler: Ceratitis capitata; Mediterranean fruit fly;
Cardinium; Arsenophonus; Spiroplasma
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GIRiS

Ceratitis capitata [Wiedemann, 1824 (Diptera: Tephritidae)], Akdeniz meyve sinegi
(AMS), genis yayilis alan1 ve polifag beslenme rejimi ile en zararli meyve sinekleri
arasindadir. AMS basta turuncgiller (limon hari¢) olmak iizere seftali, Trabzon
hurmasi, incir, kayisi, elma ve palmiye gibi birgok meyvede zarara neden olmaktadir

[1-3].

AMS’nin asil zarar larva evresinde goriilmekle birlikte, zararli tarafindan enfekte
edilen meyveler hasat zamanindan 6nce dokiilerek iirlin kaybina neden olmaktadir.
Dolayisiyla AMS’nin zarar1 sadece tarlada kalmaz ayni zamanda meyvelerin
pazarlanmasinda da devam etmektedir. Meyvelerin i¢ pazarda satisa sunulmadan
clirlimesine veya tezgahta tercih edilmemesine neden olmaktadir. Ayrica zarara
neden oldugu meyvelerin ihracatinin da 6niindeki en biiyiik engellerden biri olarak
nitelendirilmektedir. AMS 06zellikle meyve c¢esitligi ve yiiksek meyve iiretim
potansiyeline sahip Tiirkiye gibi bir iilke icin dikkat dilmesi gereken zararlidir ve
meyve ihracatinin belirleyicisi durumundadir. Nitekim C. capitata karantina

listelerinde yer alan bir sinektir [4,5].

C. capitata yayilisi, zarar1 ve ekonomik etkileri nedeniyle miicadele edilmesi gereken
bir tehdittir. Miicadelesinde genel olarak fiziksel ve kimyasal kullanilmakla birlikte
biyolojik yontemlerin de etkin bir sekilde kullanilabilmesi igin ¢alismalar
yiriitiilmektedir. Fiziksel ve kimyasal yontemler kér-zarar dengesi, etkinligi ve
stirekliligi gozetildiginde tartismali ancak zorunlu olarak kullanilan yontemlerdir.
Dolayisiyla ¢evreci ve etkili biyolojik miicadele yontemleri 6nem kazanmaktadir [6-

8].

Zararhlara karst kullanilan ¢evre dostu bir yontem olan biyolojik miicadele

kapsaminda zararlilarin iiremesini, gelismesini veya yayilmasini baskilayan biyolojik



ajanlar (bakteriler, parazitoitler, predatorler) ve toksinler kullanilmaktadir. Son
yillarda iizerinde ¢alismalarin yogunlastigi zararlilarin beslenmesi ve liremesi lizerine
etki eden simbiyotik bakterilerin kullanilmas1 seklindeki biyolojik miicadele

yontemlerine yonelik ¢alismalar gergeklestirilmektedir [9-15].

Her canli farkli rollere sahip canlilara konukc¢uluk yapmaktadir. Simbiyont adi
verilen bu canlilar, 6zellikle de bakteriler, konuk¢usunun sinir, bosaltim, sindirim ve
tireme gibi farkli sistemlerinde bulunabilmekte; dogrudan veya dolayli olarak
konukgu biyolojisine etki etmektedir. Simbiyont bakterilerin bu 6zelliklerinin zararh

boceklerle miicadelede kullanilabilecegi belirtilmektedir [7, 11, 16].

Boceklerde simbiyotik bakteriyal flora genel olarak yumurta birakma esnasinda
ve/veya yumurta igeriginde aktarilanlar olmak iizere, primer ve sekonder
simbiyontlar (endosimbiyontlar) seklinde iki gruba ayrilmaktadir. Buna gére primer
simbiyontlar bdcegin yasamini siirdiirebilmesi ic¢in gerekli olanlar seklinde
tanimlanirken, sekonder simbiyontlar ise bocegin yasami iizerinde dogrudan iliskili
olmayan ancak treme seklini ve/veya davranisini maniple edenler seklinde

tanimlanmaktadir [15, 16].

Yapilan literatlir arastirmalarinda, AMS gibi zararlilarla miicadelede kullanma
amaciyla, sekonder simbiyontlarin tespitine yonelik bir ¢ok caligma bulunmasina

[14-25] karsin Tiirkiye’de bu yonde bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu c¢alismada basta narenciye olmak iizere seftali, kayis1 gibi meyvelerde biiyiik
zarara neden olan AMS ile miicadele i¢in etkin, siirdiiriilebilir, ¢evre dostu ve
alternatif yontemlerin gelistirilebilmesi i¢in endosimbiyotik bakteriyal florasinin
belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla artropodlarin biiyiik bir kisminin lireme
sitemleri {izerinde etkili olan sekonder simbiyontlardan Wolbachia ve Cardinium
enfeksiyonuna yonelik izmir, Bornova’dan elde edilen dogal AMS popiilasyonunda
tarama c¢aligmalar1  gerceklestirilmistir. Ayrica B plan1 olarak AMS’nde
Hamiltonella, Arshenophonus, Spiroplasma ve Rickettsia gibi endosimbiyonlar
taranarak da calismanin desteklenmesi amacglanmistir. Calismalarda PCR tabanli
yontemler kullanilarak, sekonder simbiyotik bakterilerin molekiiler verilerle

identifikasyonu ve bunlarin daha sonra gercgeklestirilecek AMS ile miicadele



calismalar i¢in veri ve zemin hazirlanmasi hedeflenmistir. Diger taraftan AMS
tizerinde calismalarin yiriitiilebilmesi i¢in s6z konusu zararlinin laboratuvar
ortaminda kiiltiire alinmasi i¢in fonksiyonel bir insektaryum ve kafes sisteminin

gelistirilmesi amaglanmistir.



1. BOLUM
GENEL BILGILER

1.1. Ceratitis capitata (Wiedemann), Akdeniz Meyve Sinegi (AMS, Medfly)

Gercek meyve sinegi olarak da adlandirilan Ceratitis capitata (Wiedemann), ilk olarak
Havai adasinda 1910 yilinda teshis edilmistir [26, 27]. AMS tropik, subtropik ve gecis
alanlarinda 400’den fazla bitkiyi konak¢1 olarak kullanan bir sinektir ve Tephritidae
familyasinin en yaygin iiyelerinden biridir [26, 28, 29]. 20 km ucabilen [30] AMS’nin;
Afrika, Asya, Avrupa, Orta ve Giiney Amerika ile Avusturalya olmak iizere 6 kitada
yaklasik 132 iilke ve grup adalarinda kaydi1 bulunmaktadir [27].

Birgok meyve ve sebzeyi konak olarak kullanabilmesi ve bunlarin ticaretinin yapiliyor
olmasi, AMS’nin kiiresel capta dagilimmi saglayan en Onemli faktorler arasinda
gosterilmektedir. Dolayisiyla AMS diinyadaki en etkili meyve zararlilarindan biri olarak

nitelendirilmektedir [26, 28].
1.1.1. Taksonomideki Yeri

C. capitata (Wiedemann), Akdeniz meyve sinegi Tephritidae familyasinda yer alan ve
diinyada 4500’den daha fazla tiir igeren Diptera takiminin bir {yesidir [28, 29].
Tirkiye’de de yayilis gosteren 118 meyve sineginden biridir [31].



Kingdom (Alem) : Animalia
Phylum (Bolim) : Arthropoda
Class (Snif) : Insecta

Order (Sube) : Diptera

Family (Familya) : Tephitidae
Genus (Cins) : Ceratitis

Species (Tiir) : Ceratitis capitata

1.1.2.  Biyolojisi ve Karakteristik Ozellikleri

AMS erginleri ev sineginden kiiciik, yaklasik 2/3’si kadar, 3.5-5.0 mm boyutlarindadir.
Viicudu genel olarak sarims1 kahverengi renkte olup kahve renkteki abdomen iizerinde
iki acik renkli bant bulunur. Toraks siyah, sarimsi1 ve glimiis renkli bolgeler ile mozaik
goriinlime sahiptir. Kanatlar1 genis, tam a¢ik durumludur ve kahverengimsi siyah

bantlara sahiptir [26, 32, 33].

Ergin erkekler anterioriin u¢ kisminda bulunan bir ¢ift siyah renkli orbital seta ile
kolaylikla ayrilir (Sekil 1.1a). Disiler karakteristik sar1 desenli kanat ve scutellumun

apikal kisminin yarisinin tamamen siyah olmastyla ¢ogu diger tiirden ayrilabilir. Diger

yandan erkeklerin abdomen sonu kiit iken, disilerde ise abdomen sonunda yumurta

birakma borusu (1.2 mm), ovipozitor, (Sekil 1.1b) bulunmaktadir [32, 33]

Sekil 1.1. Akdeniz meyve sineginin genel gorlinlisii (a, Erkek birey; b, Disi birey)
(Resim Tayfun KAYA).



AMS yumurtalar1 beyaz-krem renkli, mekik sekilli ve yaklagikk 1 mm x 0.2 mm
boyutlarindadir (Sekil 1.2). Yumurtalarin agilmasi i¢in en diisiik sicaklik esigi 11°C
iken, optimum agilma sicaklign 25°C’dir. Birakildiktan sonra yumurtalar 1-4 giin

icerisinde acilirlar [26, 34].
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Sekil 1.2. Akdeniz meyve sinegi yumurtasi (Resim Tayfun KAYA).

AMS larvalar1 yumurtadan ¢iktiginda yaklasik 1 mm boyunda ve seffaf bir goriiniise
sahip olup beslenme ile opak beyaz renk alirlar. Cikan larvalar bulunduklar1 konak
meyvenin etli kisimlar1 igerisinde tiineller agcarak 6-10 giin burada beslenirler. AMS
larvalar1 bacaksizdir (Sekil 1.3). 3 instar evresi gegiren larvalar meyvelerden ayrilarak
pupa olusturmak iizere topraga atlarlar. Ancak pupa olusturmak i¢in larvalarin topraga
ihtiyact yoktur; meyve icerisinde ya da herhangi bir yerde de pupa olusturabilirler [26,
33].

Sekil 1.3. Akdeniz meyve sinegi larvasi (Resim Tayfun KAYA).



Pupalar silindirik sekilli, fi¢1 tipinde olup 3.5-4.3 mm boyutlarindadir. Baslangicta
beyazimsi-krem renkli olan pupalar daha sonra kirmizimsi kahve renkli goriintimii alir.
Pupa evresinde optimum sicaklik araligi 22-30°C, minimum ve maksimum sicaklik
esikleri ise sirasiyla 9.7-35°C’dir. Pupadan ergin ¢ikis1 26°C’de 6-15 giinde gergeklesir
[26, 33, 34] (Sekil 1.4).

Sekil 1.4. Akdeniz meyve sinegi pupasi (Resim Tayfun KAYA).

Pupadan yeni ¢ikan erginler eseysel olgunlukta degillerdir. Ovipozisyon periyodu
oncesi ¢evresel kosullara baglh olarak ¢ok degiskenlik gosterir. Bu periyotta sicaklik,
besin ve cinsiyet gibi faktorler etkilidir ve preovipozisyon evresi olarak da adlandirilan
bu silire minimum 2 giin olmakla birlikte ortalama 7-8 gilindiir. Ergin AMS disileri
ciftlesme sonrasinda hem beslenmek (beslenme ovipozisyon evresi boyunca devam
eder) i¢in hem de yumurta birakmak i¢in meyve ararlar. Disiler ovipozitorleri ile
konakg¢1 olduklar1 meyvelere delikler agarak 1-10 yumurta birakirlar. Diger disilerde
acilan ayni delige yumurta birakabilirler. Ac¢ilan tek bir oyukta (delikte) yliz yumurta
bulunabilir. Bir AMS 30-60 giin yasar ve normal kosullar altinda bir disi hayati boyunca
250-1200 yumurta birakabilir. Disiler, sicaklik 17°C’nin altina diistiiglinde yumurta
birakmazlar [26, 27, 33]. AMS Tirkiye’de Ege Bolgesinde yilda 4-5, Akdeniz
Bolgesinde 7-8 dol vermektedir [35].

Yumurta, larva ve pupa asamalarinda gelisim 10°C’nin altindaki sicakliklarda bloke

edilir veya gelisim biiyiilk oranda diiser. Diger yandan pupa asamasi besin azlig1 ile



kuraklik ve asir1 sicakliklar gibi uygun olmayan kosullarda canliligin devam

ettirilmesini de saglar [26, 33].

Meyveye birakilan yumurtalarin agilmasiyla (1-4 giin) baslayan bir AMS’nin gelisim
siireci, toprakta pupa (ya da meyve igerisinde) (6-15 giin) ve ergin bireylerin yagamsal
faaliyetleri (30-60 giin) olmak {izere toplam 37-79 giin siirmektedir (Sekil 1.5). Bu
sekilde her bir biyolojik evresini farkli ortamda tamamlanmasi nedeniyle; AMS’nin
hayat dongiisii, basta sicaklik olmak iizere meteorolojik kosullara baghdir. Cogu
tropikal meyve sinegi tiirlerine gore soguk iklim kosullarinda daha toleransli olarak
nitelendirilmekle birlikte; yumurta, larva ve ergin gelisimi hava sicakligindan etkilenir.
Pupa gelisimi ise toprak sicakligima baglidir. Hem hava hem de toprak sicakligi
bakimindan minimum sicaklik sinirlar vardir. Bu sicaklik esigi toprakta 9.7°C, hava da
ise 17°C’dir. AMS’nin optimum gelismesi i¢in gerekli sicaklik araligi ise 24-29°C’dir
[26, 27].

Sekil 1.5. Akdeniz meyve sineginin hayat dongiisii. (Resim Tayfun KAYA)



1.1.3. Konukculari ve Zarar

AMS erginleri yumurta birakmak icin genel olarak ince kabuklu olgun meyveleri tercih
etmektedir. Diinyada muz, mango ve papaya gibi 400’den fazla bitkide enfeksiyona

neden olan bir zararhidir [28]. AMS’ nin konukgulart;

1- En ¢ok zarar géren konukgular (limon hari¢ turunggiller, Trabzon hurmas1 vb.),
2- Zaman zaman zarara neden olduklar1 (domates, papaya, biber vb.),
3- Nadiren konak olarak kullandiklar1 (muz, patlican, tizim vb.),

4- Laboratuvar konukgular1 (kabak, hiyar, kaktiis vb.),

5- Onem derecesi bilinmeyen konukgular (ananas, fasulye, badem vb.) olarak
siniflandiriimaktadir [33, 36]. Ulkemizde ise tespit edilen en énemli konukgulari limon
hari¢ olmak iizere basta turunggiller, seftali, incir, Trabzon hurmasi ve nar olmakla

birlikte kayisi, elma, ayva, avokadoda da zarara neden olmaktadir [4, 36].

AMS meyvelerde direk veya dolayl olarak 3 sekilde zarara neden olmaktadir, bunlar:

. Bitkilerin yumusak dokular1 ve meyvelerine yumurta birakma,
° Larvalarin beslenmesi,
. AMS enfeksiyonu ile birlikte veya sonrasinda diger organizmalarin da dahil

oldugu (sekonder enfeksiyon) bir siire¢ sonucu meyve dokularinda ciirtime, seklinde

gerceklesmektedir [26].

Meyvede AMS’nin neden oldugu zarar, yumurta birakma ile birlikte baslar. Bunun
sonucunda ilk olarak yumurtanin birakildig1 noktadan baslayarak yayilan ve meyvede
farkli bir renk kombinasyonu ile sonuglanan bozulmalar meydana gelir (Sekil 1.6).

Daha sonra da genel olarak meyveler erken sararir ve dokiiliir [36].

Enfeksiyonun ilerlemesi yani meyvelere birakilan yumurtalarin acilmasi ile ¢ikan
larvalar meyve igerisinde tiineller acarak meyvelerin etli kisimlari ile beslenmeye
baslar. Bu kisimlarda bir yumusama, ¢okiintii ve ¢iiriime gerceklesmektedir. Dolayisiyla
en 6nemli zarar larvalarin meyvelerde beslenmesi sirasinda gergeklesir. Larvalar (6-15
gilin) meyvede icerisinde beslenerek meyvenin besin, kalite ve alim degerini diisiirtir.
Ayrica agilan tiineller araciligiyla meyveye diger sinek/bocek, bakteri ve fungus girisi

ile meyvede sekonder enfeksiyonlar gergeklesir. Bu biitiin bu siire¢ meyvenin dal ile
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baglanti noktasinda doku harabiyeti meydana getirir. Gergeklesen bu siirecler

sonucunda da meyve diiser (Sekil 1.6) [26, 33].

Sekil 1.6. Mandalinada AMS’nin yumurta birakmasi ile baglayan ve devam eden zarar
siireci (Resim Tayfun KAYA).

1.2. Tiirkiye’de AMS ve Ekonomiye Etkisi

AMS, bir¢ok meyve c¢esidinin iiretiminin gergeklestirildigi, Tiirkiye’de en biiyiik
tehditlerden biri olarak gosterilmektedir. Bu tarimsal iirlinlerden 6zellikle narenciye

pazar degeri bakimindan Tiirkiye’nin en 6nemli tarimsal iirtinlerindendir [4, 36].

Tirkiye’de narenciye liretimi giiney-bat1 kiyr seridi boyunca ve lokal olarak da Dogu
Karadeniz’de gerceklestirilmekle birlikte asil iiretim ise Akdeniz ve Ege Bdolgelerinde

gergeklestirilmektedir [4, 36, 37 (Sekil 1.7).

Sekil 1.7. Tiirkiye’de narenciye tiretimi [37].
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Narenciye tiiretim miktarlar1 il bazinda irdelendiginde ise; ilk sirada toplam iiretim
icerisindeki % 24’erlik payla Adana ve Mersin vardir. Bu illeri sirasiyla Antalya, Hatay,

Mugla, izmir ve Aydin takip etmektedir (Sekil 1.8) [37].

izmir
4%

Aydin
- 3%
~— Osmaniye
1%
Diger
1%

Sekil 1.8. Tiirkiye’de il bazinda narenciye iiretim oranlari [37]

Tiirkiye bu narenciye iiretimi ile diinyada ilk 10 igerisinde yer almaktadir. Oyle ki
narenciye iiretimi bakimindan Tiirkiye, Akdeniz Havza’sinda sirasiyla Ispanya, Italya
ve Misir’dan sonra 4. diinyada ise 7. siradadir [38]. Benzer sekilde turuncggillerin
ihracatinda da Tiirkiye, Ekonomi Bakanligi'min sektdr raporuna gore, Ispanya’nin
ardindan 2. siradadir [39]. 2013 yilinda narenciye iiretimi yaklasik 3.7 milyon ton olarak
gerceklesmistir [40]. Akdeniz Thracatcilar Birligi verilerine gore ise bunun yaklasik 105
bin tonu ihra¢ edilmistir. Tiirkiye narenciye ihracatini sirastyla Irak (% 24), Rusya (%
22), Ukrayna (% 12), Suudi Arabistan (% 10) ve aralarinda Almanya ve Japonya’'nin da
bulundugu diger iilkelere (% 32) gergeklestirmistir [41].

Narenciye liretim ve ihracat rakamlar1 dikkate alindiginda iiretilen miktarin ¢ok az bir
kisminin ihra¢ edilmektedir. Bu durumun en 6nemli nedenlerinden biri de AMS’dir.
Oyle ki AMS ihracat karantina listelerinde yer almaktadir. Diger bir degisle “zararlinin
ithracatta tolerans1 ‘0’ dir ve giimriik kapilarinda bulasik bir tek meyvenin bulunmasi
durumunda dahi meyve ihracatinin durmasina neden olmaktadir” [4, 42]. Dolayisiyla da
AMS Tiirkiye’nin narenciye lretimini ve ihracatin1 olumsuz yonde etkilemektedir.
Nitekim en 6nemli narenciye pazari durumundaki Rusya 2003 yilinda iiriinlerdeki AMS
bulasig1 nedeniyle Tiirkiye’yi 6nce uyarmis ve narenciye ithalatini sinirlandirmis, 2005
yilinda ise Tiirkiye’den narenciye ithalatin1 durdurmustur [42, 43]. Bunun yan1 sira iran
Bitki Koruma Orgiitii Tiirkiye’den narenciye ithalatinda C. capitata kontrolii igin soguk

islem istemis ve belirledigi prosediir kosullarini iilkemize gondermistir [44]. Diger
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taraftan AMS’ nin narenciye iizerindeki zarar1 agacta baglamakta ve tiikketilmesine kadar
da devam etmektedir. Bu durum friinlerin raf omriiniin kisalmasina ve i¢ piyasada
tilketilememesine neden olmakta ve bunlara bagli olarak narenciye flireticisi zarara

ugramakta ve rekabet edememektedir [4, 45].

Tirkiye, meyve iretimine, ihracatina ve ithalatina yon verir durumdaki, AMS’nin
gelismesi, yayilmasi ve zarara neden olmasi i¢in uygun kosullara sahip bir iilkedir.
Basta Akdeniz’e kiyisinin olmasimin yani sira uygun iklim kosullar1 ve yasamin
stirdlirebilmesi i¢in gerekli alternatif konukgularin bulunmasi bunlar arasinda sayilabilir.
Nitekim Carey’e [46] gore AMS’nin gelisebilmesi ve yasamini siirdiirebilmesinde
iklim, cografik ozellikler, tarimsal yap1r ve demografik o6zelliklerin rol oynadigini
belirtmistir. Buna gore: (i) iklim, konak¢ilarin gelisimi ve AMS’nin jenerasyon zamani
tizerinde etkilidir. Ayrica diisiik sicakliklarin siiresi ve siddeti gibi mevsimler tarafindan
kontrol edilen kislama s6z konusu zararlinin hayat dongiisii iizerinde etkilidir. (ii)
Cografik o6zellikler, zararlinin bulundugu bolgedeki dag veya ¢6l gibi izolasyon
bariyerleri yayiliminda etkilidir. (iii) Diger iriinler i¢in kullanilan pestisit gibi konak
meyveyi etkileyebilecek faktorler tarimsal yapi olarak ifade edilir ki, bu durum
AMS’nin yasam kosullarii belirler. (iv) Diger yandan insan merkezli olarak konake1
meyvelerin iiretiminin ve/veya ticaretinin yapilmasi nedeniyle AMS’nin yasamsal

faaliyetleri lizerinde ve yayilmasinda dogrudan etkilidir.

AMS’nin Tirkiye’deki yayilisi, Rusya’nin karantina listesindeki zararhilarin ifade
edildigi Tarim Bakanligi internet sitesindeki verilere gore, Adana, Aydin, Antalya,
Balikesir, Canakkale, Hatay, Izmir, Mersin, Mugla, Osmaniye, Burdur olarak
belirtilmektedir [47]. Diger yandan Gida ve Kontrol Genel Miidiirliigii tarafindan
yayinlanan ‘2013 yili Bitki Sagligi ve Karantina Program ve Prensipleri’ kitabinda
“Marmara Bolgesinden taze meyve ihracatinin saglanabilmesi amaciyla Akdeniz Meyve
Sineginin bu bolgede kist gecirip gecirmediginin belirlenmesine yonelik c¢alisma
yapilmasina karar verilmistir.” ibaresi bulunmaktadir [48]. Bununla birlikte ileri [49]
tarafindan AMS’nin ana konuk¢usu durumundaki turunggillerin ve diger bazi
meyvelerin yetistirilebildigi Karadeniz bolgesindeki iklim kosullari (yagis miktar1 vb)
nedeniyle bu zararlinin gelisemedigi belirtilmistir. Buna gére AMS’nin Tiirkiye’de

Akdeniz ve Ege bolgelerinde yayilis gosterdigi goriilmektedir (Sekil 1.9).



13

. y
2 T s 8
1 G e 2 i
«, | A 5
LY,
7
TN

Sekil 1.9. Akdeniz meyve sineginin Tiirkiye’deki yayilisi [47].

1.3. AMS ile Miicadele

1.3.1. Kiiltiirel ve Fiziksel Yontemler

Kiiltiirel yontemlerde prensip olarak iiriin glivenliginin saglanmasi amaglanmaktadir. Bu
kapsamda zararin en aza indirilmesi icin AMS konag1 olan meyve agaclarinin bir araya
dikilmemesi veya bu meyve bahgelerinin yakin olmamasi gerekmektedir. Diger yandan
AMS konak¢ist durumundaki meyveler olgunluga ulastiklari anda gecikmeden
toplanarak s6z konusu zararlinin besin kaynaklar1 azaltilabilir. Agagtaki vuruklu ve yere
dokiilmiis enfekteli meyveler toplanarak '%2-1 metre ¢ukurlara gdmiilerek imhasi, AMS
popiilasyon sayisinin azaltilmasi i¢in onemlidir. Ayrica kis sonu ilkbahar basinda toprak
islenerek pupalardan ergin cikislart engellenebilir. Bunlarin yani sira cezbedici besin
icerikli yapiskan tuzaklarin hem meyve bahgelerindeki AMS oraninin belirlenmesi hem
de miicadelesinde kullanilmaktadir [4, 5, 36, 50]. Ayrica pupadan ¢ikan erginler sekstiel
olgunluga ulagsmadan Once besine ihtiya¢ duyarlar. Bu durumda yarilmis meyveleri,
yaprak bitlerinin {iirettigi balli maddeleri, hayvansal digkilar1 (tavuk, kus vb.), bazi
bitkilerin ¢iceklerindeki ve govdelerindeki sivilari  besin  kaynagi  olarak
kullanabileceklerinden; bunlara yonelik onlemler de alinarak popiilasyon sayisi

azaltilabilir [51].
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1.3.2. Kimyasal Yontemler

“Akdeniz meyve sinegi ile kimyasal savasta, erginlerin eseysel olgunluga erisebilmesi
icin dogadan bir protein kaynagi gibi ek besine ihtiyag duymalar1 6zelliginden
yararlanilmaktadir” [4]. Bu amagla c¢esitli insektisitlerin (malathion 25 WP gibi)
cezbediciler (Ziray gibi) ile karistirilarak elde dilen zehirli yemler kullanilmaktadir [5,
52]. AMS ile miicadelede kimyasal insektisitler ergin, yumurta ve larva evrelerinde;
yemlere karistirilarak hava ve zemine uygulanmasi, fumigasyon ya da topraga direkt

uygulama seklinde gerceklestirilmektedir [26].

1.3.3. Biyolojik Miicadele

AMS ile biyolojik miicadelede c¢ogunlukla dogal diismanlart ve parazitoidleri
kullanilarak gerceklestirilebildigi gibi son yillarda yapilan ¢aligmalarda bakterilerinde
kullanilabilecegi belirtilmektedir. Bu amagla 06zellikle Hymenoptera takimindan
Braconidae, Chalcididae, Diapriidae, Eulophidae, Eupelmidae, Eurytomidae, Figitidae
(Eucoilinae), Ichneumonidae, ve Pteromalidae familyalarinin baz1 iyeleri
kullanilmaktadir. Bu parazitoidlerin hemen hemen hepsi gelisimleri i¢in meyveler

icerindeki konakgilarinin yumurta veya larvalarini kullanirlar [53].

Biyolojik miicadele kapsaminda bakterilerin 6zellikle de simbiyotik ve endosimbiyotik
bakterilerin kullanilabilecegine yonelik c¢alismalar dikkat ¢ekicidir. AMS’nin de
aralarinda bulundugu pek c¢ok =zararli ile miicadelede bakteriler, direkt olarak
kullanilabildigi gibi [12] entegre miicadele kapsaminda metodun bir parcasi olarak da
[11] kullanilmaktadir. Zararli boceklere karsi kullanilan biyolojik tabanli entegre
miicadele yontemlerden biri de kisir bocek teknigi (KBT) (sterile insect technique, SIT)
dir [7, 54].

1.4. Zararhlarla ile Miicadelede Kisir Bocek Teknigi (KBT)

Kisir bocek teknigi (KBT) (Steril insect tecnique, SIT) ilk olarak Amerikali entomolog
Edward F. Knipling tarafindan 6nerilen ve Uluslararast Atom Enerjisi Kurumu (IAEA)
ile Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Teskilati (FAO) tarafindan da desteklenen zirai
zararlilarla miicadele teknolojisi olarak ifade edilmektedir [38, 55]. KBT genel olarak

spesifik hedefli, zararli etkileri olmayan ve biyolojik tabanli metotlardan olusan
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multidisipliner miicadele yontemidir [7]. KBT klasik miicadele yontemlerine 6zellikle
de kimyasal miicadele yontemine alternatif ¢evre dostu miicadele yontemi olarak
goriilmektedir. Oyle ki, arastirmacilar zararhilarla miicadelede en ¢ok tercih edilen
kimyasal miicadele yOntemlerinin ¢evre kirliligine neden oldugunu, zararlhlarin
kullanilan insektisitlere karst zamanla diren¢ kazandigim1i ve buna bagli olarak
gelistirilen/gelistirilecek yeni kimyasal insektisitlerin fiyatlarinin arttirmasi  gibi

problemlere neden oldugunu vurgulamaktadir [54].

KBT kitle halinde iiretilen ve kisirlagtirilmis bocegin dogal fertil (kisir olmayan,
verimli) partnerleri ile ¢iftlesmesini azaltmak ya da ¢iftlesme sonrasinda yeni bireylerin
cikisini 6nlemek amaciyla salinmasi prensibine dayanmaktadir [56]. Diger bir degisle
KBT, genetik kontrol metodu olarak adlandirilmaktadir ve ekonomik diizeyde zarara
neden olan tiirlerin baskilanmasi i¢in kullanilabilmektedir [55]. KBT nin temelinde ise
erkek bireylerin kitle halinde {iretilmesi, c¢esitli yontemlerle steril edilmesi
(kisirlagtirilmasi) ve hedeflenen alana disilerle ¢iftlesmesi igin salinmasi esasina
dayanmaktadir. Disi steril bir erkekle ciftlestiginde dollenme gerceklesmediginden disi
yeni bir nesil i¢in yumurta birakamayacagi gibi; biraksa dahi bu yumurtalardan ¢ikan
larvalar gelismez ya da yasayamaz ve bundan dolayi salimdan sonraki zararli sayisi

azaltilmis olur [57].

KBT programi ile zararli tamamen dogada yok edilmemektedir. Genel olarak KBT ile
zararlinin eseysel sterilizasyonu gerceklestirilmektedir. Diger bir degisle bireylerin
gamet olusturmasin1 engelleyecek bir yaklasim dahilinde dominant o6ldiiriicii
mutasyonlarin transferi ile zararlinin yasam dongiisiiniin ilk evrelerinde (pupa

asamasinda) kisir bocek elde edilmesi amaglanmaktadir [55, 59].

KBT diger biyolojik tabanli metotlardan farkli olarak bazi avantajlari bulunmaktadir.
Bunlar, tiire 6zgiidiir, farkli ¢evresel kosullarda egzotik ajanlar salinamaz ve salinan
organizmalarda yar1 replikasyon olmadigindan popiilasyonlarin genetik materyallerine
yeni genetik materyal girisi gerceklesmez. Diger yandan kitle iiretimi ve bunlarin
saliverilmesi durumunda etkilidir (Sekil 1.10) ve steril erkekler spermlerinde tasidiklar
baskin oOldiiriicii mutasyonlar1 hedef popiilasyonun disilerinin ¢ogunluguna basariyla

transfer edebilmektedirler [55, 59].
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KBT’nin gelistirilmesi i¢in yeni stratejiler ile daha fazla ve cesitte zararliyla
miicadelede kullanilabilmesi amacglanmaktadir. Bunun i¢in genetik miihendisligindeki
ilerlemelerden faydalanilmaktadir. Oyle ki AMS'nin de aralarmda bulundugu gogu
zararliya yonelik gerceklestirilen KBT uygulamalarda hedefteki zararliya iliskin bazi
noktalarin 1yi analiz edilmesi gereklidir. Bunlar arasinda salinan seril erkekler icin lek
(kur yapma) davramisi ve dogal disileri cezbetme, dolleme ve erkeklerden gelen

davranigsal cevabin aydinlatilmasi sayilabilir [55, 59].

Etkinligi, sonuglar1 ve ¢cevre dostu olmasi gibi nedenlerden dolay1 KBT nin C. capitata
[57, 59, 60] gibi zararlilara kas1 kullanilabilecegine yonelik ¢alismalar yapilmis ve
yapilmaya devam etmektedir. Hali hazirda diinyadaki kisir bocek kitle iiretim oranlari

Sekil 1.11°de verilmistir.

Afrika
% 14

Avrupa
%9

Asya
% 11

Avusturalya
% 6

Sekil 1.11. Diinyada kisir bocek kitle tiretim miktarlari [58].
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KBT’nin birgok avantajinin yani sira uygulanacak yontemlerin bireylerin dogadaki
davraniglarina etkisinin, zararlimin biyolojisine uygun yontemlerden olusmasi ve
etkinliginin arttirilmasi gibi bazi noktalara dikkat edilmesi gereken yontemdir. KBT
kapsaminda elde edilen islem gérmiis bireyler toplu halde zararl ile miicadele edilecek
alana salinirlar. Ancak kisir erkler salindiklar1 alanda dogal (kisir olmayan) erkeklerle,
ciftlesme i¢in toplanma-giftlesme davranisi (lek) sirasinda, rekabet edememe gibi
dezavantajlar1 vardir. Bu durumda, entegre miicadele kapsaminda, KBT nin etkinliginin
arttirilmasinda s6z konusu boceklerin salinmadan Once protein agirliklt olarak
beslenmesi [61, 62], juvenil hormon uygulamasi [63], probiyotik besinler verilmesi
[64], aromaterapi [65, 66] ve bagirsak florasindaki bakterilerin [57]kullanilabilecegi
belirtilmektedir.

KBT’nde en 6nemli noktalardan biri bireylerin kisirlagtirilmasi (sterilizasyonu) veya
verimsizlestirilmesi i¢in hedeflenen zararlinin biyolojisine uygun yontem(lerin)
gelistirilmesi ve uygulanabilmesidir. Buna yonelik olarak radyoaktif yontemler, sicaklik
uygulamasi ve bazi antibiyotiklerin kullanilmasi gibi yontemlerin kullanildig1 ya da
kullanilabilecegi Onerilmektedir [57, 59, 60]. Bunlarin yani sira dogal olarak benzer
etkiyi sergileyebilen bakteriyal endosimbiyontlarin ya da KBT etkinligini arttirmaya
yonelik olarak AMS sindirim sistemi bagirsak bakterisinin de kullanilabilecegi

vurgulanmaktadir [57].

AMS’ne yonelik olarak gerceklestirilen sicaklifa dayali uygulamalarda bireylerin
cinsiyet belirleyen kromozomlar1 hedef alinmaktadir. Burada klasik genetik cinsiyet
irklart (Genetic Sexing Strain, GSS) kullanilir. Sicakliga duyarli 6ldiiriicii genler
(temperature-sensitive lethal (zs/) gene) (alleller) disilerde c¢ekinik, erkeklerde ise
transfer edilen alleller Y-kromozomunda korunmus durumdadir. Bu durumdan
faydalanilarak, bireyler sicakliga maruz birakildiginda disi GSS embriyolarin 6ldiigii,
kalan erkek bireylerin kisir oldugu belirtilmektedir [59]. Ancak bu KBT yonteminin,
AMS’de kullaniminin ucuz ve etkili oldugu belirtilmekle beraber siirecin uzun siirmesi,
verimliligi azaltma, biyolojisini olumsuz etkileme ve elde edilen kromozomlarin diger

bireylere transfer edilebilmesi gibi problemlerinin oldugu da belirtilmektedir [67, 68].

Diger bir uygulama ise tetrasiklin antibiyotigi ile transgenik cinsiyet irklar1 (transgenic

sexing strain, TSS) kullanilmasidir. Burada AMS’de ge¢ baskin oldiirticiiliik larva ve
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pupa asamasinda disiler iizerinde ortaya ¢ikmaktadir. Erken embriyo oliimii seklindeki
bu yaklasimda, sadece disilerde bulunan pro-apoptotik geni (hidAl“5 ) ektopik mRNA
translasyonunu engellemek i¢in kullanilmaktadir. Bu 6ldiiriicti efektor gen erken hiicre
olusum safhasinda promotorlar/enhencerlarin kontrolii altindaki transaktivatdr genini
(tTA) tetrasiklin varliginda tersinir olarak baskilar. Cinsiyete 6zel splay (intronlarin
cikarilip ekzonlarin birlestirilmesi) sirasinda AMS’de transgenik cinsiyet sistemi erken
safhada (ge¢ larva donemi ve pupa doneminde cinsiyet ile ilgili hiicrelerde)

olusturulabilmektedir [60].

Artropodlarda simbiyontik olarak yasamlarin1 siirdiiren c¢esitli bakterilerde KBT
kapsaminda kullanilabilmektedir. Primer ve sekonder simbiyotik bakteriler olarak
adlandirilan bu bakteriler, simbiyontu oldugu bireyin (konakg¢isinin) biyolojisi ve/veya

tiremesi lizerinde manipiilasyona neden olurlar [69, 70].

1.4.1. Kisir Bocek Teknigi Kapsaminda Simbiyotik Bakterilerin Onemi ve

Kullanimi

Simbiyotik mikroorganizmalar konakgis1 olduklar1 arthropodlarin evrimi, ekolojisi ve
biyoloji iizerinde kritik rol oynar. Artropodlardaki simbiyotik bakterilerin bir kismi
primer simbiyontlar olarak gruplandirilirlar ve konakgilarmma besin saglama, dogal
diismanlaria karsi koruma, stres direncini arttirmak ve uygun bitki se¢cimi gibi bazi

avantajlar sunmaktadir [71-73].

Artropodlarda primer simbiyontlar genel olarak sindirim sisteminde bulunurlar ve
konak¢inin beslenmesi ve beslenme rejimi basta olmak iizere artropodun yasamasini
stirdiirebilmesi i¢in gerekli mikroorganizmalardir. Buradan hareketle aralarinda
AMS’nin de bulundugu zararlilar ile miicadele ve/veya miicadele etkinligini arttirmak
amaciyla primer bakteriyal floranin belirlenmesine yonelik ¢alismalar bulunmaktadir

[10-12, 57, 74].

AMS’nin sindirim sistemindeki primer bakteriyal florasinin belirlenmesine yonelik
calismalar sonucunda Pectobacterium spp., Pantoea dispersa, Klebsiella oxytoca,
Citrobacter freundii, Acinetobacter spp. gibi bakterilerin bulundugu ifade edilmektedir.
Bunlardan o6zellikle Pectobacterium spp., P. dispersa, K. oxytoca, C. freundii’nin

AMS’in gelisimi i¢in ana rol oynadig1 vurgulanmaktadir [57, 74].
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Meyvelerdeki ozellikle de turunggillerdeki yiiksek pektini (kabukta daha fazla)
sindirebilecek/parcalayabilecek pektinaz enzimine sahip olmayan AMS’nin bunu
saglayabilen ya da pektinaz enzimine sahip K. oxytoca ve Pectobacterium bakterilerine
ihtiyact oldukga fazladir. Ayrica bu bakterin metabolik faaliyetleri sonucu ortaya ¢ikan
metabolitlerin bocek tarafindan kullanimi ile de erkeklerin ¢iftlesme kapasitelerinin ve
dolayisiyla da popiilasyonun birey sayisinda bir atisa neden oldugu da belirtilmektedir

[74].

Artropodlarda simbiyotik olarak yasayan sekonder simbiyontlar ise konak
popiilasyonda yayilarak konakg¢i bocegin ilireme davranmisini kendi lehine maniple
etmektedir. Boylece konakgisinin popililasyondaki birey sayisina ve/veya cinsiyet

oranina etki etmektedir [73, 75].

Artropodlardaki sekonder simbiyotik bakteriler ile ilgili yapilan aragtirmalar 1s181inda
elde edilen bilgiler ve yaklagimlardan hareketle; bu bakterilerin zararlilarla (6zellikle de
AMS gibi kiiresel capta yayilisa sahip) miicadelede KBT kapsaminda ya da KBT’nin
etkinliginin arttirilmasi i¢in kullanimina ydnelik umut vaat eden yenilik¢i ¢alismalar
gerceklestirilmektedir. Bu yaklagimlarda primer simbiyontlar genelde probiyotik
seklinde kullanimi {izerinde durulurken, sekonder simbiyontlarin ise direkt miicadele

seklinde kullanim1 amaglanmaktadir [10, 73-77].
1.4.2. Kisir Bocek Tekniginde Kullanilan Sekonder Simbiyotik Bakteriler

Sekonder simbiyotik bakteriler dikey (vertikal) transfer ile anneden yavrulara (larvalara)
aktarilabildigi gibi, yatay (vertikal) transfer yoluyla da bireyler arasinda veya farkli
taksonlar arasinda aktarilabilir [77, 78].

Sekonder simbiyotik bakterilerin en onemli Ozellikleri, konak¢1 lireme sistemi ve
davranig1 tizerindeki manipiilasyonlar ile konagin cinsiyet belirleme siirecine etki
etmeleridir. Bu etki sonucunda popiilasyon cinsiyet oraninda degisiklige, genetik
popiilasyon yapisina, iireme izolasyonuna, cinsel o6zelliklerin gelisimine ve hatta

tiirlesmeye neden olmaktadirlar [73, 79-81].

Ureme sistemi ve davranisi iizerinde etkili olan sekonder simbiyotik bakteriler dzellikle

popiilasyon cinsiyet oranindaki etkileri nedeni ile =zararlilarla miicadele igin
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kullanilabilmektedir. S6z konusu bakteriler konukgularinin tireme davranisina temel
olarak 5 sekilde etki eder. Bunlar, i) sitoplazmik uyumsuzluk, ii) feminizasyonu tesvik,

iii) partenogenezisi tesvik, iv) erkek oldiirticiiliiktiir [77, 82-86].

Sitoplazmik uyumsuzluk temelde bakterilerin etkisi ile sperm ve yumurta arasindaki
uyumsuzluk sonucu ortaya ¢ikan durum olarak tanimlanmaktadir. Bu etki bazi bocek
tiirlerinde intraselliiler (hiicre i¢i) simbiyont/parazit olarak bulunan bazi bakteriler
nedeniyle gamet hiicrelerindeki degisiklikten kaynaklanmaktadir. Sitoplazmik
uyumsuzluk (bu etkiye sahip bakterilerce) enfekteli bir erkek ile enfektesiz bir disinin
ciftlesmesi durumunda ortaya cikmaktadir. Ancak bunun tersi bir durumda, yani
enfekteli erkek ile enfekteli bir disinin ¢iftlesmesi durumunda sitoplazmik uyumsuzluk
etkisi gerceklesmemektedir. Ayni1 sekilde enfektesiz bir erkek ile enfekteli bir disi
ciftlestiginde de bu etki goriilmemektedir [75, 87-89].

Endosimbiyotik bakterilerin etkisiyle ortaya ¢ikan ve embriyonik donemde cinsiyet
belirlenme asamasinda genetik erkeklerin fonksiyonel fenotipik disilere doniismesiyle
sonuglanan durum ise feminizasyonu tesvik olarak adlandirilir. Genelde maternal olarak
(anne yoluyla) kalitilan sekonder simbiyotik bakterilerin etkisi ile ortaya c¢ikan bu
durum Isopod [90] ve Lepidoptera’da [91, 92] tespit edilmistir. Temelinde ise
sitoplazma yoluyla kalitilan bu bakterilerin cinsiyet belirleme siirecine etki etmeleri
ve/veya bunlar tarafindan {retilen erkeklik (androgenic) hormonu {iretimini

engellemeleri bulunmaktadir [77, 89, 93].

Artropodlarda genel olarak disilerin ¢iftlesmeden yumurta vermesi ve bu yumurtalardan
cikan bireylerin disi olmas1 partenogenezis olarak adlandirilir. Partenogenezis dogal ya
da maternal olarak kalitilan bakteriyel bir enfeksiyon sonucu da ortaya ¢ikabilir. Burada
haplodiploid olarak bilinen ve normalde doéllenmis yumurtalardan diploid disi,
dollenmemis yumurtalardan ise haploid erkek bireyler gelisir. Benzer sekilde {ireme
paraziti olan bir bakteri de cinsiyet belirleme silirecine etki ederek dollenmemis
yumurtalardan disilerin gelisimini saglar. S6z konusu durum embriyonik siirecte
mayozun tamamen baskilanmasi ile gergeklesebildigi gibi mayoz sonrasindaki bir etki
ile de gerceklesebilir Sitoplazma yoluyla kalitilan ve partenogenezisi tesvik eden
bakteriler Thysanoptera, Hymenoptera gibi bocek takimlarinda ve akarlarda tespit

edilmistir. [77, 89, 93-95].
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Maternal olarak kalitilan bakterilerin etkisi ile genetik erkeklerin Oliimii olarak
adlandirilan erkek oldiiriiciiliik (male killing) ise Diptera [96], Coleoptera [97] ve
Arachnida’da [98] tespit edilmistir. Bu etkiye neden olan bakteriler konak¢isina bazi
avantajlar sagladig1 belirtilmektedir. Ornegin smirli besin kosullarinda bu bakterilerce
enfekteli disilerin daha fazla beslenmesi (erkek bireyler 6ldiigli i¢in) saglanir ve

dolayisiyla yayiligint arttirr [99, 100].

Arthropodlarin iireme davranislar1 {izerinde etki eden bakterilerden en iyi bilineni
Wolbachia olmakla birlikte benzer etkileri Arshenophonus Cardinium, Hamiltonella,

Ricketsia ve Spiroplasma’da gostermektedir.
1.4.2.1. Wolbachia

Wolbachia ilk olarak sivrisinek (Culex pipientis) iireme dokularinda Hertig ve Wolbach
[101] tarafindan tespit edilmistir. Ricketsiaceae familyasinin {iyesi olan Wolbachia,
gram negatif bir bakteridir. Kokobasil/basil sekillinde, iki membranli bir hiicre sekline
sahiptir ve 0.8-1.5 um uzunluktadir. Wolbachia zorunlu hiicre i¢i paraziti olup
sitoplazmik olarak bir sonraki nesle aktarilir. Aktarimi dikey yonlii olabildigi gibi yatay
olarak da farkli taksonlar arasimna gergeklesebilmektedir [77]. Genel olarak
konak¢ilarmin iireme dokularinda bulunmakla birlikte beyin, kas gibi somatik
dokularinda da bulunmaktadir [102].

Yapilan arastirmalara gore Wolbachia bocek tiirlerinin % 20’sinden fazlasinda
bulunmaktadir [70]. Dolayisiyla da, konakgis1 olduklar1 artropodlarin sayisi ve yayilisi
gdz Online alindiginda Wolbachia diinyadaki en yaygin Dbakteri olarak

nitelendirilmektedir [77].

Wolbachia sitoplazmik uyumsuzluk, partenogenezisi tesvik ve genetik erkeklerin
feminizasyonu gibi etkilerle konak¢ilarinin {ireme sekillerinde degisime neden oldugu
belirtilmektedir. Bu durum ya konakg¢1 popiilasyonundaki birey sayisina ya da cinsiyet
oranlar iizerinde etkili olur ve dogada disi birey sayisinin artmasina neden olur. Konak
tiremesindeki bu modifikasyon ile bakteri yayilisini arttiracak sekilde kendine bir

avantaj saglamaktadir [77].
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1.4.2.2. Cardinium

Cardinium Encarsia cinsi parazitoid arilarda partenogenezisi tesvik [85], Brevipalpus
phoenicis akarinda feminizasyon [84], Encarsia pergandiella arisinda sitoplazmik
uyumsuzluk [103] seklinde konakgisinin {ireme davranisi iizerinde etkili olan ve

cinsiyet orani bozucu bakterilerdendir [84, 85, 104].

16S rDNA genleri ile gergeklestirilen analizler, Cardinium’u Bacteriodetes grubuna
(Cytophaga—Flexibacter—Bacteroides, CFB) yerlestirmistir [85]. Ancak Cardinium CFB
grubu altinda yer almakla birlikte suanda bilinen CFB’lerden filogenetik olarak
farklidir. Dolayisiyla Cytofaga benzeri organizmalar (Cytophaga-like organisms, CLO)
olarak adlandirilmaktadir [69, 105, 106]. Diger yandan Zchori-Fein et al. [14] tarafindan

‘Candidatus Cardinium’ (Cardinium) cinsinde siniflandirilabilecegi onerilmistir.

Simbiyotik yasama adapte olan Cardinium, 6zellikle arthopod hiicrelerinde intrasellular
olarak bulunur, klasik mikrobiyolojik yontemlerle kiiltiire alinamamaktadir. Cubuk ve
dairesel sekilli olan Cardinium 0.3-2.1 pm boyutlarindadir. Morfolojik analizler
bakterinin bir hiicre duvari ve plazma membrani olmak tiizere iki katmanli bir yapidadir

[14, 107, 108].

Cardinium hem partenogenezis gibi erkek bireylerin fonksiyonelligi iizerine etki ederek
hem de feminizasyon ile disi sayisini arttiracak sekilde konakg¢isinin biyolojisini kendi
lehine degistirmektedir. Bu suretle bakteri aktarilarak kendi yayilimini saglamaktadir

[109].

Hymenoptera (Zar kanatlilar), Hemiptera (Yarim kanatlilar), Diptera (Cift kanatlilar,
Sinekler) , Protura (Duyarga bacaklilar), Acari (Akarlar) ve Araneae (Oriimcekler)
olmak {iizere arthropodlarin yaklasik olarak % 6-7’si Cardinium ile enfektelidir. Diger

taraftan nematodlarda da bulunmaktadir [73].

Cardinium hertigii cEperl genom sekanst hem gemom biiyiikliigli hem de metabolik
yollar1 bakimindan oldukga biiyiiktiir. Cardinium 6karyotik hiicre dongiisiine miidahale
edebilen bir protein setini kodlar. Bu proteinler sitoplazmik uyumsuzluk i¢in iyi bir

gosterge olarak goriilmektedir. Bunun yani sira, biyotin sentezini gerceklestirebilen
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bolgelere sahip olmasindan dolay1r konagin beslenmesinde de rol oynayabilecegi

diisiincesi vurgulanmaktadir [73].
1.4.2.3. Ricketsia

Insanda da cesitli hastaliklara neden olan Ricketsia cinsine dahil baz1 tiirler omurgali ve
omurgasiz canlilarda parazit olarak bulunan zorunlu hiicre i¢i bakterisidir. Hatta
bitkilerin ksilem ve floem gibi iletim demetlerinde de bulunmaktadir. Ancak Ricketsia
konakgis1 disinda, konak¢isindan bagimsiz, kiiltire alinamaz ve dolayisiyla
tanimlanmas1 molekiiler temelli yontemlerle gerceklestirilir. Ricketsia tiirlerinin bazilari
sadece artropodlarla iligkilidir ve bunlar bulunduklar1 konakg¢ida erkek bireylerin
6limiine neden olurlar [83, 110]. Bu 6zellik ilk olarak Weren et al., [111] tarafindan
‘ugur boceginde’ (ladybird beedle) Adalia bipunctata (Coleoptera:Coccinellidae)
belirtilmistir.

1.4.2.4. Spiroplasma

‘Mollicut’ olarak adlandirilan hiicre duvari olmayan, gram pozitif ve spiral sekilli
bakterilerdir. Genel olarak boceklerde ve bitkilerde enfeksiyona neden olan
Sipiroplasma’nin farkl gruplar1 (clade) bulunmaktadir. Konak¢isinin evrimsel siirecine
etki etmesi, beslenmesine pozitif yonde katki saglamasi ve ayni anabolik yollari
kullanmas1 Spiroplasma’nin baz1 6zelliklerindendir. Bir diger 6zelligi ise artropodlarda
yumurta yoluyla kalitilmasi ve erken gelisim siirecinde erkek dldiiriiciiliik (male killing)
seklinde cinsiyet belirlenme siirecini degistirebilecek sekilde hareket etmesidir [79, 83,

112, 113].

Spiroplasma enfeksiyonu sonucu erkek oldiiriiciiliik seklinde ortaya ¢ikan simbiyotik
yasam sekli Danaus chrysippus [79], Coleomegilla maculata [113], Adalia bipunctata
[114] ve Drosophila [115, 116] gibi artropodlarda tespit edilmistir. Bunlardan erkek
oldiirticii seklinde konakgisi oldugu artropodlarda fenotipe etki eden iki Spiroplasma
tiiri bulunmaktadir; bunlar S. ixodetis ve S. poulsonii’dir [23, 83]. Diger yandan
artropodlarda erkek oldiiriiciiliik seklinde etki eden bazi simbiyontlarin konakg¢isinin
diren¢ mekanizmasinda rol oynadigi [117] ve baz1 Spiroplasma’larin ise yine
artropodlarda simbiyotik olarak bulundugu ancak erkek oldiiriicii etkisinin bulunmadigi

da [116] belirtilmektedir.
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1.4.2.5. Arsenophonus

Arshenophonus ilk olarak Skinner [118] tarafindan Nasonia vitripennis arisinda tespit
edildiginden Arshenophonus nasonia olarak adlandirilmis ve cins olarak sistematikteki

yerini almigtir [119].

Konukgusu ile arasindaki simbiyotik 6zellik degiskenlik gostermektedir. Baska bir
degisle her konukcuda ayni sekilde bir birliktelik s6z konusu olmayip; bu iligki
fakiiltatif, zorunlu, parazit ve yararlanma seklinde degisebilmektedir. A. nasoniae
oldukca biiyiik bir genoma sahip olup en 6nemli 6zelligi ise maternal, anne yoluyla,
olarak kalitilmasi ve erkek embriyolarin 6liimiine neden olarak popiilasyonda cinsiyet

oranina etki etmesidir [86, 120, 121].

Arshenophonus enfeksiyonunun belirlendigi calismada, Skinner [118] N. vitripennis
disilerinde Arshenophonus enfeksiyonunun yaklasik % 5’inde olmasina ragmen bu
dislerin yumurtalarindan ¢ikan erkeklerin % 80’inin 6ldiiglinii belirtmistir. Bundan

dolay1 Arshenophonus enfeksiyonunu, ‘ogul 6ldiiriicii’ (son killer) olarak tanimlamistir.

Arshenophonus’un artropodlardaki yayilimi ise oldukga fazladir ki, kalitilan simbiyolar
icin kullanilan bir ifade olan, biiyiik dortlii (big four)’den biri olarak kabul edilir ve
bocek tiirlerinin yaklasik olarak % 5’inde bulunur. Bunlar 6riimceklerin (Arachnida),
kenelerin (Ixodida), sineklerin (Diptera), yarim kanatlilarin (Hemiptera), zar kanatlilarin
(Hymenoptera), sinir kanatlilarin (Neuroptera) hamam bdceklerinin (Blattodea) ve kin

kanatlilarin (Coleoptera) bazi iiyeleri konakgilaridir [86].

1.4.2.6. Hamiltonella

Bilinen tiirii Hamiltonella defensa olup gama-proteobakteri grubunun iiyesidir. Suana
kadar yaprak bitleri, bitki pireleri ve beyazsineklerde tespit edilmistir. Bilinen etkisi ise
yaprak bitlerinde larva gelisimini bloke etmesidir. Ancak patojen ve parazitoidlere karsi
ve bazi yaprak biti tiirlerinde ise ¢esitli sicaklik degerlerinde, konakgisinin savunma

mekanizmasinda da rol oynamaktadir [122, 123].

H. defensa diger endosimbiyontlardan farkli olarak laktati piruvata ve asetati asetil-CoA

ya fermente edebilmektedir. Bu metabolik yetenekleri ile oksijenin sinirli oldugu
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kosullarda yasayabilir. Diger yandan aktif transport mekanizmalar1 i¢in gerekli g¢esitli
amino asitleri, vitaminleri sentezleyebilmektedir. Bunlar bakteri agisindan 6nemli
oldugu kadar konukgusu agisindan da énemlidir. Ozellikle de karbon, azot ve oksijenin
sinirlt oldugu durumlarda ya da bu fonksiyonlardan herhangi birine sahip olmayan

konakgisi i¢in son derece 6nemli goriilmektedir [122].
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2. BOLUM
GEREC VE YONTEM

2.1. Akdeniz Meyve Sinegi Kiiltiirii icin Gerekenlerin Olusturulmasi
2.1.1. Yetistirme Kabini (Insektaryum)

AMS gelisimi tamamen sicaklik, nem ve 151k gibi ¢evresel kosullar tarafindan kontrol
edilmektedir. Dolayisiyla AMS Kkiiltiiriiniin olusturulabilmesi ve stirdiiriilebilmesi igin
dogadaki yasam kosullarina benzer kontrollii bir ortama ihtiyag duyulmustur. Burada
AMS’nin dogadaki gelisim evreleri dikkate alinarak hareket edilmistir. Nitekim AMS
erginlerinin optimum gelisimleri igin 25°C sicakliga, % 60 nispi neme ve giin 1§1gina
ihtiya¢ duyarken, AMS larvalar1 dogada meyve igerisinde gelistiginden nispeten daha az
1sikl1 bir ortama ihtiyag duymaktadir. Bu tarz bir diizenegin izolasyonlu yetistirme
kabini (insektaryum) ile saglanabileceginden insektaryum tasarlanmistir. Bunun i¢in

modifiye edilen bir buzdolab1 kullanilmistir.

Buzdolabi, ortam sicakliginin artmasi ve/veya diismesine karsi kendinden izolasyonlu
bir kabin olmasi, sicaklik yiikselmesi durumunda sogutma sisteminin kullanilmasi ve
maliyeti gibi faktorler dikkate alinarak se¢ilmistir. Temin edilen kabinde dahili sogutma
sisteminin bulunmasina karsin, sogutmanin gerektiginde devreye girmesini saglayacak
kontrol mekanizmasinin yani sira 1sitma, nem, fotoperiyot ve hava sirkiilasyon
diizenekleri bulunmadigindan bu dogrultuda modifiye edilmistir. Diger bir degisle
insektaryumlarda sicaklik, nem ve 1sik gibi parametrelerin anlik ve siirekli olarak
kontrol edilebilir olmasi saglanmistir. Bunun i¢in kabine sicaklik regiilasyonu igin
termostat, nem icin higrostat, fotoperiyot i¢in timer (zamanlayici) ve hava sirkiilasyonu

icin bir fan ile bunlarin ara bilesenleri baglanmistir.

Sogutma sistemi i¢in buzdolabmin kendi sogutma sistemi, 1sitma igin bir 1sitict
kullanilmis ve bunlarin termostatla baglantilar1 saglanmistir. Kabine nem saglamak igin
(sicakligr arttirmayacak sekilde) soguk buhar olusturmak amaciyla bir osilator
(atomizer) devresi ve su haznesi ile buhar sistemi kurulmustur. Diger taraftan kabinde
olusacak olan fazla nemin tahliyesi i¢in bir fan diizenegi kurulmustur. Ayrica siirekli

calisan bir hava sirkiilasyon fam1 da takilarak, kabin igerisinde sicaklik ve nem
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dagilimmin homojen bir sekilde olmasi saglanmistir. Isik miktari, rengi (giin 15181) ve
aydinlatma bolgesi gibi parametreler goz oniinde bulundurularak dolap biinyesindeki
151k sistemi kullanilmamistir. Bunun yerine iki adet kisa (50 cm) giin 15181 (sicak, sar1)
flioresan lamba monte edilmis ve bunlarin bir zamanlayict ile baglantilar1 yapilarak
fotoperiyot sistemi olusturulmustur. Biitiin bu bilesenlerinin (sogutma, 1sitma, nem, nem
tahliyesi, homojenezasyon fanmi ve foto-periyot) kontrol edebilmek ve istenilen bir
ozelligi devreden ¢ikarabilmek veya devreye sokabilmek icin her birine ait anahtar
bulunan bir kontrol paneli yapilarak insektaryum olusturulmustur. Ayrica
insektaryumdan bagimsiz olarak ¢alisan; AMS kafeslerindeki 6lii bireylerin alinmasit ve
kafeslerin temizligi i¢in bir buzdolabr motoru vakum-hava pompasi seklinde modifiye

edilerek insektaryuma monte edilmistir (Sekil 3.1).
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Vakum-hava pompasi

Kontrol paneli

Homojenizasyon fani

Isitma sistemi

Sekil 3.1. Akdeniz meyve sinegi kiiltiirii i¢in kullanilan sicaklik, nem ve 151k kontrollii
insektaryum.
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2.1.2. Kafes

Calismalarda kullanmak tizere Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’na bagli Bornova
Zirai Miicadele Arastirma Istasyonu Miidiirliigii (Izmir)’den AMS pupast alinmistir.
Alman pupalar yine Arastirma Istasyonu Miidiirliigii’nden aliman bilgiler dogrultusunda
30x30x30 cm (yiikseklik x derinlik x en) oOlgiilerinde tabani ve kenarlar1 tahta, tist
yizeyi ise elek teli (gozenekleri yaklasitk 1x1 mm) gerilerek ahsap kafesler
hazirlanmistir (Sekil 2.1a). Ayrica kafes igerisine (yumurta alabilmek ig¢in) {izerine
delikler acilmis sar1 renkli plastik kutular yerlestirilmistir. Kiiltiiriin su ihtiyaci 1slak
stinger ile saglanirken, besin ihtiyaci ise kafes lizerine yerlestirilen kesme seker ile
karsilanmistir. Temin edilen pupalar bu kafese yerlestirilerek yapilan insektaryumda
kiiltiire alinmistir. Ancak AMS Kkiiltiirii siiresince bu kafesin bazi agilardan (6zellikle de
bu calismanin bakterilerle yonelik olarak yiiriitiileceginden) kullanigsiz oldugu
gorilmiistiir. Bunlar, i) sineklerin 1s1k alabildikleri {ist yiizeye yoneldikleri ve
dolayisiyla kafes igerisindeki 151k miktarinin az oldugu; ii) birakilan yumurta miktarinin
ve dolayistyla da alinan yumurta miktarinin az oldugu; iii) birakilan yumurtalarin alimi
icin kafese ve dolayistyla da kiiltiire siirekli miidahale edilmesi gerektigi; iv) kiiltiiriin su
thtiyacimi  karsilamak i¢in kafes igerisindeki siingerin siirekli 1slak tutulmasi
gerektiginden kafese ve kiiltiire gilinliik miidahale gerekmesi; v) ayrica 1slak siingere
sineklerin yapisarak 6lmesi; vi) ve en Onemlisi sineklerin digkilari nedeniyle kafesin
kiiltiir sliresince temizliginin biiylik zorluklar icermesi nedeniyle kafeslerde kiiflenme
olmasidir. Bu nedenle elde edilen AMS kiiltiirii kullanilarak alternatif ve kullanish kafes

modelleri denenmistir.

AMS kiiltiiri i¢cin  kullanilabilecek kafeslere yonelik yeterince kaynak verisine
ulasilamamasi nedeniyle en azindan kafeslerdeki 11k sorununun ¢oziilmesi hedeflenmis
ve Ziimreoglu [124] tarafindan AMS kiiltiirleri i¢in kullanilabilecegi Onerilen kafes
yapilmistir. Bu kafes bir 6ncekinden farkli olarak 30x30x30 cm (yiikseklik x derinlik x
en) Olciilerinde tabami tahta, diger yiizeyleri ise tiil (gézenekleri 1x1 mm) gerilerek
hazirlanmistir (Sekil 2.1b). Kiiltiirin su ihtiyaci ayni sekilde islatilan bir siingerle,
beslemesi ise kiip sekerlerle saglanmistir. Yumurtalarda ayni sekilde kafese yerlestirilen
icerisinde nemli bir pamuk bulunan ve iizerine delikler agilan sar1 bir kutu araciligiyla

alinmaya calisilmistir. Ancak kafeslerin temizligi, kafeslere miidahale, yumurta
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aliminda yaganan sorunlardan ve disi AMS bireylerinin yumurtalar1 tiil gézeneklerinden

disar1 birakmalarindan dolay1 bu kafeslerinde kullanigsiz oldugu goriilmiistiir.

Daha sonra ilk yapilan kafesler modifiye edilmistir. Bunun icin kafesin bir yiizeyi
ortasinda delikli ve sar1 renkli bir plastik bulunan cam ile kapatilmistir. Burada cam
vasitastyla hem kafesin 15181 daha fazla almasi ve hem de yumurtalarin buradan kafese
miidahale  edilmeksizin  alinmasi  amaclanmistir.  Ayrica, sineklerin 15182
yonelmelerinden faydalanilarak, 1s1k girisinin saglandigi cam bdlmeye yerlestirilen
delikli sar1 plastiklere dogru sineklerin yonlendirilmesi ve dolayisiyla da yumurtalarin
buraya birakilmasi hedeflenmistir. Sonuglar 6nceki kafeslere goére daha iyi olmakla

birlikte yumurtalarin hemen hemen dik bir agidan alinmasinda gii¢liikler yasanmuistir.

Bu kafesler tekrar modifiye edilerek cam yiizeyi yaklasik olarak 30°’lik bir a¢iyla igeri
dogru yatirilmistir (Sekil 2.1d). Bu kafeslerden 6zellikle yumurta alim1 yoniinden daha
iyl sonuglar alinmistir. Ancak 151k miktarinin hala diisiik olmasi, su sisteminin tam
olarak calismamasi (sineklerin suya diiserek Olmesinden), yumurtalarin birakildigi
andan itibaren nemli ortamda kalmamasi ve ahsap malzemelerin birlesme
noktalarindaki sineklerin digkilarinin yikanarak temizlenememesi gibi nedenlerden

dolay1 ahsap kafeslerden istenilen diizeyde yararlanilamamaistir.

Sekil 2.1. Akdeniz meyve sinegi kiiltiirii icin denenen kafes sekilleri.

Kafeslerin AMS biyolojisine uygun, kiiltiiriin siirekliligi i¢in elverisli ve kullanish
olmas1 gerektiginden; kiiltiirlerde kur yapma, c¢iftlesme ve yumurtlama gibi

davraniglarinin incelenmesi, su ihtiyaglarinin karsilanmasi, uygun yumurtlama alani,
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1siktan maksimum diizeyde faydalanma, 6lii bireylerin alinabilmesi ve temizlik gibi
faktorler dikkate alinarak propilen plastikten kaplar kullanilarak kafesler yapilmistir.
Boylece kafeslerin maksimum diizeyde 1s1k alabilmesi, temizligi ise kiiltiir devam
ederken silinerek ve kiiltiir sonunda yikanarak gerceklestirilmesi amaglanmistir. Diger
taraftan yumurta birakma alani i¢in sar1 renkli plastik bardak kullanilmis ve bu bir
kapak ile kapatilarak yumurta alimi kolaylastirilmistir. Ayrica bu kapaga de-monte
halde su tutma 6zelligi fazla olan siinger benzeri bir materyal takilmis ve siirekli nemli
bir ortam saglamistir. Sineklerin beslenmesi aym kiip sekerler ile saglanmistir. Diger
yandan sineklerin su ihtiyaci kafes icerisine miidahale edilmeksizin disar1 ile baglantili
olan, yaklasik 100 mI’lik (15-20 giin yetecek) hazneye sahip bir sulukla karsilanmistir
(Sekil 3.2). Yapilan bu kafes sistemi (biitiin ¢alismalarda kaynak olarak kullanilan)
AMS kiiltiirlerinde kullanilmastir.
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Sekil 3.2. Akdeniz meyve sineginin kiiltiirii i¢in kullanilan kafes sistemi ve bilesenleri (a, besin ve hava girisi i¢in pencere teli gerilmis {ist
kapak; b, seffaf plastik malzeme; c, birakilan yumurtalarin nemli bir ortamda kalmasii saglayan kapak; d, AMS ovipozitérii ve
ovipozisyon; e, birakilan yumurtalar; f, yumurtalarin alinmasi; g; pulalarin kafese yerlestirilmesi; h, kiiltiir siiresince kafesten 6rnek almaya

ve kafeslerin temizlenmesine olanak saglayan miidahale kollugu).
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2.2, Arazi Cahismalar

Calismalarda kullanmak tizere AMS o6rneklemesi Haziran - Aralik 2012 aylar1 arasinda,
AMS vuruklu meyveler toplanarak gergeklestirilmistir. Arazi calismalari narenciye
iretimi yapilan 20 farkli lokasyonda gergeklestirilmistir. Arazi ¢alismalarinin

gerceklestirildigi lokasyonlarin harita {izerinde gdsterimi Sekil 2.2°de, bu lokasyonlara

ait koordinatlar ise Tablo 2.1°de verilmistir.

Sekil 2.2. Akdeniz meyve sineginin elde ediligi lokasnrarita iizerinde
gosterimi (Google earth, 2014, Google Inc.)

Tablo 2.1. Akdeniz meyve sineginin elde edildigi lokasyonlarin koordinatlari, rakimlar.

Lokasyon Koordinatlar Rakim
1 | Hatay, Antakya, Mizrakli’ 36°07' 368"K /36° 00' 148"D 85 m
2 | Hatay, Antakya, Cekmece 36° 12 '218"K / 36° 07' 520"D 127 m
3 | Hatay, Iskenderun, Merkez 36°35'127"K /36°10'211"D 8 m
4 | Hatay, Dortyol* 36°50' 749"K / 36° 13' 302"D 66 m
5 | Adana, Havutlu” 36°55'359"K /35°20"435"D 21
6 | Adana, Merkez' 37°00'432"K /35°20'333"D 33m
7 | Mersin, Tarsus’ 36° 54' 588"K / 34° 54' 541"D 16 m

(©: AMS Kkiiltiire alindi, *: Calismalarda kullanmak icin alkole alindi, x: AMS elde
edilemedi, °: Derece, ": dakika, ": Saniye, K: Kuzey, D: Dogu, m: metre).
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Tablo 2.1. (Devami) Akdeniz meyve sineginin elde edildigi lokasyonlarin koordinatlari,

rakimlari.

8 | Mersin, Mezitli* 36°44'501"K /34° 31'394"D 17m
9 [ Mersin, Alata’ 36°36'432"K /34°19'316"D 5m
10 | Antalya, Alanya, Oba™ 36°33'126"K /32° 03'346"D 20 m
11 | Antalya, Alanya, Kestel® 36°31'762"K /32° 03'323"D 3m
12 | Antalya, Manavgat™ 36°47'242"K /31°27'463"D 44 m
13 | Antalya, Serik* 36°55'185"K /31° 06' 458"D 39m
14 | Muga, Koycegiz" 36° 58' 165"K /28° 41' 198"D 28 m
15 | Mugla, Milas 37°19' 088"K /27° 46' 470"D 78 m
16 | Aydin, Merkez" 37°48'348"K /28°27'213"D 200 m
17 | Aydin, Kusadasi™ 37°43'568"K /27° 17' 230"D 62 m
18 | Aydin, Nazilli* 37°54'327"K /28° 19' 148"D 75 m
19 | izmir, Bornova®" 38°27'455"K /27° 14' 387"D 63 m
20 | Izmir, Odemis* 38°14'449"K /27° 58' 159"D 138 m

(©: AMS Kkiiltiire alindi, *: Calismalarda kullanmak igin alkole alindi, x: AMS elde

edilemedi, °: Derece, ": dakika, ": Saniye, K: Kuzey, D: Dogu, m: metre).

2.3.

2.3.1.

Akdeniz Meyve Sinegi Kiiltiirii

Vuruklu Meyvelerden Akdeniz Meyve Sineginin Elde Edilmesi

Arazi ¢aligmalarinda toplanan enfekteli (vuruklu) meyvelerden AMS elde etmek igin

Ziumreoglu [124] tarafindan belirtilen metot modifiye edilerek kullanilmistir. Bunun

icin bir ylizeyi telle kapatilmis plastik kaplar i¢erisine hacmin 1/5 oraninda yikanmis ve

steril edilmis kum doldurularak larvalarin pupa olusturabilecegi ortam hazirlanmigtir.

Bu ortama enfekteli meyveler yerlestirilmistir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Enfekteli portakal ve mandalinalardan Akdeniz meyve sineginin elde
edilmesi.

Meyvelerin yerlestirildigi kaplar oda sicakliginda (en diisiik 19°C, en yiiksek 25°C’de)
muhafaza edilerek larvalarin gelismesi ve pupa olusturmalar1 saglanmistir. Kaplar
stirekli kontrol edilmis ve kum 7. giinden itibaren giinliik olarak elenerek pupalar

alinmustir.
2.3.2. AMS’nin Laboratuvar Kiiltiirii

Pupalar AMS erginlerinin elde edilmesi ve AMS Kkiiltiirlerinin devam ettirilmesi igin
yapilan plastik kafeslere alinmistir. Kafesler Joachim-Bravo et al. [125] tarafindan
onerilen sekilde 25 + 1°C sicakliga, % 60 + 5 nispi neme ve 10:14 (aydinlik: karanlik)
fotoperiyoda sahip kosullarinin olusturuldugu insektaryuma yerlestirilmistir (Sekil 2.4).

Kiiltiirlerin su ve besin gereksinimleri giinliikk olarak kontrol edilirken, kafeslerin
temizligi (varsa Oli bireylerin alinmasi, kafeslerin silinmesi vb.) yapilmistir. Birakilan
yumurtalar giinliik olarak fir¢a yardimi ile alinmis, yumurtlama alaninin nemli kalmasi

icin kapaktaki siinger 1slatilmistir.
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Sekil 2.4. AMS kiiltiiriiniin ger¢eklestirildigi kafes ve insektaryum.

2.3.3. Larva Besi Ortam

Kafeslerden alman yumurtalar Tezcan ve Ziimreoglu [126] tarafindan belirtilen ve
bilesimi Tablo 2.2°de belirtilen sekilde modifiye edilerek hazirlanan besiortamina
(mama) aktarilmistir. Bunun i¢in tartilan besiyeri bilesenleri saf su ile 100 ml’ye

tamamlanarak hazirlanmstir.

Tablo 2.2. Larva besiortami1 hazirlanmasinda kullanilan bilesenler ve oranlari.

Larva besiortami (Mama) bilesenleri | gr/l
Kepek 230
Seker 120
Ruseym (bugday embriyosu, 6zii) 50
Maya 32
Sodyum Benzoat 2

Hazirlanan besiortami iizeri pecete ile kapatilmig ve bunun iizerine AMS yumurtalari
yaytlmistir. Besiortami daha sonra icerisinde kum bulunan, hava giris c¢ikisini
saglayacak ancak larvalarin cikisini engelleyecek, kapakli ikinci kaba yerlestirilmistir

(Sekil 2.5). Elde edilen bu larva gelistirme kafesi 25 + 1°C sicaklik, % 60 + 5 nispi nem
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ve nispeten karanlik kosullara sahip bir ortamda gelismeye birakilmigtir. Kum 7. giinden

itibaren glinliik olarak elenmis ve elde edilen pupalar temiz kafeslere alinmistir.

Sekil 2.5. Larva besiortaminin bilesenleri ve hazirlanan besiortama.

2.4. Molekiiler Calismalar
2.4.1. Total DNA izolasyonu

AMS Kiiltiirlerden rastgele alinan ergin, pupa, larva ve yumurtalar total DNA
izolasyonu i¢in kullanilmistir. Total DNA Doyle and Doyle [127] tarafindan belirtilen
CTAB (Cetil trimetil amonium bromide) metoduna gore izole edilmistir. Bunun igin
bilesimi Tablo 2.3’de belirtilen sekilde hazirlanan CTAB tamponu otoklavda steril
edilerek kullanilmistir.

Tablo 2.3. DNA izolasyonu i¢in kullanilan CTAB tamponunun bilesenleri.
5 ml’lik CTAB tamponu icin Hacim (ml)

% 5 CTAB 2

8 M Tris-HCL 0.5
8 M EDTA 0.2
8 M NaCl 1.4

Saf su 09
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Steril CTAB tamponuna kullanim &ncesinde 20 pl 2-Merkaptoetanol eklenmis ve kuru
blok 1sitict kullanilarak 60°C’ye 1sitilmistir. Bu CTAB tamponundan 200 ul alinmis ve
AMS o6rnegi (ergin, pupa, larva veya yumurta) mikrosantrifiij tiipii i¢erisinde cam baget
yardimi ile ezilmistir. Ezme islemi i¢in her bir 6rnek i¢in ayri ayr1 olacak sekilde
onceden steril edilmis cam bagetler kullanilmistir (Sekil 2.6). Elde edilen homojenizat
kuru blok 1siticida 60°C’de 5 saat siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda tiiplere
200 pl kloroform:izoamilalkol (24:1) eklenmis ve maksimum hizda 10 dk santrifij
edilmistir. Siipernatant (list faz) bir baska tiipe alinarak {izerine 2/3 oraninda
izopropanol (2-propanol) eklenmis ve 1 gece -20°C’de inkiibasyona birakilmigtir.
Inkiibasyon sonunda tiipler maksimum hizda 10 dk santrifiij edilmis, siipernatant atilmis
ve % 70’lik alkolle yikanmustir. Elde edilen pellet, dnceden 200°C sicaklikta steril
edilmis ve sogutulmus pastor firininda, 35°C’de 30 dakika siireyle kurutularak 30 pl saf
suda ¢6ziilmiis ve PCR ¢alismasi igin kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza

edilmistir.

Sekil 2.6. AMS orneklerinden total DNA izolasyonu sirasinda kullanilan malzeme ve
tamponlar (a: DNA izolasyonu i¢in kullanilan steril cam ¢ubuklar, b: kuru blok 1s1tici).

2.4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

AMS’nden izole edilen total DNA’lar edosimbiyotik bakteri taramalarinda kaynak

olarak kullanilmistir. Izole edilen total DNA’lar, onceki c¢alismalarda kullanilan
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endosimbiyontlara spesifik primer c¢iftleri dogrultusunda PCR’da c¢ogaltilarak ilgili

endosimbiyontun taramasi yapilmistir.

PCR c¢alismalar i¢in reaksiyon karisimlari, Tablo 2.4’de verilen bilesenlerle +4°C’de

(Sekil 2.7) ve toplam hacim 20 pl olacak sekilde hazirlanmistir.

Tablo 2.4. PCR reaksiyon bilesenleri ve miktarlari.

Reaksiyon karisimi bilesenleri Hacim (ul)

Taq buffer (Fermentas) 2
MgCl, (25 mM) (Fermentas) 1,8
dNTP (her birinden 10 mM) (Fermentas) 0,5
Primeri F (10mM) (Ella Biotech) 1,25
Primeri R (10mM) (Ella Biotech) 1,25
Taq Polimeraz (500 U) (Fermentas) 0,1
Izole edilen total DNA 1

Saf su 12,1

Sekil 2.7. PCR reaksiyon karigimlarinin hazirlanmasi.

Izole edilen total DNA’larin amplifikasyonlar: igin, Tablo 2.5°da belirtilen sicaklik ve
stirelerde PCR (ThermoScientific) ile gergeklestirilmistir.



Tablo 2.5. PCR amplifikasyon kosullari.
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Kosullar Siire | Dongii
On denatiirasyon 95°C 3 dk 1
Denatiirasyon 94°C 30 sn
Primer baglanma sicakligi ‘Annealing’ Tablo 2.6 45 sn 35
Uzama 72°C 1 dk
Son uzama 72°C 5 dk 1

Primerlerin baglanma sicakliklarinin ‘annealing’ belirlenmesi i¢in her bir primer ¢ifti

icin PCR cihazinda gradient (degisken sicaklik uygulamasi) (48°C — 65°C) ile elde

edilerek uygulanmistir. Diger yandan pozitif kontrol bulunamamasi nedeniyle

Wolbachia hari¢ diger endosimbiyont taramalarinda; her bir primer ¢ifti i¢in daha

onceki caligmalarda uygulanan annealing sicakliklar1 (Tablo 2.6) uygulanmustir.



Tablo 2.6. Akdeniz meyve sineginde endosimbiyotik bakteri taramalarinda kullanilan primerler.

Primer . Hedef Bakteri | Amplikon | Annealing
Ady Baz Dizisi ve Gen Bélgesi (be) °C) Referans

wspecF | 5'- YATACCTATTCGAAGGGATAG -3' Wolbachia

430 53 [18]
wspecR | 5'- AGCTTCGAGTGAAACCAATTC -3' 16S rRNA
wspF 5'- GTCCAATARSTGATGARGAAAC -3' Wolbachia

603 58 [128]
wspR 5'- CYGCACCAAYAGYRCTRTAAA -3' 16S rRNA
Ch-F 5" TACTGTAAGAATAAGCACCGGC -3' Cardinium

400 58 [76]
Ch-R 5'- GTGGATCACTTAACGCTTTCG -3' 16S rRNA
Clo-F 5'- GCGGTGTAAAATGAGCGTG -3' Cardinium

466 54 [20]
Clo-R 5'- ACCTMTTCTTAACTCAAGCCT -3' 16S rRNA
Rb-F 5'- GCTCAGAACGAACGCTATC -3' Ricketsia

900 58 [21]
Rb-R 5'- GAAGGAAAGCATCTCTGC -3' 16S rRNA
63F 5'- GCCTAATACATGCAAGTCGAAC -3' ;

Spiroplasma 450 55 [17,22]

TK55 5'- TAGCCGTGGCTTTCTGGTAA -3' 16S rRNA
ArsF 5'- GGGTTGTAAAGTACTTTCAGTCGT -3' 200 5
ArsR2 5" GTAGCCCTRCTCGTAAGGGCC -3' A”lsgg‘fl’g\?zus [23]
ArsR3 5'- CCTYTATCTCTAAAGGMTTCGCTGGATG -3' 600 52
HamF 5 TGAGTAAAGTCTGGAATCTGG -3' Hamintonella 30 o 101
HamR | 5'- AGTTCAAGACCGCAACCTC -3' 165 rRNA

41



Tablo 2.6. (Devami) Akdeniz meyve sineginde endosimbiyotik bakteri taramalarinda kullanilan primerler.

Primer L Hedef Bakteri | Amplikon .
Ady Baz Dizisi ve Gen Bélgesi (be) Annealing | Referans
27-F 5'- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG -3' Universal
' ' bakteri primeri 1,500 54°C [129]
1513 R 5'- ACGGYTACCTTGTTACGACTT -3 16S rRNA
12S CRR | 5- AAACCAGGATTAGATACCCTATTAT -3' Mitokondrial o
380 54°C [130]
12SCFR | 5- GAGAGTGACGGGCGATATGT -3' 128 rRNA

42
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2.4.3. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Goriintiilenmesi

Orneklerden total DNA izolasyonunun gerceklestirilip gerceklestirilemediginin
belirlenmesi ve PCR iirlinlerini degerlendirebilmek icin agaroz jel elektroforez yontemi
kullanilmistir. Elektroforez tamponu olarak 50X TAE (Tris, Glacial Asetik Asit, EDTA)
(Fermentas) kullanilmistir. 50X TAE her bir elektroforez ¢aligmasi sirasinda 1X olacak
sekilde seyreltilerek kullanilmistir. PCR {iriinleri i¢in % 1°lik (w/v), total DNA igin ise
%1.5’lik (w/v) agaroz (Serva) konsantrasyonunda 100 ml’lik jel 1X TAE ¢ozeltisi
kullanilarak hazirlanmistir. Karisim mikrodalga firinda tamamen ¢oziiniinceye kadar
(1.5-2 dakika) 1sitilmis ve sicakliginin 50-55°C’ye diisiinceye kadar siirekli manyetik
karistiricida karnistirllmigtir. Hazirlanan agaroz ¢ozeltisine niikleik asit boyast GelRed
(Biotium) 3 pl eklenerek bir siire daha karistirilmis ve 6nceden taraklarin yerlestirildigi
jel kasetine dokiilmiistiir. Jel katilasincaya kadar bekletilmis ve kasetten taraklar
cikarilarak icerisinde 1X TAE bulunan elektroforez tankina yerlestirilmistir. Total DNA
veya PCR f{iriinlerinden 10 pl alinarak 2 pl 6X yiikleme boyast (Loading Dye) (10 mM
Tris-HCI (pH 7.6), % 0.03 bromophenol blue % 0.03 xylene cyanol FF, % 60 glycerol,
60 mM EDTA) ile karistirilmig ve jele yiiklenmistir. Ayrica yiiriitme sonrasinda
bantlarin  degerlendirilebilmesi i¢in DNA ladder (GeneRuler 100 bp Plus)
(ThermoScientific) da jele yiiklenmistir. Yiiklemeler tamamlandiktan sonra tanka 80 V,
500 mA akim 60 dk (Consult 368) siireyle uygulanmis ve jel transiliiminator

(ThermoScientific) ile goriintiilenmistir.

Elde edilen ve elektroforez ile goriintiilenen PCR fiirlinlerinin dizi analizi RefGen
(ODTU Teknopark/Ankara) Gen Arastirmalar1 ve Biyoteknoloji laboratuvarinda ABI
3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) cihazinda ¢ift yonlii olarak (ileri ve geri)
ham DNA dizi verileri elde edilmistir. Bu veriler sekans diizenleme (alignment)
programi BioEdit (7.0.5.3v) ile diizenlenerek GenBank (National Center for
Biotechnology Information (NCBI), US) veri tabaninda BLAST (biyolojik sekans

verileri arasindaki benzerlik) analizi yapilmistir.

2.5. Sekonder Simbiyotik Bakterilere Yonelik Taramalar

AMS’nde endosimbiyontlara yonelik taramalar PCR ile gerceklestirilmistir. Taramalar

spesifik primerler dogrultusunda gergeklestirilmistir. Bu primerler ¢alismalardan elde
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edilen sonuglar dogrultusunda temin edilmistir. Diger bir degisle endosimbiyontlara
yonelik  taramalara aym1 zamanda baglanmamistir. Buna gére AMS’nde
endosimbiyontlara yonelik tarama c¢alismalarina ilk olarak Wolbachia bakterisi ile
baslanmis Cardinium ile devam edilmis olup, daha sonra sirasiyla Rickettsia,
Hamiltonella, Arsenophonus ve Spiroplasma’ya yonelik taramalarla c¢aligmanin

kapsami genisletilmistir.
2.5.1. Wolbachia Taramasi

Wolbachia taramalar1 Hatay ve Mersin’den 3, Adana’dan 2 ve Antalya, Mugla, Aydin,
Izmir’den 1’er olmak iizere toplam 12 lokasyondan (Tablo 2.1 ve Sekil 2.2) elde edilen
AMS ornekleri kullanilarak —gergeklestirilmistir. Pozitif kontrol olarak Patras
Universitesi (Yunanistan) &gretim iiyesi Dr. Georgios TSIAMIS’ten temin edilen
Wolbachia enfekteli Drosophila pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Drosophila
orneklerinden yukarida belirtilen metoda gore total DNA izolasyonu gerceklestirilmistir.

Negatif kontrol olarak ise saf su kullanilmistir.

Wolbachia tarama calismalarinda Tablo 2.6’da belirtilen WpsecF-WspecR (16S tDNA)
ve wspF-wspR (Wolbachia ylizey proteini, Wolbachia surface protein) primerleri
kullanilmistir.  Bunun igin, Izmir-Bornova’dan 25 AMS oOrneginden, diger
lokasyonlardan ise elde edilen bireylerin tamamindan izole edilen total DNA izole
edilmistir. Bu total DNA’lar {izerinden 3’er paralelli olarak wsp ve Wpsec primerleri
PCR tabanli olarak taramalar gergeklestirilmistir. Elde edilen PCR iiriinleri agaroz jel

elektroforez yontemi ile goriintiilenmistir (Sekil 3.3).
2.5.2. Cardinium Taramasi

Cardinium’a yonelik taramalar, sadece Izmir-Bornova’dan temin edilen ve kiiltiire
alman AMS ornekleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Bunun i¢in spesifik 7/6S rDNA
primerleri, Ch ve Clo (Tablo 2.6) kullanilmistir. Cardinium enfekteli bir arthropod
temin edilemedigi i¢in bu ¢alismalarda pozitif kontrol kullanilmamistir. Negatif kontrol

olarak ise saf su kullanilmistir.
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Baslangicta AMS kiiltiirinden alman 25 ergin bireyden total izolasyonu
gerceklestirilerek Ch (EllaBiotech) ve Clo (EllaBiotech) primerleri ile PCR yapilmistir.
PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezinde yiirlitimiistiir. Agaroz jeli transiliiminatorde
goriintlilendiginde, Cardinium bakterisine yonelik taramalarda oldukca spesifik oldugu
belirtilen Ch ve Clo primerleri ile, literatiir verilerine gore sirasiyla 400 bg ve 466 bg’lik
(Tablo 2.6) fragmentler (PCR iirlinleri) verirken, AMS total DNA’lar ile
gerceklestirilen bu caligmalarda sirasiyla ~320 bg ve ~200 bg’lik bantlar elde edilmistir
(Sekil 3.4). Bunun {izerine AMS Kkiiltiiriiden alinan farkli biyolojik evre 6rneklerinden
(yumurta, larva, pupa ve ergin) her birinden 10’ar paralelli olarak total DNA izolasyonu

gerceklestirilmis ve caligsmalar tekrarlanmistir.

AMS’nden izole edilen toplam 65 total DNA’nin Ch ve Clo primerleri gergeklestirilen
PCR’lar1 sonucunda bunlarin tamaminda baslangigta elde edilen sirasiyla ~320 bg ve

~200 bg¢’lik bantlar elde edilmistir.

Elde edilen bantlarin, literatiir verilerine uymamasi nedeniyle ve spesifik olmayan bir
baglanmanin sonucundan kaynaklandig1 diisiincesiyle PCR c¢aligsmalari; reaksiyon
sartlart (MgCl,, primer ve Taq polimeraz miktarinin azaltilmasi gibi) ve kosullar
(annealing sicakliginin arttirilmasi) zorlanmistir. Ancak s6z konusu fragmentlerin

amplifikasyonu literatiir sinirlar1 dahilinde denenen her durumda gergeklesmistir.

Elde edilen sonuglar iizerine hem Ch hem de Clo primeri ile elde edilen PCR
{iriinlerinin dizi analizi (sekans) yaptirilmistir. ileri (Forward) ve geri (Reverse) yonlii
sekans sonuglar1 BioEdit programi kullanilarak diizenlenmistir. Her iki primer ciftinin
baz dizileri bir birleriyle hizalanmasina (alignment) karsin, elde edilen diziler GenBank

(NCBI) veri tabaninda herhangi bir organizma ile eslesmistir.

Ayrica her iki primer ¢ifti farkli firmadan (Fermentas) temin edilerek de diziler kontrol
edilmistir. Ancak primerler firma farki gézetmeksizin istikrarli bir sekilde aynt PCR
tiriinlerini vermistir.

Sonuglar  dogrultusunda, c¢alismalar bu durumun aydinlatilmast  iizerine

yogunlastirilmistir.
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2.5.2.1. Ch ve Clo Primer Uriinlerinin Eliminasyonu icin Antibiyotik Uygulamasi

Ch ve Clo primerleri ile elde edilen sonucglar ve ¢aligmalarda kullanilabilecek
Cardinium enfekteli bir pozitif kontrol bulunamamasi nedeniyle; s6z konusu bantlarin
kaybedilmesi i¢cin AMS bireylerine antibiyotik uygulamasi1 gergeklestirilmistir. Diger
bir degisle antibiyotik kullanilarak Ch ve Clo primer c¢iftleri ile elde edilen bantlarinin
kaybedilmesi ve dolayli olarak bu bantlarin Cardinium’a ait olup olmadiginin
belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla Cardinium enfeksiyonlarinina  karsi
kullanilabilecegi belirtilen penisilin G (Ulugay) [69, 131], amfisilin (Sigma) [131] ile
genellikle Wolbachia igin kullanilan tetrasiklin (Bio Basic) [69, 131] antibiyotikleri
kullanilmastir [132].

Antibiyotikler larva besi ortamina ve ergin bireylere sirasi ile % 0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3,
0.4, 0.5, 1, 1.5 ve 2 (gr/l) oranlarinda uygulanmistir. Uygulamalar AMS’nin biyolojik
evreleri (yumurta, larva ve ergin) ve antibiyotiklerin etkin doz esigi gibi farkli

parametreler dikkate alinarak gerceklestirilmistir. Bunlar;

»  Yumurtalarin antibiyotik iceren larva besiortamina alinmasi,

» 1 glin yagindaki larvalara antibiyotik verilmesi,

»  2.instar (6 giin yasindaki larva) asamasindaki larvalara antibiyotik verilmesi,

» 1 giin yasindaki larvalara 12’ser saat arayla antibiyotik uygulanmasi,

» 1 glin yagindaki larvalara 24’er saat arayla antibiyotik uygulanmasi,

»  Antibiyotikli ortamdan elde edilen pupalardan ¢ikan erginlere ayni dozda
antibiyotik iceren sekerli su (% 10’luk siikroz) verilmesi,

»  Antibiyotikli ortamdan elde edilen pupalardan ¢ikan erginlere ayni dozda

antibiyotik iceren protein hidrolizat verilmesi,

»  Sadece erginlere antibiyotik uygulamasi, olmak tizere 8 farkli sekilde denenmistir.

Antiyotik uygulamas1 yapilan AMS bireyleri ayr1 ayr1 deneme kafeslerine (Sekil 2.8)
alimmig ve bu kafeslerde kiiltiirler 2 nesil devam ettirilmistir. Biitiin denemeler 3’er
paralelli olarak kurulmustur. Antibiyotik denemelerinde amacin s6z konusu bantlarin
kaybedilip kaybedilemediginin belirlenmesi oldugu i¢in antibiyotiklerin AMS
biyolojisine ne sekilde (6miir uzunlugu, yumurta verimliligi, yumurtadan ve pupadan

c¢ikis oranlart vb.) etki ettigi arastirilmamaistir.
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Sekil 2.8. Akdeniz meyve sinegi yumurta, larva ve erginlerine antibiyotik
uygulamasinda kullanilan kafes.

Eger Cardinium enfeksiyonu varsa ve bunun eliminasyonunun gergeklestirilip
gerceklestirilemediginin  belirlenmesi amaciyla antibiyotik uygulanan kiiltiirlerden
rastgele alinan 10 bireyden total DNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen total DNA’lar
Ch ve Clo primeri ile amplifiye edilerek elektroforez g¢alismalari tekrarlanmistir.
Jellerde sirasila 200 b¢ ve 320 bg¢’lik bantlarin giderilip giderilemedigi kontrol
edilmistir. Caligmalarda pozitif kontrol olarak antibiyotik uygulanmamis kiiltiirden
alinan bireyler kullanilirken negatif kontrol olarak DNA yerine saf su kullanilmistir.
Ayrica antibiyotik uygulanan AMS Kkiiltiirleri 2 nesil siiresince takip edilerek DNA
izolasyonu ve PCR calismalar1 tekrarlanarak s6z konusu primerlerin bantlar1 kontrol

edilmistir.

2.5.2.2. Ch ve Clo Primerlerinin Baglanma Olasiliklarinin Belirlenmesi

Ch ve Clo ile elde edilen sonuglara ilave olarak antibiyotik denemelerinde de bu

bantlarin kaybedilememis olmasi spesifik olmayan bir baglanmay1 ve bu dogrultudaki
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bir amplifikasyonun iirlinii olarak diisiiniilmiistiir. Ancak, calismalarda s6z konusu
primerlerin ve amplikonlarinin kararli bir sekilde elde ediliyor olmasi ve sekans
verilerinin agiklanamamasi iki noktanin sorgulanmasina neden olmustur. Bunlar, s6z
konusu primerlerin baglanmasi spesifik mi/degil mi. Ancak her iki sorunun da cevabi
AMS genetik materyalinde olabilecegi gibi mikrooflorasinda da olabilir. Diger bir
degisle bu primerlerin spesifik olarak ya da olmayarak baglanmasi ve amplifikasyonu,
AMS genomunun bir bolgesinde olabilecegi gibi mikroflorasindaki bir organizma

genomun bir bolgesinde de olabilir.

Bu sorular1 ve olasiliklar1 ac¢iklamak i¢in; Ch ve Clo bantlarinin bir sonraki nesilde de
cikmasindan hareketle ve bu primerlerin baglanma olasiliginin bulundugu (AMS
ve/veya bakteri) DNA bolgelerini mikro diizeyde elde etmek icin AMS yumurtasindan
izole edilen total DNA kaynak olarak kullanilmistir. Bunun i¢in /6S rDNA tiniversal
bakteri primer ¢ifti (27 F, 1513 R) ile 12§ mitokondrial DNA (mtDNA) (CFR-CRR)
primer c¢ifti (Tablo 2.6) temin edilmistir. Burada hem /6S rDNA primerleri ile
yumurtada bir bakteri bulunup bulunmadigi, hem de 7/2S mtDNA primerinin PCR
tiriinlerinden elde edilecek sekans verisinde Ch ve Clo primerlerinin olast spesifik

olmayan bir baglanma durumlarinin belirlenmesi amaglanmustir.

Bunun i¢in AMS Kkiiltiiriinden steril mikrosanrifiij tliplerine ayr1 ayri yumurta (her
birinde en az 100’er yumurta olacak sekilde) alinmistir. Her bir tiipteki yumurtalarin
yiizey sterilizasyonu Quesada-Moraga et al. [133] tarafindan belitilen % 1 NaOCl

¢ozeltisi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Yiizey sterilizasyonu gergeklestirilen yumurtalar cam baget ile ezilerek DNA izolasyon
islemine tabii tutulmustur. Yumurtalardan total DNA elde edilip edilmedigini anlamak
icin elektroforez yontemi kullanilarak yiiriitilmiistiir (Sekil 3.7). DNA izolasyonu
gerceklestirilen yumurta 6rneklerinden /65 rDNA ve 128 mtDNA primer giftleri ile PCR
yapilmigtir. /16S *DNA primeri i¢in pozitif kontrol olarak Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853) bakterisinden izole edilen total DNA kullanilmistir. /6S rDNA ve 12§
mtDNA primer ¢iftleri ile elde edilen PCR fdiriinleri agaroz jel elektroforezinde

goriintliilenmistir (Sekil 3.8). 16S rDNA ve 12S mtDNA primer ciftleri ile elde edilen



49

fagmentlerden (her bir primer i¢in) 2’ser 0rnek dizi analizine gdnderilmistir. Sekans

analizi ile elde edilen veriler BioEdit programi kullanilarak alignment yapilmastir.

2.5.3. Akdeniz Meyve Sinegi Yumurtalarmmin Yiizey Sterilizasyonu ve Bakteri

Taramasi

16S rDNA ile ~ 1500° b¢’lik bantlarin sekansi ile elde edilen baz diziliminin son derece
karisik oldugu (2 ya da daha fazla DNA’ya ait baz dizilimini igerdigi) belirlenmistir. Bu
durumun olas1 nedenlerinden biri, DNA izolasyonunun gerc¢eklestirildigi yumurtalarin
(100 adet) sayis1 olarak diisiiniilmiistiir. Diger neden olarak da kullanilan yumurtalarin
acilmaya yakin olmasindan ve/veya yiizey sterilizsayonu sirasinda lizis olan
(pargalanan) bakterilerin genetik materyalinden kaynakli bir kontaminasyon nedeniyle
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bir diger neden ise bu durumlardan kaynakli olmayan,
gercekten yumurta igerisinde var olan bakteri(ler) nedeniyle sekans sonuglarinin karisik

ciktig1 diigiinilmiistiir.

Bunun i¢cin AMS kiiltiiriinden yaklasik 1 saatlik ve bir tiipte maksimum 10 adet olacak
sekilde yumurta alinmistir. Bunlarin yiizey sterilizasyonlar1 ayni sekilde NaOCl
cozeltisi kullanilarak gergeklestirilmistir. Ancak NaOCI konsantrasyonu % 5 olarak

modifiye edilmistir.

Yumurtalarin ~ ylizey sterilizasyonunun  gerceklestirilip  gerceklestirilemediginin
belirlenmesi i¢in yikama suyundan (her bir tiipten) ayr1 ayr1 iki Nutrient broth besiyeri
iceren tiiplere inokiilasyon yapilmistir. Tiiplerden biri aerobik kosullarda digeri ise
anaerocult (Merck) ve anaerobik jar kullanilarak anaerobik kosullarda 72 saat siireyle
28°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresince broth besiyerlerinde iireme olup
olmadig1 her giin kontrol edilmistir. inkiibasyon sonunda her bir tiipten (aerobik,
anaerobik tiiplerden) Nutrient agar besiyerlerine inokiilasyon yapilmis, ayni sekilde
aerobik ve anaerobik kosullarda 72 saat 28°C’de inkiibasyona birakilmustir (Sekil 3.11).
DNA izolasyonlar1 saglanmistir. Bu ¢aligmalar, ylizey sterilizasyonu gerceklestirilmis
yumurta igeren 10 farkli tiipten (10 tekerriirlii) ve bunlarin her birinden 3’er paralelli

olarak yapilmistir. Ayrica kontrol olarak kullanmak igin;
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. Yiizey sterilizasyon islemlerinden ve DNA izolasyon asamalarindan gegirilmis 3

steril mikrosantrifiij tiipii (SK)

. Sadece DNA izolasyon asamalarindan gecirilmis 3 mikrosantrifiij tiipii (IK)

. DNA sulandirma suyundan (sulandirma suyundan kontrol, SSK) 3 kontrol
ornegi

. Diger PCR ¢alismalarinda da kullanilan PCR reaksiyon karisitmini hazirlamada

kullanilan su (master mix negatif kontrol, NK), olmak iizere 4 farkli asama kontrol

edilmistir.

2.5.3.1. Akdeniz Meyve Sinegi Yumurtalarindan 16S rDNA Primeri ile Elde

Edilen PCR Uriinlerinin Arastirilmasi

Yiizey  sterilizasyonu  gergeklestirilen ~ yumurtalardan ~ DNA  izolasyonu
gerceklestirilmistir. Izole edilen total DNA’lar Ch, Clo, 16S rDNA ve 12S mtDNA
primer ciftleri ile amplifiye edilmistir. Elde edilen PCR iiriinleri agaroz jel elektroforez
ile goriintiilenmis ve dort primer ¢iftinin de fragmentler verdigi goriilmiistiir (Sekil 3.12
ve Sekil 3.13). 16S rDNA primeri ile elde edilen fagmentlerden 2’ser 6rnek tekrar dizi
analizine gonderilmistir. Sekans analizi ile elde edilen verileri BioEdit programi

kullanilarak diizenlenmistir.

Dort farkli asamasi kontrol edilen, ylizey sterilizasyonu gergeklestirilen (sayist
azaltilmis yaklasik 1 saatlik) yumurtalardan izole edilen DNA’larla gergeklestirilen
ikinci ¢alismada da, /6S rDNA tiniversal primeri ile ~1500 b¢’lik PCR iiriinlerinin
sekansi da ilk caligmadan elde edilen sekans verisi ile ayni sekilde oldukea karisik (2 ya

da daha fazla DNA’ya ait baz dizilimini igerdigi) baz dizilimi elde edilmistir.
2.5.4.1. Arsenophonus, Hamiltonella, Rickettsia ve Spiroplasma Taramasi

16 rDNA primer c¢ifti ile ile AMS yumurtalarinda bakteri oldugu goriilmiis, ancak
literatiir verilerinde AMS’de bu sekilde yumurta yoluyla kalitilan bir veya birkag
bakterinin bulunduguna iligkin veri bulunamamistir. Buna gore, /16S rDNA ile elde

edilen fragmentler hangi bakteriye (ya da bakterilere) ait, sorusuna cevap aranmistir.
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Ortaya ¢ikan bu durumu agiklayabilmek i¢in artropodlarda yumurta yoluyla kalitildig:
belirtilen diger endosimbiyontlar; Arsenophonus, Hamiltonella, Ricketsia ve
Spiroplasma i¢in kullanilan spesifik primerler (EllaBiotech) (Tablo 2.4) temin

edilmistir.

Bu ¢alisma icin AMS Kkiiltiiriinden rastgele secilen farkli evrelerdeki (ergin, pupa, larva
ve yumurta) yaklasik 35 Ornekten total DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. izole
edilen total DNA’lar spesifik primerler ile ¢cogaltilmigtir. PCR f{iriinleri elektroforezde
goriintlilenmistir (Sekil 3.14 ve Sekil 3.15). Elde edilen PCR 6rneklerinden 3’er 6rnek
dizi analizine gonderilmistir. Sekans analizi ile elde edilen veriler BioEdit programi

kullanilarak alignment yapilmaistir.
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3. BOLUM
BULGULAR

Bu tez c¢alismasi birbiri ile baglantili olarak 2 asamada gerceklestirilmistir. Birinci
asamada AMS kiiltiirii i¢in gerekenler olusturulmus, ikinci agamada ise tez ¢alismasinin
esas konusu olan AMS’de endosimbiyotik bakterilere yonelik taramalar yapilmistir. Bu
asamalarda gerceklestirilen her bir calisma ise bir onceki ¢alismadan elde edilen veriler
dogrultusunda ortaya g¢ikan soru(lar1) cevaplamaya yonelik olarak ilerletilmis ve elde

edilen sonuclara gore bir sonraki ¢aligmanin planlamasi yapilmistir.
3.1. AKkdeniz Meyve Sinegi Kiiltiirii icin Insektaryum ve Kafes Sistemleri

Bu calismada AMS’nin kiiltiire alimmasi i¢in; biyolojisine uygun kosullara sahip
insektaryum yapildi. Bu, bir buzdolabmin modifiye edilmesiyle saglandi. Insektaryum
1sitma, sogutma, nem saglama ve tahliye sistemi ile fotoperiyot diizenekleri sayesinde
benzer calismalar1 da yiiriitebilecek sekilde tasarlandi. Oyle ki yapilan insektaryum 675
It net kullanilabilir hacmi sayesinde 30 x 30 x 30 (en x boy x derinlik) Sl¢iilerindeki
kafeslerden 22 tanesi ayni anda kiiltiire alinabilmekletedir (Sekil 3.1). Suana kadar
insektaryumda basta AMS olmak iizere aralarinda Sitophillus granarius, Sitophilus

oryze, Drosophilla spp. Bacterocera olea gibi farkl tiirler kiiltiire alind1.

AMS icin uygun gelisme kosullarinin saglanmasindan sonra, AMS Kkiiltiirliniin
sirdiiriilebilirliginin ve denemelerin saglikli bir sekilde gergeklestirilebilmesini
saglayacak sekilde farkli oOzelliklere sahip kafesler denendi. Yapilan literatiir
taramalarinda bu konuya iliskin ¢ok az bilgi verildigi goriilmiistiir. Elde edilebilen
literatiir taramalarindan elde edilen kismi veriler ve hali hazirda AMS kiltiiriinde stres,
151k girisi vb. gibi olumsuz etkisi olmayacak, kiiltiirden maksimum verim (yumurta ve
Omiir uzunlugu gibi) alimmasimi saglayacak, temizligi ve dayamikliligi gibi faktorler
bakimindan kullanigh bir kafesin yapimi i¢in ¢alismalar yapildi. Bu ¢alismalar deneme
yanilma yoluyla en uygun ve kullanigli olan kafesi olusturuncaya dek siirdiiriildii. Bu
denemeler sonucunda ahsap bazli kafeslerin basta 1s1k girisi ve temizlik gibi nedenlerle
kiiltliriin devamlilig1 a¢isindan dezavantajli oldugu goriildii. Dolayisiyla ahsap malzeme
yerine plastik bazli kafeslerin daha kullanish ve AMS Kkiiltiiri agisindan daha verimli

oldugu goriildii.
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Bu tez ¢alismasinin direk konusu olmamasi nedeniyle; denenen kafes tipleri arasinda
detayli bir inceleme yapilmadi. Ancak sadece gozlemlere ve bir takim oOlgiimlere
dayanarak; AMS kiiltliri i¢in en avantajli kafesin olusturulmasit amaglanmis ve bazi

kriterler belirlenmistir. Bunlar;

> Kafes bakimlarinin kolay olmasi, (besin ve su ihtiyacinin karsilanmasi,
yikanarak temizlenebilmesi gibi)

> Seffaf bir yapida olmasi (kiiltiirde leg davranisi, ¢iftlesme, yumurta birakma gibi
faaliyetlerin takip edilebilmesi ve 1siktan maksimum diizeyde yararlanma gibi)

> Verimliliginin yiiksek olmasi1 (kafeslerin en az 100 birey kapasiteli olmasi,
bireylerin minimum 55 giinliik yasamasi, kiiltiirden maksimum sayida yumurta alinmasi
ve alinan yumurtalarin yiiksek ag¢ilma orani gibi),

> Kiiltiirde strese neden olmayacak sekilde kafese miidahalenin en aza

indirilmesidir.

Bu noktada belirtilmesi gereken bir gézlem de; kafesten yararlanabilmek i¢in diger bir
degisle AMS kiiltiiriinii devam ettirebilmek i¢in elzem olan kafes parcasinin, belki de en
onemlisinin, yumurtlama boliimiiniin oldugu goriildii. Burada AMS ovipozitoriiniin
uzunlugu nedeniyle kullanilacak malzemenin et kalinligmmin, malzemenin kolay
islenebilmesinin ve statik elektriklenme gibi bir¢cok faktdriin 6nem arz ettigi belirlendi.
Oyle ki huni haline getirilerek kullanilan plastik sar1 renkli spiral kitap kapaklarina
statik elektriklenmeden dolay1 oldugu diisiiniilen nedenle AMS’nin yumurtlamasi bir

yana iizerine bile konmadig1 gézlemlendi.
3.2. AMS’nde Endosimbiyotik (Sekonder Simbiyot) Bakteri Taramasi

Bu boliimde, tarama c¢alismalarina ilk olarak Wolbachia bakterisi ile baslanmistir ve
elde edilen veriler dogrultusunda ¢aligmalarin kapsami genisletildi. Dolayisiyla konu

biitlinliigiiniin bozulmamasi i¢in elde edilen bulgular ¢calisma sirasina gore verildi.

3.2.1. Wolbachia Taramasi

Wolbachia’ya yonelik tarama c¢aligmalari i¢in kullanilan AMS 6rneklemeri Tablo 1°de
belirtitilen lokasyonlardan, temin edilebilen, AMS Ornekleri iizerinde gercgeklestirildi.

Wolbachia taramas1 Hatay-Antakya (Cekmece, Mizrakli), Hatay-Iskenderun, Adana
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(Merkez, Havutlu), Mersin (Tarsus, Mezitli, Alata), Antalya-Manavgat, Mugla-Milas,
Aydm, Izmir-Bornova olmak iizere toplam 12 lokasyonda gerceklestirildi. PCR tabanli
olarak yapilan taramalar sonucu elde edilen jel resmi Sekil X’dedir. (Elektroforez
calismasinda 16’11 tarak kullanilmasindan ve primerlere iliskin sonuglarin bir arada
verilmesinden dolayi, jel resminde Aydin hari¢ diger lokasyonlardan birer 6rnek

goriinmektedir.)

Sekil 3.3. Wolbachia primerleri ile gerceklestirilen aplifikasyon sonrasinda elde edilen
PRC iiriinlerinin elektroforezindeki jel goriintiisii. [L, Ladder; 1. — 7. siitunlar Wspec
primeri ile (1, Hatay; 2, Adana; 3, Mersin; 4, Antalya; 5, Mugla; 6, Izmir; 7, Negatif
kontrol); 8. — 14. siitunlar wsp primeri ile (8, Hatay; 9, Adana; 10, Mersin; 11, Antalya;
13, Mugla; 14, izmir; 15, Negatif kontrol)]

Sekilde de goriildiigli gibi pozitif kontrolde Wspec ve wsp primerleri ile gergeklestrilen
PCR sonucu sirasiyla ~400 b¢ ve ~500 bg’lik bantlar elde edildi. Diger yandan
Hatay’dan Izmir’e kadar olan sahil seridinde yer alan 12 lokasyondan elde edilen AMS
bireylerinde ise bu bantlar tespit edilmedi. Dolayisiyla bu sonuca gore belirtilen
lokasyonlar itibariyle Tiirkiye’deki AMS popiilasyonlarinda Wolbachia enfeksiyonu
yoktur.

3.2.2. Cardinium Taramasi

Cardinium bakterisine yOnelik taramalarda bu bakteri i¢in spesifik CAF-ChR (168
rDNA) ve CloF-CloR (16S rDNA) primerleri kullanildi. Ancak arazi calismalari
sirasinda Izmir-Bornova disindaki lokasyonlardan siirli sayida elde edilen AMS

ornekleri Wolbachia taramalari i¢in kullanildigindan, bu ve bundan sonraki ¢alisma


Aydin
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bulgular1 kiiltiire alinan Izmir-Bornova temin edilen AMS Kkiiltiiriinden elde edilen

verilerdir.

Ch ve Clo primerleri (Tablo 2.5) ile gergeklestirilen Cardinium bu tarama
caligmalarinda, enfekteli bir 6rnek temin edilemedigi i¢in pozitif kontrol olmadan
yapildi. PCR tabanli olarak yapilan taramalar sonucu elde edilen jel resmi Sekil

3.4°dedir.

Sekil 3.4. Cardinium primerleri ile gerceklestirilen aplifikasyon sonrasinda elde edilen
PRC iirtinlerinin elektroforezindeki jel goriintiisti. [1. — 7 siitunlar Ch primeri ile (1,
EDI; 2, ED2; 3, ED3; 4, EE1; 5, EE2; 6, EE3; 7, Negatif kontrol), 8. — 14. siitunlar Clo
primeri ile (8, ED1; 9, ED2; 10, ED3; 11, EEI1; 12, EE2; 13, EE3; 14, Negatif kontrol).
L, Ladder; ED, Ergin disi; EE, Ergin erkek.]

Cardinium i¢in spesifik olan Ch ve Clo primerleri literatiir verilerine gore sirasiyla 400
b¢ ve 450’lik bantlar vermesi gerekirken, PCR ¢aligmalar1 sonucunda sirasiyla ~200 bg
ve ~320 bg¢’lik bantlar elde edildi. Bu calismalar AMS kiiltliriinden rastgele segilen
yaklasik 65 birey ile tekrarlanmis ve istikrarli bir sekilde Ch ve Clo primerlerinin ~200
be ve ~320 be¢’lik bantlar verdigi goriildii.

Diger yandan her iki primerin baz dizisinin kontrolii i¢in ayr1 bir firmadan (Fermentas,
Thermo, Almanya) temin edilen primerler kullanildi. Ayrica ¢alisma ortaminin ve PCR
cihazinin kontrolii igin ¢alismalar tamamen yeni PCR seti ile Ahi Evran Universitesi,
Ziraat Fakiiltesi biinyesindeki bagka bir PCR (Cleaver Scientific) ile tekrarlandi. Farkli
firma primerleriyle ve farkli PCR cihaziyla ile gegeklestirilen calismalarda da Ch ile
~200 bg ve Clo ile ~320 bg¢’lik bantlar elde edildi.
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Ayrica s6z konusu primerler ile elde edilen primerlerin gercekten Cardinium’a ait olup
olmadiginin dolayli olarak belirlenmesi icin AMS 06rneklerine penisilin G, amfisilin ve
tetrasiklin antibiyotikleri kullanildi. Antibiyotikler AMS’nin farkli biyolojik evrelerine
cok yonlii olarak uygulandi. Ancak s6z konusu PCR iiriinlerinin antibiyotik

uygulamalarina ragmen giderilemedigi goriildii.

3.2.2.1. Ch ve Clo Primerleri ile Elde Edilen Dizlerin Analizi

Ch ve Clo primerleri ile elde edilen PCR fragmentlerinden DNA dizi analizi yaptirildi.
Fragmentlerin sekansi sonucunda Ch primerlerinin ileri ve geri yonlii (CAF ve ChR igin)
sirastyla 172 bg’lik ve 168 bg’lik baz dizisine sahip oldugu; Clo primerlerinin ise (CloF
ve CloR i¢in) sirasiyla 283 bg’lik ve 279 bg¢’lik baz dizisine sahip oldugu goriildii.
Oldukca temiz oldugu goriilen (Sekil 3.5.a ve Sekil 3.5.b) bu ileri ve geri yonlii baz
dizileri arasinda ise birebir eslesmenin (sequence alignment) oldugu goriildii. Bu
dizilerin her birinin BLAST analizi GenBank (National Center for Biotechnology
Information, NCBI) veri tabaninda yapildi. BLAST analizi sonucunda ise elde edilen

diziler herhangi bir organizmaya ait olmadig1 goriildii.

% ABI Chromatogram: C\Users\naz\Desktop\Tayfun KAVA\CFL.abl = ==

‘Sample: 110-CF |File: C:Usars na= Desietop Tayfun KATACF1 251

IGGGACTTCCCCTTATT{CA & A A& A & T CATT

A A WV

Sekil 3.5.a. ChF ile elde edilen ~170 bg’lik baz dizisinin kromatogrami (bazlarin
fliioresan pikleri) (BioEdit sequence alignment editor).

% ABI Chromatogram: C:\Users\naz\Desktop Tayfun KAYA\CRI ab1 =N
"7_ %’ Selacat Sample: 110-CR |File: C:Users'nazr' Dasktop' Tayfon KAYACR1.2b1

% 100 110
| a4 @ @eT T A€ T € T AT €@ T G T A& T. €A A T T G C A A A T € T oA W
1 ]

Sekil 3.5.b. ChR ile elde edilen ~170 bg’lik baz dizisinin kromatogrami (bazlarin
fliioresan pikleri) (ters ¢cevrilmemis) (BioEdit sequence alignment editor).
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$ ABI Chromatogram: C:\Users\naz\Desktop\Tayfun KAYA\CloF.abl o[- [

ong |Sample: 12-TKF |File: C:Usersinaz Desktop! Tayfon KAYA'CloF abl

240 250 260 270
T T ¥ € T A A T T T €A A A €A € A A& A T 6 € A A 6 G © T T & A € T T A

Sekil 3.6.a. CloF ile elde edilen ~280 b¢’lik baz dizisinin kromatogrami (BioEdit
sequence alignment editor).

55 ABI Chromatogram: C:\Users\naz\Desktop\ Tayfun KAYA\CloR.abl ===
“““““ elocted nong | S2mple: 12-TKR |Fia: CiUsersinaz Dasktop! Tayfon KAYA'CloR 2b]

250 260 270
A€ € €A T A ATC €CAC CAC CACG €Tc AT TTTACGCATGCCG C

ki | =

Sekil 3.6.b. CloR ile elde edilen ~280 bg’lik baz dizisinin kromatogrami (ters
cevrilmemis) (BioEdit sequence alignment editor).

3.2.2.2. AMS Yumurtalarindan Elde Edilen 728 mtDNA ve 16S rDNA Dizilerinin

Analizi ve Bunlar icerinde Ch ve Clo Dizilerinin Taranmasi

Ch ve Clo primerleri kullanilarak gerceklestirilen daha dnceki ¢aligmalarda ¢ok spesifik
olarak nitelendirilmesine karsin, sirasiyla 170 bg¢ ve 280 bg’lik bantlara veya benzeri
spesifik olmayan bir literatiir verisine ulagilamadi. Ancak her iki primer ¢ifti ile elde
edilen fragment dizilerinin kendi icerisinde (ileri ve geri yonlii) birbirleriyle ortiismesi

ve bunlarla GenBank veri tabaninda bir sonug¢ alinamamasi nedeniyle;

o Ch ve Clo primerleri ile elde edilen PCR iiriinleri spesifik bir baglanmanin iiriinii
mii, yoksa spesifik olmayan bir baglanmanin iiriinii mii,

. Her iki durum i¢in de gecerli olmak {izere; bu baglanma bakteri genetik
materyaline mi, AMS genetik materyaline mi, (diger bir degisle, bu baz dizisinin kalib1
hangi organizmaya ait,)

. Spesifik bir baglanma ve bu baglanma AMS genetik materyaline ise bu durum
lateral gen transferinden mi kaynaklaniyor,

. Primerler spesifik olmayan bir sekilde baglaniyorsa bile, sekans sonucu elde

edilen baz dizisi nedir, sorularina cevap arandi.

Bu durum ve sorular1 cevaplamak i¢in arthropodlarda kullanilan mitokondrial DNA

primeri (/28 mtDNA, CFR-CRR) ile liniversal bakteri primeri (/6S rDNA, 27F-1513R)
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(Tablo 2.5) kullanildi. Ayrica hem 12§ mtDNA ve 16S rDNA primerlerinin hareket alani
daraltmak hem de s6z konusu PCR iirlinlerinin her nesilde tespit edilmesi nedeniyle
AMS yumurtalar1 kullanildi. Burada /6S »DNA primeri ile kalitilan bakterinin bulunup
bulunmadiginin belirlenmesi amaglandi. Ayrica 12§ mtDNA primer {iriiniiniin baz dizisi
ile Cardinium primerleri ve bunlarin {iriinleri arasinda herhangi bir benzerlik olup

olmadiginin belirlenmesi amaglandi.

Bunun i¢in % 1’lik NaOCI ile yiizey sterilizasyonundan gecirilmis yaklasik 100’er
yumurtadan izole edilen total DNA’lar (Sekil 3.7) 12S mtDNA ve 16S rDNA ile
cogaltildi. PCR iiriinlerinin elektroforezi sonucunda /2§ mtDNA primeri ile 400 bg’lik,
168 rDNA primeri ile 1500 b¢’lik fragmentler elde edildi (Sekil 3.8).

Sekil 3.7. Akdeniz meyve sinegi yumurtalarindan izole edilen total DNA’larin agaroz
jel eletroforezindeki goriintiisii.



59

Sekil 3.8. Yumurta total DNA’larindan /2§ mtDNA ve 16S rDNA primerleri ile
gerceklestirilen PRC ile elde edilen iiriinlerinin agaroz jel elektroforezindeki goriintiisii.
[1. — 7. siitunlar /2§ mtDNA primeri ile (1, Y1; 2, Y2; 3 Y3; 4, Y4; 5, Y5; 6, Y6; 7
Negatif kontrol), 8. — 14. siitunlar /6S »rDNA primeri ile (7 PK; 8, Y1;9 Y2; 10, Y3; 11,
Y4; 12, YS5; 13, Y6; 14, Negatif kontrol). L, Ladder; Y, Yumurta total DNA izolatlar1].

12S mtDNA primer ¢iftinin PCR irilinlerinin dizi analizleri BioEdit programi
kullanilarak diizenlendi. Bu dizilerin her birinin BLAST analizi GenBank veri tabaninda
yapildi. BLAST analizi sonucunda /28§ mtDNA primeri ile elde edilen baz dizisi Spanos
et al. [134] tarafindan gergeklestirilen AMS mitokondrial genomunun belirlendigi
calismadaki sekans verisi (15980 bg) (GenBank: AJ242872.1) ile % 99 benzerlik
goriildli. 12S mtDNA primerleri CFR ve CRR’1n, bu 15980 b¢’lik AMS mitokondrial
DNA baz dizisinin sirasiyla 14248-14268 ve 14625-14650 bolgelerine baglandigi
gortldii (Tablo 3.1).

Hem /2S5 mtDNA primeri ile elde edilen baz dizisinde hem de 15980 bg¢’lik mitokondrial
DNA baz dizisinde, Ch ve Clo primerlerinin baglanma olasilig1 bulunan bir bolge olup
olmadig1 tarandi. Her iki baz dizisinde de Cardinium primerleri i¢in baglanma

olasiligina sahip bolge tespit edilemedi.

16S rDNA primer ¢iftinin PCR {riinlerinin dizi analizleri de BioEdit programi
kullanilarak diizenlendi. /6S ¥rDNA primer ciftinin ileri ve geri yonlii dizilerinin oldukca
karisik bir dizilime sahip olduklari belirlendi. Ayrica her iki primerin de sekans
piklerinde (kromatograminda) bazlarin iist iiste geldigi, diger bir degisle iki farkli DNA
sekansia benzer sonuclar oldugu goriildii (Sekil 3.9 ve Sekil 3.10). Dolayisiyla da

primer ciftleri arasinda bir diizenleme gerceklestirilemedi.
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Tablo 3.1. 12§ mtDNA (CRF-CRR) primer setinin, Spanos et al. [134] tarafindan gergeklestirilen C. capitata mitokondrial genomununda
belirlenen baglanma bolgeleri. (GenBank, AJ242872.1°den alinmistir)

125 | CFR | 5 JAGAGTGACGGGCGATINTGT-3'
mtDNA | CRR | 5~AAACCAGGATTAGATACCCTATTAT-3' // 3-ATAATAGGGTATCTAATCCTGGTTI-5'
Baz dizisi (5' — 3")

14221 | ATGTTACGAC  TTATCTTACC  TTAATAGTIJA  GAGTGACGGG  CGATETGIGC  ATATTTTAGA
14281 | GCTAAAATCA  AAACTATAAT  CTTTTAATTT  TTACTATCAA  ATCCACCTTC  ATTAAAATAT
14341 | TTAAAAATTA  AATCCGTTTA  AATAAATTTA  TTGTAACCCA  TCTCTTCTTA  AATATAAGCT
14401 | ACACCTTGAT  CTGATATAAA  TTATAAACTA  AATTATTGAA  AATTATTATT  CTAATAAAAT
14461 | ATTCTGATAA ~ CGACGGTATA  TAAACTGAAA  AACAAATTTA  AGTGAGGTAC  ATCGTGGATT
14521 | ATCAATTATA  GGACAGGTTC  CTCTGAATAG  ACTAAAATAC  CGCCAAATTT  TTTAAGTTTC
14581 | AAGAACATAA  CTAATACTAC  CTAAGTGCTT  ATTTTTACAT  TTTAAATAAT = AGGGTATCTA
14641 | ATECCTAGTTT  TTAATTAAAA  TTTACAAGCT  TCACTAATTC  AATTATAAAA  ATTAATAAAT
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3 ABI Chromatogram: C:\Users\naz\Desktop\ Tayfun KAYA\L6SF.ab1 ==

lected: none | S2mple: 1-165F |Fite: C:Usersinaz Desktop Tayfun KAYA165F abl

x! 390 4 410
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Sekil 3.9. 16S rDNA 27F ile elde edilen baz dizisinin kromatogrami (BioEdit sequence
alignment editor).

MBI Chromstagram: CAUsers\naz\Desktoph Tayfun KAVAVI6SR.ab1 (=N e
L e none [ Semele: 3-16SR [Fil: C/Userinas Desktop Tayfin KAVAI16R b1

| e © T 6 6T 6 GAG ¢ A c c ¢ T T T A Bk T I &

QA\@\:; "é' "\.‘A“ﬁ' ‘.N_.\ .“'\““‘ “ '.",‘ M\A‘

Sekil 3.10. 716S rDNA 1573R ile elde edilen baz dizisinin kromatogrami (BioEdit
sequence alignment editor).

3.2.3. Akdeniz Meyve Sinegi Yumurtasinin Yiizey Sterilizasyonu ve Bakteri

Taramasi

Yumurtalarin yiizey sterilizasyon siireci, yumurtadan DNA izolasyon siireci ve PCR
stirecleri ayr1 ayr1 kontrol edilerek herhangi bir kontaminasyonun olmadigi bilinen
yumurta total DNA’sinda birden fazla bakterinin genetik materyali nasil bulunur,

sorusuna cevap arandi.

Olas1 kontaminasyonlar1 6nlemek ve belirlemek i¢in; (yaklasik 1 saatlik ve en fazla 10
tane) AMS yumurtalarinin ylizey sterilizasyonu % 5’lik NaOCl ile gerceklestirildi.
Yiizey sterilizasyonunun gergeklestirilip gerceklestilemedigi, yikama suyundan genel
besiyeri olan nurtient broth besiyerine ekim yapilarak, hem anaerobik hem de anerobik

ortamda inkiibe edilerek kontrol edildi (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. Yumurta yiizey sterilizasyonunun kontrolii (A, Anaerobik kosullarda
inkiibasyon; B, Aerobik kosullarda inkiibasyon; *, Pozitif kontrol, Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853)).

Ayrica yumurtalardan DNA izolasyonu sirasinda; sterilizasyon siirecinin kontrolii i¢in
(SK), kullanilan tiiplerin ve DNA izolasyon siirecinin kontrolii i¢in (IK), DNA

sulandirma suyu (SSK) ve biitiin ¢alismalarda kullanilan PCR karigiminin hazirlandigi

su (MK) bu ¢aligmalarin her bir asamasinin konrolii i¢in kullanildi.

Bu asamalar sonrasinda yiizeyinde bakteri bulunmayan yumurtalardan total DNA
izolasyonu gerceklestirilerek 7/2S mtDNA, 16S rDNA, Ch ve Clo primer c¢iftleriyle
cogaltildi (Sekil 3.12 ve Sekil 3.13).
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Sekil 3.12. Yiizey strilizasyonu gercgeklestirilimis AMS yumurta total DNA
izolatlarindan 712§ mtDNA ve 16S rDNA primerleri ile gerceklestirilen PRC ile elde
edilen triinlerinin agaroz jel elektroforezindeki goriintiisti. [1. — 7. stitunlar /2S5 mtDNA
primeri ile (1 SK; 2, IK; 3 SSK; 4, YYSI; 5, YYS2; 6, YYS3; 7, Negatif kontrol), 9. —
15. siitunlar 76S rDNA primeri ile (8 SK; 9, IK; 10 SSK; 11, YYSI; 12, YYS2; 13,
YYS3; 14, Negatif kontrol). L, Ladder; SK, Yiizey sterilizasyon siirecinin kontrolii; IK,
DNA izolasyon siirecinin kontrolii; SSK, DNA sulandirma suyu kontrol; YYS, Yumurta
yiizey sterilizasyonu yapilmis 6rnekler].

Sekil 3.13. Yiizey strilizasyonu gergeklestirilmis AMS yumurta total DNA
izolatlarindan Ch ve Clo primerleri ile gerceklestirilen PRC ile elde edilen iiriinlerinin
agaroz jel elektroforezindeki goriintiisii. [1. — 7. siitunlar Ch primeri ile (1 SK; 2, IK; 3
SSK; 4, YYSI; 5, YYS2; 6, YYS3; 7, Negatif kontrol), 9. — 15. siitunlar Clo primeri ile
(8 SK; 9, IK; 10 SSK; 11, YYS1; 12, YYS2; 13, YYS3; 14, Negatif kontrol). L, Ladder;
SK, Yiizey sterilizasyon siirecinin kontrolii; IK, DNA izolasyon siirecinin kontrolii;
SSK, DNA sulandirma suyu kontrol; YYS, Yumurta yiizey sterilizasyonu yapilmis
ornekler].

16S rDNA primer c¢iftinin PCR {iriinlerinin dizi analizleri tekrarlandi. Ancak ayni

sekilde her iki primerin de sekans kromatograminda birden fazla DNA’ya ait bazlarin
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oldugu goriildii. Dolayisiyla yine primer ¢iftleri arasinda diizenleme yapilamadigi gibi;
Ch ve Clo primerleri ile elde edilen PCR iiriinlerini agiklayabilecek bir /6S rDNA verisi

de elde edilememistir.
3.2.4. Arsenophonus, Hamiltonella, Rickettsia ve Spiroplasma Taramasi

Yumurtalarin; yiizey sterilizasyon, DNA izolasyon ile PCR siirecleri ayr1 ayri kontrol
edilerek herhangi bir kontaminasyonun olmadigi bilinen yumurta total DNA’sinda
bakteri(leri)n bulunmakta ancak bu durum literatiir verilerine gére AMS’de daha once

belirtilmemektedir.

16S primeri ile elde edilen bu sonucu agiklamak i¢in yine artropodlarda endosimbiyont
olarak bulunan Arsenophonus, Hamiltonella, Rickettsia ve Spiroplasma bakterileri igin
spesifik primerler (sirasiyla ArsF-R2 ve R3, HamF-R, RbF-RbR, 63F-TK55) (Tablo 2.5)
kullanildi. Bu g¢alismalar toplam 35 AMS total DNA’s1 [20’si ergin birey (103/109),
5’1 larva, 5’1 pupa ve 5 yiizey sterilizasyonu yapilmis (her birinde 10’ar) yumurta]
kullanilarak gercgeklestirildi. Arsenophonus (ArsF-R3), Hamiltonella (HamF-R) ve
Rickettsia (RbF-R) primerleri ile herhangi bir PCR f{iriinii elde edilemedi. Diger yandan
Arsenophonus (ArsF-R2) primeri ile ~800 b¢’lik ve Spiroplasma (63F-TK55) primeriyle
ise ~500 b¢’lik PCR firiinler elde edildi (Sekil 3.14 ve Sekil 3.15). Bu sonuglar AMS
kiiltiiriinden rasgele secilen ergin (disi, erkek), larva ve pupa asamalari olmak {izere

25’er birey tizerinden 3 nesilde (F30-F33) ayrica gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.14. Arsenophonus (ArsF-R3), Hamiltonella (HamF-R) ve Rickettsia (RbF-R)
primerleri ile gergeklestirilen PRC ile elde edilen iiriinlerinin agaroz jel
elektroforezindeki goriintiisii. [1. — 4. siitunlar ArsF-R3 primeri ile (1 P; 2, EE; 3 ED, 4,
Negatif kontrol), 5. — 9. slitunlar HamF-R primeri ile (5, P; 6, EE; 7, ED; 8, ED; 9,
Negatif kontrol), 10. — 15. siitunlar RAF-R primeri ile (10 P; 11, EE; 12 ED; 13, ED; 14,
Negatif kontrol). L, Ladder; P, Pupa; EE, Ergin erkek; ED, Ergin disi].
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Sekil 3.15. Arsenophonus (ArsF-R2) ve Spiroplasma (63F-TK55) primerleriyle elde
edilen PCR iiriinlerinin elektroforezindeki jel goriintiisii. [1. — 7. siitunlar ArsF-R2
primeri ile (1, YYS; 2, L; 3, P; 4, EE; 5, EDI; 6, ED2; 7, Negatif kontrol), 8. — 15.
stitunlar 63F-TK55 primeri ile (8, YYS; 9, L; 10 P; 11, EE; 12, EDI1; 13, ED2; 14,
Negatif kontrol). L, Ladder; YYS, Yiizey sterilizasyonu yapilmis yumurta; L, Larva; P,
Pupa; EE, Ergin erkek; ED, Ergin disi].

Ortaya ¢ikan bu durum yiizey steilizasyonu gerceklestirilen yumurtada 16S rDNA
primerinin c¢alismasini agiklamakla birlikte bunun sonucunda elde edilen sekans
verisindeki baz ¢akigmasmi da (sekans verilerinin iki ayrt DNA varligindan dolayi
karisik olmasi durumunu) agiklamaktadir. Ancak bu durum, suana kadar ki literatiir

verilerinde rastlanmayan sekilde AMS’de Arsenophonus ve Spiroplasma enfeksiyonunu

gostermektedir.


Aydin
Highlight
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3.2.4.1. Arsenophonus Primerleri (ArsF-R2) ile Elde Edilen Dizinin Analizi

ArsF-R2 ile elde edilen PCR f{iriinlerine ait diziler BioEdit programi ile diizenlendi. PCR
iriiniin yaklasik 800 b¢ uzunlugunda oldugu belirlendi ve bu dizilerin her birinin
BLAST analizi GenBank veri tabaninda yapildi. BLAST analizi sonucunda % 87 - %
89 arasinda degisen oranlarda Arsemophonus ile benzerlik goOstermistir (sirasiyla
GenBank no; M90801.1, AY264674.1, JN204470.1, NRO042811.1, FN545282.1).
Bunlardan % 89 oraninda benzerlik gosteren Wilkes et al. [135] tarafindan
gerceklestirilen Nasonia vitripennis’in endosimimbiyontu olan Arsenophonus’a ait 5617
b¢’lik DNA bolgesinin belirlendigi ¢alismadaki sekans verisi (GenBank: FN545282.1)
tizerinde ayrintili analiz yapildi. Buna gore ArsF primerinin Wilkes et al. [135]
tarafindan elde edilen dizinin 666-690, ArsR2 primerinin ise bu dizinin 1449-1470
bolgelerine baglandig: goriildii (Tablo 3.2). Bu 804 bg’lik bolge ile AMS’den ArsF-R2
primerleri ile elde edilen baz dizileri BioEdit programi kullanilarak ayrica

hizalandiginda da benzer sekilde bir eslesme oldugu goriildii.



67

Tablo 3.2. ArsF-R2 primer cifti ile elde edilen yaklasik 800 b¢ uzunlugundaki dizi ile % 89 oraninda benzerlik gosteren Wilkes et al. [135]
tarafindan N. vitripennis’in simbiyontu Arsenophonus’dan elde edilen linear DNA bolgesi.

Arsenophonus ArsE | 5 GGGTTGTAAAGTACTTTCAGTCGT -3'
ArsR2 | 5. GTAGCCCTRCTCGTAAGGGCC -3' /! 3'- GGCCCTTACGAGRAGGGCTAC -5'

Baz dizisi
661 | GCCTTCGGGT  TGTAAAGTAC  TTTCAGTCGT  GAGGAAGGTG TTAAGGTTAA  TAAGCTTAGC
721 | AATTGACGTT  AGCGACAGAA  GAAGCACCGG  CTAACTCCGT  GCCAGCAGCC  GCGGTAATAC
781 | GGAGGGTGCG  AGCGTTAATC  GGAATTACTG  GGCGTAAAGG  GCACGCAGGC  GGTTAATTAA
841 | GTTGGATGTG  AAATCCCCGG  GCTTAACCTG  GGAATGGCAT  TCAAGACTGG  TTAGCTAGAG
901 | TCTTGTAGAG ~ GGGGGTAGAA  TTCCATGTGT  AGCGGTGAAA  TGCGTAGAGA  TGTGGAGGAA
961 | TACCGGTGGC  GAAGGCGGCC  CCCTGGACAA  AGACTGACGC  TCATGTGCGA  AAGCGTGGGG
1021 | AGCAAACAGG  ATTAGATACC  CTGGTAGTCC  ACGCTGTAAA  CGATGTCGAT  TTGGAGGTTG
1081 | TGGTCAAGAA  CTGTGGCCTC  CGGAGCTAAC  GCGTTAAATC  GACCGCCTGG  GGAGTACGGC
1141 | CGCAAGGTTA  AAACTCAAAT  GAATTGACGG  GGGCCCGCAC  AAGCGGTGGA  GCATGTGGTT
1201 | TAATTCGATG ~ CAACGCGAAG  AACCTTACCT  ACTCTTGACA  TCCAGAGAAG  CTTTTAGAGA
1261 | TAGAGGCGTG ~ CCTTCGGGAA  CTTTGAGACA  GGTGCTGCAT  GGCTGTCGTC  AGCTCGTGTT
1321 | GTGAAATGTT  GGGTTAAGTC  CCGCAACGAG  CGCAACCCTT  ATCCTTTGTT GCCAGCGATA
1381 | CGGTCGGGAA  CTCAAAGGAG  ACTGCCGGTG  ATAAACCGGA  GGAAGGTGGG  GATGACGTCA
1441 | AGTCATCATG GCCCTTACGA" "GTAGGGCTAC ACACGTGCTA  CAATGGCGTA  TACAGAGAGA
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3.2.4.2. Spiroplasma Primerleri (63F-TK55R) ile Elde Edilen Dizinin Analizi

63F-TK55 ile elde edilen PCR iiriinlerine ait diziler BioEdit program ile diizenlendi.
PCR iiriiniin yaklagik 420 b¢ uzunlugunda oldugu belirlendi ve bu dizilerin her birinin
BLAST analizi GenBank veri tabaninda yapildi. Dizilerin GenBank’daki direk BLAST
analizinde % 99 benzerlik orani ile Bacillus tiirlerine ait oldugu goriildii (KF600526.1,
KC463008.1, JX064906.1). Bunun iizerine kapsami daraltmak adina BLAST analizi iki
sekilde daha gerceklestirildi. Birincisinde BLAST analizi Spiroplasma cinsine yonelik
yapilirken; ikincisinde artropodlarda endosimbiyont olarak bulunan S. ixodetis ve S.
poulsonii i¢in yapildi. Bunun sonucunda Spiroplasma cinsine yonelik analizinde % 79 -
% 89 arasinda degisen benzerlik oranlar elde edildi (CP002082.1, FJ821699.1,
NR _104751.1). Diger taraftan S. ixodetis yonelik analizde herhangi bir benzelik orani
elde edilemezken S. poulsonii analizinde ise % 84’liik benzerlik oran1 (NR _044672.1)
elde edildi. Bu % 84 oraninda benzerlik gdsteren Weisburg et al. [136] tarafindan
gerceklestirilen ve S. poulsonii’ye ait 1467 bg¢’lik 16S rRNAS5617 bolgesinin
belirlendigi calismadaki sekans verisi (GenBank: NR 044672.1) kullanilarak ayrintili
analiz yapildi (Tablo 3.3). Bu 453 b¢’lik bolge ile AMS’den 63F-TK55R primerleri ile
elde edilen yaklasik baz dizileri BioEdit programi kullanilarak ayrica hizalandiginda da

benzer sekilde bir eslesme oldugu goriildi
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Tablo 3.3. 63F-TK55R primer cifti ile elde edilen yaklasik 800 b¢ uzunlugundaki dizi ile % 84 oraninda benzerlik gosteren Weisburg et al.
[136] tarafindan S. poulsonii’ye ait oldugu belirtilen /65 rRNA bolgesi.

_ 63F 5'- GCCTAATACATGCAAGTCGAAC -3'
Spiroplasma TK55R | 5'- TAGCCGTGGCTTTCTGGTAA -3' /1 3-TTACCAGAAAGCCACGGCTA- 5
Baz dizisi
1 | TTTNATGAGA GTTTGATCCT GGCTCAGGAT TAACGCTGGC GGCATGCCTA ATACATGCAA
61 | GTCGAACGGG GTGCTTGCAC CCAGTGGCGA ACGGGTGAGT AACACGTATC TAATCTACCC
121 | ATTAGCAGGG GATAACAGTT GGAAACGACT GCTAATACCG CATACGACAT TTTCTGGCAT
181 | CAGAGAATGT TAAAAGGTCC GTTTGGACCA CTAATGGATG AGGGTGCGGC GTATTAGTTA
241 | GTTGGTGGGG TAATGGCCTA CCAAGACAGT GATACGTAGC CGAACTGAGA GGTTGAACGG
301 | CCACATCGGG ACTGAGACAC GGCCCGAACT CCTACGGGAG GCAGCAGTAG GGAATTTTTC
361 | NCAATGGGCG AAAGCCTGAT GGAGCAATGC CGCGTGACTG AAGACGGTCT TCGGATTGTA
421 | AAGGTCTGTT GTAAGGGAAG  AACAGTAGGT ATAGGAAATG ATACTTATTT GACGGTACCT
481 | TACCAGAAAG CCACGGCTAA CTATGTGCCA GCAGCCGCGG TAATACATAG GTGGCAAGCG
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4. BOLUM
TARTISMA — SONUC VE ONERILER

4.1. Tartisma

Kiiresel capta yayilisa ve ekonomik zarara neden olmasindan dolayr hem AMS’nin
biyolojisinin aydinlatilmasina hem de AMS ile miicadeleye yonelik cesitli caligmalar
bulunmaktadir. Bu ¢alismalar temelde canli AMS bireyleri lizerinde ve genel olarak da
kiiltlire alinarak ve/veya kitle tretimi gergeklestirilerek yapilmaktadir. AMS’nin
tiretiminde ve Kkiiltiire alinmasinda; uygun abiyotik sartlarin olusturulmasi, uygun
kafeslerin kullaniminin yani sira yumurtalarin agilmasi ve larva gelisim ortamlar ile

bunlarin optimizasyonun gerekliligi vurgulanmaktadir [124, 126, 137].

Canlilarla yiiriitiilen, kiiltiire alinarak gerceklestirilen, ¢alismalarda popiilasyon
biyolojisine uygun kosullarin gereksinimi vazgegilmez olarak goriilmektedir. Ozellikle
de laboratuvar ortaminda bu c¢alismalar dogal ortam kosullar1 olusturularak
gerceklestirilmektedir. AMS Kkiiltiirlerinde de abiyotik faktorler yasam dongiisii ve
kiiltiir verimliligi iizerinde rol oynamaktadir. Oyle ki, ¢iftlesme, yumurta birakma,
yumurtalarin agilmasi, beslenme, birey dliimleri ile larva ve pupa evrelerinde bireylerin
gelisimleri iizerinde sicaklik, nem ve 151k gibi ¢evresel kosullar son derece énemlidir.
25°C, % 60 nispi nem ve 600 lix 155k AMS igin optimum Kkosullar olarak
nitelendirilmektedir. Dolayisiyla AMS ile laboratuvar ortaminda yapilan ¢aligmalarda
genel olarak bu kosullarin saglanabildigi insektaryumlarda gergeklestirilebilmektedir
[124, 137, 138].

Bu ¢alismada, AMS’nin kiiltiire alinmasi ve iiretimi i¢in buzdolab1 modifiye edilerek
insektaryum olarak kullanilmistir. Kullanilan insektaryum sadece bu ¢alismadaki amaci
icin degil benzer c¢alismalardaki gereksinimleri de karsilayabilecek sekilde
tasarlanmistir. Insektaryumun i) sicaklik, nem ve 11k gibi parametrelerinin kontrol
altinda tutulabilmesi ve bunlarin ayr1 ayr1 kontrol edilebilmesi; ii) ortam sicakligindaki
degismelere kars1 izolasyonlu bir yapida olmasi; iii) kabin formatinda, yani bagimsiz
olmasindan dolay1r hareket ettirilebilmesi; iv) hijyen kosullarinin kolaylikla
uygulanabilmesi; v) kapasitesi nedeniyle gereksinimler dogrultusunda benzer ¢aligmalar
icin kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica birden fazla bocek kiiltiirii hatta bitki

kiiltiir caligsmalari i¢in de uygun oldugu diisiiniilmektedir. Oyle ki, insektaryumda basta
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AMS olmak iizere Sitophillus granarius, Sitophilus oryze, Drosophilla spp., kiiltiire
alinmistir. Hali hazirda AMS Kkiiltiirti 32. nesil ile devam ettirilirken; S. glabrata kiiltiiri

9., S. oryze kiiltiirli ise 5. nesildedir.

AMS kiiltiirii i¢in bir diger gereksinim ise kiiltliriin devamlili§i ve verimliligi i¢in
popiilasyon bireylerine uygun kafeslerin kullanimidir. Bu amagla ahsap ve sineklik
(veya tiilbent) bazli (Tezcan ve Ziimreoglu 1986; ) [124, 126] kafesler ile plastik bazli
kafesler [139] kullanilarak gergeklestirilmektedir. Ancak gerceklestirilen c¢aligmalarda
kullanilan kafeslere iliskin olarak avantaj/dezavantaj yoniliyle herhangi bir
degerlendirme yapilmamis ve hatta bazi ¢calismalarda olgiileri disinda herhangi bir bilgi
verilmemektedir. Sadece bu caligmada denenen kafes tiplerinden yola ¢ikarak; AMS
kiiltiiri i¢in, basta 151k girisine engel olmayacak tarzda malzemelerden yapilmasinin
gerekli oldugu diislinlilmektedir. Diger yandan yumurtalarin birakildigi kisimda
kullanilacak malzeme 6zelliklerinin (et kalinligi, rengi, vb.) gibi faktorlerin hem
kiiltliriin devamliligr hem de kiiltiire miidahale noktasinda rol oynadigi1 gozlemlenmistir.
Dolaysiyla bu ¢alismada kapsaminda gelistirilen insektaryum ve kafes sistemleri ile ilk
kez AMS’nin laboratuvar kosullarinda kiiltiirii i¢in gerekenler ayrintili olarak

sunulmustur.

Tiirkiye’de  AMS’ninde aralarinda bulundugu meyve sinekleri ile gergeklestirilen
caligmalarda genel olarak dort baslik altinda gergeklestirilmistir. Bunlar, yayilisina [31,
49, 140], biyolojisinin belirlenmesine ve kiiltlir kosullarinin (larva besin ortamu, iretimi,
vb.) optimizasyonuna [52, 126], kimyasal tabanli miicadelesine [5] ve 6nemine [4, 36]
yonelik olarak gerceklestirilen c¢alismalardir. Yayilisina yonelik gergeklestirilen
calismalarda AMS ve diger meyve sineklerinin narenciye gibi konukgularin bulundugu
iliman iklim kosullarina sahip bolgelerde, Akdeniz, Ege ve Giineydogu Anadolu
bolgelerinde, yayilis gosterdigi belirtilmektedir [31, 49, 140]. Bu ¢alisma kapsaminda
Dogu Akdeniz ve Ege bolgesi (Hatay-Izmir) arasindaki sahil seridinde AMS enfekteli
meyvelerin elde edilmesi yoluyla gerceklestirilen arazi calismalarinda da AMS’nin

benzer sekilde yayilis gosterdigi gozlenmistir.

Diinyada ise tarimsal iiretim ozellikle de meyve iiretimi iizerinde tehdit arz eden
zararhlara yonelik calismalarda, Tiirkiye’deki ¢alismalarin yani sira, daha ¢evreci, etkili

ve slrdiiriilebilir kisir bocek teknigi (KBT) (sterile insect technique, SIT) miicadele
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yontemleri {lizerinde durulmaktadir [7, 55, 54, 141]. Bu yontemlerin temelinde
multidisipliner bir yaklasimla, bakteriler [57, 69, 70], sicaklik [59], radyasyon ve
antibiyotik [60] gibi bir¢ok fakli bilesen ayr1 ayr1 kullanilabildigi gibi entegre miicadele
birlikte de kullanilmaktadir. Diinyada zararlilar ile miicadele i¢in bu sekilde alternatif
yontemlerin gelistirilmesine yonelik ¢aligmalar yapilirken Tiirkiye’de benzer sekilde

ayrintili bir ¢aligma bulunamamastir.

Tarmmsal iiriin zararlilarinin etkilerinin tarladan pazara goriilmesi [4] ve bunlarla
miicadelede kullanilan insektisitlerin de (¢evre ve insan sagligi agisindan) tehdit olarak
nitelendirilmesi nedeniyle [7, 55, 141] son yillarda zararh etkileri olmayan yontemlerin
gelistirilmesi i¢in caligmalar yapilmaktadir. Bu calismalarda zararlinin yok edilmesi
yerine zararinin en az seviyede tutulmasimi saglayacak sekilde popiilasyon sayisinin
baskilanmasi amaclanmaktadir [10, 24]. Bunun i¢in Onerilen yontemlerden biri olarak
yumurta yoluyla kalitilan ve konakgisinin iireme seklini manipiile eden bakterilerin
kullanim1 olarak gosterilmektedir. Dolayisiyla da bu bakterilere yonelik artropodlarda
gerek tarama gerekse bunlarin konake¢1 fenotipi ve genotipi lizerine etkilerine yonelik
calismalar gergeklestirilmektedir [7, 13, 14, 16, 24]. Sekonder simbiyont
(endosimbiyont) olarak adlandirilan bu bakteriler; Wolbachia [70, 77], Arshenophonus
[118, 119, 142], Cardinium [14, 84], Hamiltonella [122, 123, 143], Ricketsia [83, 110,
144, 145]ve Spiroplasma’dir [79, 112, 113]. Bu bakterilerin gerek konakgisi ile iligkisi
gerekse bu iliskinin konakgisi ile miicadele i¢in kullanilabilmesi nedeniyle, son yillarda
popiiler calisma konusu olmustur. Tiirkiye’de ise bu bakterilere yonelik olarak sadece
Toprak¢i ve Go¢men [146] tarafindan Wolbachia’nin 6nemini ve konakgilariyla
iligkisini ortaya koyan derleme calismasi bulunabilmistir. Ancak bu ¢alisma ile gerek
cografi konumu gerekse zengin bocek faunasina sahip Tiirkiye’de ilk kez, boceklerin
Ozellikle de zararlilarin iireme davranisina miidahale seklinde etki eden ve gelecek vaat
eden, endosimbiyotik bakterilere yonelik bir tarama yapilmistir. Ayrica AMS’nde ilk
kez bu 6 endosimbiyont bir arada taranmistir. Dolayisiyla buradan elde edilen verilerin

daha sonra gerceklestirilecek ¢aligmalar i¢in kaynak olusturacag diistiniilmektedir.

Bu endosimbiyontlarin konak¢ist durumundaki arthropodlarin yeryiiziindeki toplam
birey sayist gdz Oniine alindiginda bu bakterilerin en yaygin bakteri grubu oldugu da
ifade edilmektedir [147-149]. Bu nedenle yeni ve farkli karakterlere sahip sekonder

simbiyontlarin belirlenmesine yonelik olarak her gegen giin farkli bocekler {izerinde
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taramalar yapilmaktadir. Oyle ki artropodlarda maternal olarak kalitilan ve en iyi bilinen
Wolbachia min ve diger endosimbiyontlarin belirlenmesi, bunlar ile konakgilar
arasindaki iligkinin belirlenmesinin acil bir ihtiya¢ oldugu vurgulanmaktadir [23]. Hatta
bu dogrultuda gerceklestirilen Duron et al. [23] tarafindan yapilan bu ¢alismanin basligi
‘Artropodlar arasinda lireme parazitlerinin ¢esitliligi: Wolbachia yalniz yiirimiiyor’
(The diversity of reproductive parasites among arthropods: Wolbachia do not walk

alone) seklinde atilmistir.

Bu dogrultuda gerceklestirilen Weeks et al. [20] tarafindan yapilan bir ¢alismada
aralarinda Tephritidae familyasina ait Neotephritis sp.’nin de bulundugu toplam 223
farkli tiir lzerinde Wolbachia ve Cardinium (Clo primeri ile)’a yonelik tarama
yapilmistir. Calisma sonucunda 223 tiiriin 16’sinda (~% 7) Cardinium, 49’unda (~% 22)
Wolbachia ve 7’sinde (~% 3) hem Cardinium hem Wolbachia enfeksiyonu tespit
edilirken; Neotephritis sp.’de ise herhangi bir enfeksyona rastlanmadigi ifade edilmistir.
Zchori-Fein and Perlman [14] tarafindan gergeklestirilen calismada da aralarinda
AMS’nin de bulundugu 99 bocek tiiriinde Wolbachia (wspec, wsp primerleri ile) ve
Cardinium (Ch ve Clo primerleri ile) taramasi1 yapilmis; bunlarin % 6’sinda Cardinium,
% 24’tinde Wolbachia enfeksiyonu tespit edildigi, AMS dahil digerlerinde ise her iki
bakteri enfeksiyonun olmadigi belirtilmistir. Bourtzis et al. [150] tarafindan yapilan bir
diger calismada Drosophila melanogaster ile AMS’de Wolbachia enfeksiyonu
incelenmis ve D. melanogaster’de Wolbachia’nin tespit edildigi ancak AMS’nde ise
enfeksiyona rastlanilmadigr ifade edilmistir. Duron et al., [23] tarafindan
gerceklestirilen ¢alismada ise 2003 yilinda Fransa’dan temin edilen AMS de (11 birey,
33/8%) dahil 136 artropod tiirii tizerinde Wolbachia (16Swolb76-99f ve 16Swolb1012-
994r; wsp primerleri 8/F/522R, 172F/69IR, &8I1F/484R ve 136F/69IR ile) ve
Cardininum’un (CLO-f1/CLO-r1, ChF/CLOr1 primerleri ile) da aralarinda bulundugu 7
endosimbiyonta yonelik tarama gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda da AMS’nde
her iki bakterinin tespit edilmedigi bildirilmistir. Rocha et al. [151] tarafindan
Brezilya’da yapilan bir diger ¢aligmada ise AMS’de Wolbachia (Wspec primeri ile)
taramasi yapilmis ve c¢alisma sonucunda GenBank veri tabaninda Wolbachia tip A
grubu ile % 95-98 benzerlik gosteren sonuclar elde edildigi belirtilmistir. Ancak bu
calisma disinda C. capitata’da Wolbachia enfeksiyonuna dair herhangi bir literatiir

verisi ve bilgisi bulunamamistir. Diger ¢aligmalardan farkli olarak, AMS’nde
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Wolbachia bakterisinin tespit edildigi Rocha et al. [151] tarafindan yapilan ¢aligsmada,
heniiz kanitlanamamis olmasina ragmen, bu durumun Brezilya’nin da igerisinde yer
aldig1 tropikal (“neotropical”) bolgeye has bir durum oldugu ifade edilmistir. Bu
calismada da Wolbachia spesifik primerlerle (Wspec ve Wsp) Tiirkiye’de ilk olarak
Dogu Akdeniz-Ege Bolgesi (Hatay-Izmir) arasinda bir bocek tiirii, AMS, taranmustir.
Ancak daha Onceki calismalardaki sonuclara benzer sekilde AMS’nde Wolbachia

enfeksiyonu tespit edilmemistir.

Diger yandan Cardininum’a yonelik olarak Duron et al., [23] ve Zchori-Fein and
Perlman [76] tarafindan da AMS’de Ch ve Clo primerleri ile taramamalar
gerceklestirilmistir. Ancak ne bu c¢alismalarda ne de s6z konusu primerlerle
gerceklestirilen diger calismalarda [20, 69, 149, 152, 153]; bu primerler i¢in spesifik
olmayan ya da bu ¢aligmada elde edilen boyutta bir PCR iirliniine iliskin bir bilgiye yer
verilmemistir. Dolayisiyla bu calismadan Ch ve Clo ile elde edilen sirasiyla 170 bg ve
280 bg’lik PCR iiriinleri, herhangi bir literatiir verisine gore yorumlanamamistir. Diger
yandan AMS bireylerine, Cardinium enfeksiyonu iizerinde etkili olan, antibiyotik
uygulamasmna karsin; soz konusu primerler ile elde edilen PCR iirlinlerinin
kaybedilememis olmasi, bunlarin AMS genetik materyalinden kaynakli spesifik
olmayan bir baglanmanin iiriinii oldugunu diistindiirmektedir. Bu durumu diisiindiiren
bir bagka husus ise bunlarin AMS Kkiiltliriinde her nesilde ve yiizey sterilizasyonu
yapilmis yumurtada da tespit edilmesidir. Ancak bu primerlerin ve PCR {iriinlerinin baz
dizileri hem bu calismadaki AMS’nden elde edilen 410 bg¢’lik mitokondrial gen
bolgesinde hem de Spanos et al. [134] tarafindan belirtilen 15980 bg’lik mitokondrial

genomunda ayrintili olarak incelense de bir sonuca ulasilamamustir.

Diger taraftan sekonder simbiyonlarin gerek maternal olarak dikey (vertikal) ya da
farkl tiirler arasinda yatay (lateral, horizontal) yonlii transfer ediliyor olmalar1 gerekse
konakgilart ile olan iliskileri nedeniyle genetik materyal transferinde rol
oynamaktadirlar. Dolayisiyla bu durumun evrimsel siirece katkida bulundugu ifade
edilmektedir [154, 155]. Nitekim bu simyotik yasam nedeniyle bakterilerden
Okaryotlara horizontal olarak gen transferinin gerceklestigi de belirtilmektedir [156]. Bu
calismada Ch ve Clo primerleri ile elde edilen sonuclarin, bu tarz bir durumdan
kaynaklandig1r da diisliniilmiis ancak, gelinen noktada elde edilen veriler bu durumu

agiklamak icin ¢ok yetersizdir. Ote yandan séz konusu PCR fiiriinlerinin her nesilde
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istikrarli bir sekilde tespit edilmesi, bunlarin baz dizisinin GenBank (NCBI) veri
tabaninda herhangi bir organizma ile iligkilendirilememesi acgiklanamamaktadir.
Dolayisiyla bu primerlerin AMS’nde; spesifik olarak mi olmayarak mi PCR {iriinii
veriyor (?); her iki durum i¢inde gegerli olmak iizere, bu PCR iiriinlerinin kalib1 hangi
organizmaya ait (?); eger spesifik olmayan bir PCR sonucu ise, elde edilen baz dizileri
nasil birbiri ile hizalanabiliyor (?) sorularima cevap bulunamamistir. Ancak burada
belirtilmesi gereken belki de en 6nemli nokta ise bu caligmalarin pozitif kontrol
varhiginda gergeklestirilmemis olmasidir. Dolayisiyla bu primerlerin pozitif bir kontrolle
ve alternatif yontemleri de kullanarak gerceklestirilecek caligmalarla bu sonuglarin

kontrol edilmesinin gerektigi diistiniilmektedir.

Enfekte ettigi artropodlarda erkek oldiiriicii seklinde etki gdsteren bir diger sekonder
simbiyotik bakteri olan Rickettsia ise, Adalia bipunctata [157] ve Brachys tessellatus’da
(Coleoptera: Buprestidae) [145] tespit edilmistir. Konakg¢isina sicaklik, patojen ve
parazitoid kars1 direng saglama oOzelliginin yami sira larva gelisimini bloke eden
Hamiltonella ise Bemisia tabaci’de, yaprak bitlerinde ve bitki 6zsuyu ile beslenen diger
boceklerde incelenmistir (143, 122, 123). Bunlardan Hamiltonella’ya yonelik olarak
AMS’nde bir tarama veya c¢alisma bulgusuna rastlanilmamustir. Rickettsia’ya yonelik
olarak ise sadece Duron et al., [23] AMS’nin de aralarinda bulundugu artropodlarda
tarama ¢alismasi yapilmis ve AMS’nde Rickettsia enfeksiyonu olmadigi belirtilmistir.
Bu calismada ise Tiirkiye’de ilk kez Rickettsia ve Hamiltonella izmir-Bornova AMS
popiilasyonunda taranmistir. Taramalar sonucunda bu bakterilerin taranan lokasyon
bazinda AMS popiilasyonunda bulunmadiklar1 belirlenmistir. Ancak sonuglar pozitif
kontrol olmadan elde edildigi i¢in, pozitif kontrol kullanilarak elde edilen bu sonucun

teyidinin gerektigi diistiniilmektedir.

Artropodlarin % 5’inde bulundugu belirtilen [86], Arsenophonus ise suana kadar
Ixodida [158-160], Araneae’nin [23] yani sira Blattaria [23], Diptera [16, 23],
Hemiptera [23, 161-163], Hymenoptera [23, 118, 142], Neuroptera [164]’da tespit
edilmistir. Yapilan ¢alismalar arasinda AMS’nde bu bakteriye yonelik olarak Duron et
al. [23] tarafindan ArsF, ArsF2, ArsF3, ArsR2 ve ArsR3 primerleri ile tarama
gerceklestirilirken, Dale et al., [16] tarafindan ise AMS’ne en yakin Diptera subesinden
Pseudolynchia canariensis’de CAIF-CAIR tarama gerceklestirilmistir. Duron et al. [23]

AMS’nde Arsenophonus enfeksiyonuna rastlanmadigini belirtirken, Dale et al. ise [16]
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P. canariensis’de bu bakterinin tespit edildigini belirtmistir. P. canariensis’den CAIF-
CAIR ile elde ettikleri baz dizisinin (GenBank’daki BLAST analizinde), boceklerle
yakin iligkili ve bunlarin simbiyontu durumundaki Arsenophonus ile % 99 benzerlik
gosterdigini  belirtmislerdir. Bunun yani sira bu dizilerin Wolbachia ve diger

endosimbiyontlar ile % 92-99 arasinda benzerlik oldugunu da belirtmektedirler.

Bu c¢alismada ise ArsF-R3 primer ¢ifti ile AMS total DNA’sinda herhangi bir veri elde
edilemezken, ArsF-ArsR2 primer ¢ifti ile yaklasik 730 b¢ uzunlugunda baz dizisi elde
edilmistir. Bu primerler ile elde edilen 3 farkli baz dizisinin GenBank veri tabanindaki
BLAST analizinde ise % 87 - % 89 arasinda degisen oranlarda Arsenophonus ile

benzerlik gostermistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. ArsF-R2 primer ¢ifti ile elde edilen yaklasik 730 b¢ uzunlugundaki baz
dizisinin GenBank veri tabanindaki BLAST analiz sonuglari.

GenBank Benzerlik
No (%) Aciklama
FN545282 1 39 Arsenophonﬂuiv‘ nasoniae’nin parcalari dizelenmis
(shotgun) biitiin genomu
NR042811.1 29 Arsen?phonus nasoniae susunun (ATCC 49151) 16S
rRNA nin kismi sekansi
AY264674.1 29 Arsenophonus nasoniae’nin 16S rRNA geninin kismi
sekans1
Bemisia tabaci’nin endosimbiyontu olan
IN204470.1 88 Arsenophonus’un 16S rRNA geni
M90801.1 87 Arsenophonus nasoniae’nin 16S rRNA geni

Buna gore Tirkiye’de ilk olarak Arsenophonus’a yonelik bir taramanin
gerceklestirildigi bu ¢alismada, izmir-Bornova AMS popiilasyonunda Arsenophonus
enfeksiyonu olduguna dair sonuglara ulasildig: diisiiniilmektedir. Ancak bu c¢aligsmalar
pozitif kontrol olmadan gergeklestirildiginden, bu bulgularin pozitif kontrol esliginde

tekrarlanarak teyit edilmesinin gerektigi diisiiniilmektedir.

Bu calisma kapsaminda AMS’nde taranan bir bagka sekonder simbiyont olan
Spiroplasma ise (Harmonia axyridis, Adalia bipunctata, Danaus chrysippus gibi) avci
ve (Drosophila sp.) herbivor boceklerde [22, 79, 114, 165, 166] kenelerde [167, 168] ve
akarlarda [169] tespit edilmistir. Spiroplasma mutualistik simbiyontlarin aksine genel
olarak spesifik hiicrelerde olmak {izere hem hiicre i¢ci hem de hiicre disinda

bulunmaktadir [170] ve artropodlarda erkek oldiiriicii seklinde fenotipe etki eden iki
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tiirii vardir; bunlar S. ixodetis ve S. poulsonii’dir [23, 83]. Diger yandan Kageyama et
al., [91] tarafindan gerceklestirilen ¢calismada ise Spiroplasma’nin D. hydei’de maternal
olarak kalitildig1, ancak iireme sisteminde bahsedilen tarzda etkiye sahip olmadigi ifade
edilmistir. Xie et al. [171] trafindan yapilan bir baska ¢aligmada ise ayn1 bocekte parazit
arilara kas1 konakgisini koruyucu bir rol oynadigt belirtilmistir. Bunlarla beraber bazi
Spiroplasma tiirleri boceklerde (S. melliferum arilarda), bazilari ise bitkilerde patojen (S.
citri portakalda, S. kunkelii misirda)’dir. Dolayisiyla artropodlardaki Spiroplasma
enfeksiyonunun, konakg¢inin enfekteli bir bitki ile beslenme sonucu yatay transfer
yoluyla gerceklesebildigi gibi bocekler arasinda yatay ve dikey transfer yoluyla da
gerceklesebilmektedir [83, 172-175]. Spiroplasma ¢esitliligi, yayilisi, enfeksiyonunun
fenotipe etkisi gibi bir¢ok farkli karakteri nedeniyle her ¢alismada farkli olmak iizere
cok cesitli primerler kullanilmistir. Ornegin S. ixodetis ve S. poulsonii AMS’nde Duron
et al., [23] tarafindan yapilan ¢alismada SpixoF-SpixoR, SpoulF-SpoulR primerleri ile
taranmis, ancak AMS’nde bunlara iligkin bir enfeksiyon belirlenememistir. Bu ¢alisma
ise Fukatsu and Nikoh [17] ve Mateos et al., [22] tarafindan Onerilen ve Spirolasma’ya
yonelik olarak gerceklestirilen diger calismalarda da [165, 176-179] kullanilan 63F-
TK55R (TKSSR) ile gerceklestirilmistir. Bu primerler ile toplam 35 AMS total
DNA’smnin (ergin birey, larva, pupa ve yumurta) tamaminda yaklasik 450 baz
uzunlugunda PCR firiinleri elde edilmistir. Ancak bu PCR iirlinlerinin baz dizisinin
GenBank veri tabanindaki BLAST analizinde (Tablo 4.2) Bacillus cinsi bakterilere %
99 benzerlik gostermistir. Sipiroplasma cinsi bakterilere ise en yiiksek % 89 oraninda
benzerlik gostermistir. Bunlardan bdceklerde endosimbiyotik olarak bulunan S.
poulsonii’yle ise % 84 oraninda benzerlik gostermistir. Ancak bu sonuglar pozitif
kontrol olmadan elde edildiginden, bu g¢alismalarin pozitif kontrol ile tekrarlanarak

dogrulanmasinin gerektigi diistiniilmektedir.

Tablo 4.2. 63F-TK55R primer c¢ifti ile elde edilen yaklasik 450 b¢ uzunlugundaki baz
dizisinin GenBank veri tabanindaki BLAST analiz sonuglari

GenBank No Benoz erlik Aciklama
(%)

KF600526.1 99 Bacillus sp. 338402°nin 16S rRNA geninin kismi
sekansi

KC463008.1 99 Baczl]us thuringiensis Nordb9’in 16S rRNA geninin
kismi sekansi

IX064906.1 99 Bacillaceae bacterium 6 _St 4 16S rRNA geninin kismi
sekansi
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Tablo 4.2. (Devami) 63F-TK55R primer ¢ifti ile elde edilen yaklasik 450 bg
uzunlugundaki baz dizisinin GenBank veri tabanindaki BLAST analiz sonuglari

GenBank No Bel(loz/e)r lik Aciklama
0
CP002082.1 79 Spiroplasma mirum (ATCC 29335)’in tiim genomu
FI821699.1 36 Spiroplasma sp. BARC 4689’in 16S rRNA geninin kismi
sekansi
NR 1047511 89 szrqplasma diabroticae DU-1 susunun/6S rRNA geninin
- kismi sekansi
NR 0446721 ’4 szroplasmq poulsqml DW-1 (ATCC 43153)’in 16S
- rRNA geninin kismi sekansi

Tirkiye’de ilk olarak Spiroplasma taramasinin gercgeklestirildigi bu ¢alismada, AMS
yumurta total DNA’sindan da elde edilen bu ~420 bg¢’lik PCR {iriinlerinin BLAST
analizinden endosimbiyotik Spiroplasma ile neden yiiksek ylizeyde bir benzerlik elde
edilemedigi aciklanamamistir. Bununla birlikte yiizey sterilizasyonu islemelerinin
kontrol edildigi (Sekil 3.11) yumurta total DNA’sindan /6S »DNA primeri ile elde
edilen 1500 bg¢ uzunlugundaki PCR iiriinlerinin baz dizisinin en az iki ayr1 DNA’ya ait
belirlenmistir. Buradan hareketle s6z konusu DNA’larin birinin Arsenophonus’a
digerinin ise Spiroplasma’ya ait oldugu diisiiniilmektedir. Nitekim artropodlarda birden
fazla kalitilan bakterilerin olabilecegi de belirtilmektedir. Birden fazla sekonder
simbiyotik bakterinin kalitildigin1 gosteren caligmalardan biri Jahan et al., [149]
tarafindan B. fabaci’de belirlenmistir. Bu c¢alismada Arsenophonus, Cardinium,
Hamiltonella ve Wolbachia’nn sitoplama yoluyla bir sonraki nesle aktarildigini tespit
edilmistir. Bir baska calismada ise Cardinium ve Wolbachia’nin aynm konakgida,
Tetranychus truncates’da, birlikte (co-infection) kalitildigr belirtilmektedir [183].
Benzer sekilde Spiroplasma ve Wolbachia’nin D. melanogaster’de birlikte kalitildigi ve

konakg¢ida asimetrik bir iligki icerisinde olduklari belirtilmektedir [184].

Bu calisma ile elde edilen bir ayrinti da, /128 mtDNA (CRF-CRR) primer ¢ifti suana
kadar Branchiopod [130], Isopod [180], Aphid [181] ve cece sinegi [182] ile
gerceklestirilen calismalarda kullanildigi halde daha 6nce AMS i¢in kullanilmadigi
gorilmiistiir. Bu ¢alismada ylizey sterilizasyonu yapilmis AMS yumurtalarinda CRF-
CRR primerleri ile Spanos et al. [134] tarafindan belirtilen 15980 bg’lik mitokondrial
genomunda sirasiyla  14248-14268 ve 14625-14650 bolgelerine baglandig:
belirlenmistir. Spanos et al. [134] ¢alismasinin amacini kisir bocek teknigi kapsaminda

elde edilecek AMS bireyleri ile dogal bireylerini birbirinden ayirmak i¢in bir kaynak
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elde etmek olarak belirtmektedir. Bu c¢alismada kullanilan CRF-CRR bu primerlerinin
ve bunlarla elde edilen 410 b¢’lik baz dizisinin de hem bu dogrultuda hem de AMS ile

gergeklestirilecek diger calismalarda kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

4.2.  Sonug¢ ve Oneriler

Tiirkiye’de ilk kez bir bocekte endosimbiyotik bakterilere yonelik bu sekilde kapsamli
calisma yapilmistir. Gergeklestirilen bu ¢alisma ile;

i) Benzer c¢alismalarda da kullanilabilecek insektaryum ve kafes modelleri
olusturulmustur.

ii) Tiirkiye’de ilk olarak bir bocekte endosimbiyontlara yonelik tarama yapilmistir.

iii) Tiirkiye’de Hatay—Izmir arasindaki sahil seridindeki AMS popiilasyonlarinda
Wolbachia enfeksiyonunun bulunmadigi belirlenmistir.

iv) Izmir-Bornova AMS popiilasyonunda ise Hamiltonella ve Rickettsia enfeksiyonu
bulunmamaktadir.

v) Cardinium igin 6zgiil olarak nitelendirilen Ch ve Clo primerleri ile spesifik olmadigi
disiiniilen sonuglar elde edilmis ancak bu durumun tam olarak agiklanamamustir.

vi) AMS’nde Arsenophonus ve Spiroplasma enfeksiyonlarinin bulunduguna dair ilk

veriler sunulmustur.

Bu sonuclardan 6zellikle Arsenophonus ve Spiroplasma bakterilerinin tespitinde her ne
kadar spesifik primerleri kullanilmis olsa da bu sonuglarin pozitif kontrol varliginda;
fliioresan in situ hibridizasyon (FISH), ¢ok bdlgeli sekans tiplemesi (Multi Locus
Sequencing Typing, MLS) ve real-time PCR gibi alternatif metotlarla teyidi gereklidir.
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