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OZET

EGE BOLGESI’NDEN ORNEKLENEN Culex pipiens KOMPLEKSINE AIT
SIVRISINEK POPULASYONLARINDA Sitokrom Oksidaz | GENININ KISMi
BAZ DiZi ANALIZININ YAPILMASI

Burcin MORCICEK

Yuksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitlsu
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Vatan TASKIN
Haziran 2019, 59 sayfa

Bir¢ok onemli hastalik patojen vektorii olan Culex pipiens kompleksi Gyeleri igin
giivenilir risk degerlendirme analizlerinin yapilmasi O6nemlidir. Anasal kalitim
gosteren ve simbiyont olarak bulunan Wolbachia bakterisi birgok arthropod tiiriinde
yaygin olarak bulunabilmektedir. Wolbachia belirli ¢aprazlarin sonucunda
sitoplazmik uyusmazliklara diger bir degisle yumurtadan ¢ikma oraninin azalmasina
neden olabilmektedir. Bu ozelligiyle bu organizma grubu hastalik vektorii olan
sivrisineklerin populasyonlarinin kontroliinde 6nemli bir ara¢ olarak kullanilabilme
potansiyeline sahiptir. Niifus yogunlugunun yiiksek olmasinin yani sira kirsal ve
tarim alanlariyla da karakterize olan Ege bolgesi ayni zamanda birgok gogmen kus
tirindn de go¢ gilizergahi tizerinde bulunmaktadir. Calismamizda, bu bdlgemizden
toplanan Cx. pipiens kompleksine ait tirlerin molekiler yontemlerle ayrimini
yapabilmek amaciyla 658 baz ¢ifti uzunlugunda mitokondriyal sitokrom oksidaz 1
(COI) barkod bolgesinin baz dizi analizi yapilmistir. Ayn1 zamanda elde ettigimiz
komplekse ait turlerdeki Wolbachia bakterisinin bulunma sikliklar1 da bu tlre
spesifik wsp geninin kismi baz dizi analizinin yapilmasi suretiyle belirlenmistir.
Sonuglarimiz Ege bolgesinde ¢ok yaygin bir oranda (% 90 dan fazla, n =121 ) Bati
Nil Virtsi vektort olan Culex quinquefasciatus’ un varligini gostermistir. Ayni
zamanda bu populasyonlarda Wolbachia endosimbiyont bakterisinin % 62 oraninda
bulundugu da tespit edilmistir. Calisma sonuglarimiz Ege bolgesinde bulunan Cx.
pipiens kompleksine ait tlrlerin kompozisyonu ve bu populasyonlardaki Wolbachia
endosimbiyontunun yayginlik orani hakkinda 6nemli bilgiler saglamistir. Elde edilen
sonuglar ayn1 zamanda bu vektor organizmalarla gelecekte miicadelede ¢aligmalar:
ve Wolbachia temelli kontrol stratejilerinin gelistirmesi agisindan dnemlidir.

Anahtar kelimeler: Culex pipiens Sivrisinek Kompleksi, Mitokondriyal COI, Tur
Dagilimi, Wolbachia, Sitoplazmik Uyumsuzluk.



ABSTRACT

THE COLLECTED SAMPLES IN THE AEGEAN REGION, PRELIMINARY
WORK TO ANALYSIS OF PARTIAL BASE SEQUENCE OF Cytochrome
Oxidase | GENE WHICH MOSQUITO POPULATIONS BELONGING TO

THE Culex Pipiens COMPLEX.

Burcin MORCICEK

Master of Science (M.Sc.)
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Vatan TASKIN
June 2019, 59 pages

The distribution pattern of members of the Culex pipiens complex is particularly
important for establishing successful management programs as these mosquitoes are
competent vectors for certain disease-causing pathogens. Wolbachia, which is a
maternally inherited bacterial symbiont, are found in many different arthropod
species and can lead to cytoplasmic incompatibility, i.e., reduced egg hatch, in
certain crosses. It is being thought as a tool for population control of mosquito
disease vectors. The Aegean region is on the route of the migratory birds and also
characterized by agricultural areas and highly populated settlements. In the present
study, we used the 658 bp region of the mitochondrial cytochrome c oxidase subunit
1 (COI) gene, also known as the barcode region, to differentiate Cx. pipiens complex
species found in Aegean region. In addition, for the first time, the frequencies of
Wolbachia endobacteria in these field populations was investigated employing
Wolbachia specific surface protein, wsp, gene. Our results showed a widespread
(more than 90%, n=121) presence of the highly efficient West Nile virus vector Cx.
quinquefasciatus in the region. We also detected that Wolbachia infection is
common; the average frequency was 62% in populations throughout the sampling
area. This study revealed important knowledge about the composition of Cx. pipiens
complex mosquitoes and the frequency of Wolbachia infection in Aegean
populations. This knowledge will be useful in tracking mosquito-borne diseases and
designing and implementing Wolbachia-based control strategies in the region.

Keyword Index: Culex pipiens Mosquito Complex, Mitochondrial COI, Species
Distribution, Wolbachia, Cytoplasmic Incompatibility.
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1. GIRIS

Sivrisineklerin hastalik bulastirmada etkin olan rollerinin degerlendirilmesi, bu
organizma kaynakli hastaliklarin kontrol edilmesi ve etkin yonetim stratejilerinin
gelistirilmesi agisindan sivrisinek tlrlerinin dagilim sekillerinin ve popiilasyon

yapilarinin anlasilmasi 6nemlidir.

Yuksek adaptasyon yetenegine sahip olan sivrisinekler bircok Onemli patojenin
insanlara ve hayvanlara tasinmasindan sorumlu olan yaygin vektorlerdir (Marquardt,
2004). Bugin bilinen 182 arboviriis (eklembacaklilar araciligi ile bulasan virtsler)
enfeksiyonundan 147 tanesine sivrisinekler vektorlik yapmaktadir (Ramsdale ve
Snow, 1995). Kan emerek beslenen disi sivrisinek tiirleri Bat1 Nil Viriisii (Turell ve
ark. 2001), Periyodik lenfatik filariazis (Farid, 2001), Malaria (Fonseca, 2000), St.
Lious Ensefalit (Tsai ve Mitchell, 1989) ve diger ensefalitler (Nasci ve Miller, 1996)
gibi Onemli birgok enfeksiyonun vektorliginii yaparak yayilimlarindan
sorumludurlar (James ve Harwood, 1969). Diinya genelinde her yil bir milyondan
fazla insan sivrisinekler tarafindan bulastirilan bu hastaliklardan otiirii hayatim

kaybetmektedir (Ser ve Cetin, 2015).

Konak, uygun iklimsel faktorler (nem, sicaklik, yagis vs.) ve su barindiran Ureme
alanlarinin bulunmasi sivrisineklerin vektorliigiinii yaptiklar: bu patojenlerin hastalik
yaymasinda énemli etmenlerdir (Becker ve ark. 2010). Bunlar arasinda dogal yasam
alanlari, diger bir deyisle iireme alanlari, popiilasyonlarin dagilimlarinda ve yiiksek

oranlara erigsmelerinde olduk¢a 6nemlidir (Spencer ve ark. 2002).

Saglik acisindan 6nemi ylksek olan bu organizma grubuna ait popiilasyonlarin
kontrolu igin farkli miicadele yontemlerinin birlikte degerlendirildigi korunma
programlarinin daha etkin bir sekilde kullanilmasi gerekmektedir. Bu baglamda
kimyasal, biyolojik, kultirel ve mekanik (fiziksel) micadele yontemlerinin bir arada
kullanildig1 yeni ve daha aktif olabilecek miicadele ¢aligsmalar1 Uzerine son yillarda
arastirmalar yapilmaktadir (Becker ve ark. 2010). Bununla birlikte sivrisinek
miucadelelerinde en etkin ya da tercih edilen yontem, organizma heniz larva ve pupa

doneminde iken alinacak olan oOnlemlerdir. Bu sayede c¢evresel riskleri ve



kontaminasyonlar1 6nlemek amaciyla sivrisineklere karsi insan sagligini da etkileyen
kimyasal ilaglar (insektisitler) kullanilmadan erken dOnemlerde onlem alinmis

olacaktir.

Micadele edilmesi planlanan bélgedeki sivrisinek tirlerinin bilinmesi kullanilacak
olan yontemin se¢ilmesi agisindan kritik 6dneme sahip basamaktir. Tibbi 6nemi
yuksek olan bu sivrisinek vektorlerini tanimlamak ve siniflandirmak igin basit, hizl,
dogru ve giivenilir yontemlerin gelistirilmesi bu tiir vektor organizmalarin basarili bir
sekilde kontrol altina alinmasi agisindan on sarttir. GUnimdizde simiflandirma
calismalari  ¢ogunlukla  organizmalarda bulunan morfolojik  farkliliklara
dayanmaktadir. Buna karsin morfolojik olarak yapilan tiir tayinlerinin zaman alict
olmasi, Orneklerin toplama veya saklama sirecinde hasar gorebilmesi ve
siiflandirma asamalarinda deneyimli bilim insanlarina ihtiya¢ duyulmasi bu
uygulamanin en 6nemli dezavantajlaridir (Krzywinski ve Besansky 2003, Batovska
ve ark. 2016). Bu nedenlerden dolayidir ki bilim insanlar1 sivrisinek tdrlerinin
tayinleri sirasinda daha dogru, hizli, kesin ve biitlin hayat formlar1 (yumurta, larva,
pupa, ergin) iizerinde uygulanabilir olmasindan 6tiirii molekiler yontemleri tercih

etmektedirler.

Diinya genelinde Culex cinsi 770 tur ile temsil edilmektedir (Harbach, 2008d).
Avrupa’da Culex kompleksine ait 7 adet tir bulundugu bilinmektedir (Hubalek,
2008). Bu kompleksin en yaygin iki Uyesi Culex pipiens L., kuzey yarimkiirede
ilman iklim kusaginda bulunurken, Culex quinquefasciatus c¢ogunlukla Guney
yarimkiiredeki tropik ve sicak iklimlerde bulunur (Farajollahi ve ark. 2011).
Ulkemizde Culex cinsine ait 13 tiiriin varhig: bildirilmistir (Alten ve ark. 2000b;
Ramsdale ve ark. 2001). Gilinay ve ark. (2015) DNA barkodlama yontemi ile bu 13
Culex tartndn listelerini kontrol ederek, yeni belirledikleri dort tiirt listeye eklerken,

daha 6nce bulunan ve yanlis teshis edilen bir tiirii de listeden ¢ikarmiglardir.

Culex pipiens kompleks tiirlerinde kalitsal olarak Wolbachia endosimbiyontu en
yaygin goriilen konakgidir. Bu konak¢inin Cx. pipiens kompleks tlrlerinin tremeleri
tizerinde etkin rol oynadig1 ve en ¢ok sitoplazmik uyumsuzluga (CI) neden oldugu
bilinmektedir. Cx. pipiens kompleks tirlerinde gorulen sitoplazmik uyumsuzluk
embriyonun Oliimiine yol acarak yeni neslin olusmamasina yol agmaktadir. Bilim
insanlart  sivrisinekler ile yapilacak olan miicadelelerde, Wolbachia

endosimbiyontunu vektor olarak kullanarak hastalik tasiyan Cx. pipiens kompleks
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tirlerinin  yayilimlarinin ~ engellenmesinde etkin  bir rol oynayabilecegini

belirtmislerdir (Hancock ve ark. 2011).

Calismamizda Ege Bolgesinde bulunan Cx. pipiens kompleksine ait tdrlerin
molekiler yontemler kullanilarak belirlenmesi, yayilimlarinin anlagilmasi ve CX.
pipiens kompleksine ait tirlerde Wolbachia bakterisinin bulunma oranlarinin tespit

edilmesi amaglanmaktadir.

1.1. Sivrisineklerin Taksonomik Simiflandirilmasi

Sivrisinekler; Arthropoda subesinin, Insecta sinifinin Diptera takiminin, Culicidae
familyasina ait holometabol boceklerdir (Merdivenci, 1984). Fosil kayitlar Diptera
takimimin yaklagik 200 milyon yil dnce Jura devrinde, Culicinae alt familyasinin ise

50 milyon yi1l 6nce Eosen devrinde evrimlestigini gostermektedir (Morse, 1996).

Takim Diptera
1
Alttakim Brachycera Nematocera
| | | |
Aile Tipulidae Culicidae Dixidze Chrinomidae Chaoboridas
!
Altaile Anophelinae Caulicinae
I
|
i
| ‘ | l
Cins Anopheles Aedes Uranatgenia  Culisera Culex Mansonia  Crihopodomyvial
| F | |
l | Coquillettidic
Aedes Finlaya Stegomyia
Altcins Aedimorphus Ochleroratus Barraudiu Neoculex
Culex
Ancpheles  Cellia Culiseta Allotheobaldia
Culicella

Sekil 1.1. Turkiye’ de bulunan sivrisineklerin alt cins seviyesine kadar taksonomik
simiflandirilmasi (Aldemir, 1997).



Diinyada yaklasik olarak 3565 sivrisinek tur ve alttirli bulunmaktadir. Turkiye ise
iklimsel ve ekolojik ozellikleri nedeniyle 7 cinse ait toplam 62 sivrisinek turd
bulunmaktadir (Kuglu ve Dik, 2018). Bu tirler; Ochleratus, Culex, Anopheles,
Culiseta, Aedes, Coquillettidia, Orthopodomyia, Uranotaenia cinslerinin altinda
bulunurlar (Ramsdale ve ark. 2001; Caglar ve Skavdis, 2008). Ulkemizde bulunan

sivrisinek cins ve alt cinsleri Sekil 1.1°de gosterilmistir.

1.2. Sivrisineklerin Genel Biyolojisi

Diptera ordosu i¢inde bulunan sivrisinekler tropikal, subtropikal ve iliman iklim
kusaklarinda ¢ok genis bir yayilim gostermektedir. Genellikle yasam ve Ureme
alanlar1 agac¢ kovuklari, goller ve goletler, dogal gukurlar, batakliklar, ¢ayir ve
ormanlarda bulunan birikmis sular, kanallar, havuzlar, otomobil lastikleri,
fosseptikler, topraktaki hayvan ayak izleri ve benzeri yerlerdeki temiz veya Kirli
sulardir. Bu tlir alanlara sivrisinekler yumurtalarini kolaylikla birakabilirler
(Aldemir, 2003). Culex cinsine ait sivrisineklerin hayat dongust Sekil 1.2 de de
gosterildigi sekilde sirasiyla yumurta, larva, pupa ve ergin evrelerinden olusmaktadir

ve bu organizmalar holometabol yani tam bagkalagim gosteren canlilardir.

oy \
el o
e Bk E
‘Y 3
|4
Doedings Evie
d 1 Eve
A /N
Uglincl Bvre
¥ Tkingi Evre
/

Sekil 1.2. Sivrisineklerin hayat dongust (Anonim, 2015) degistirilerek ¢izilmistir.



1.2.1. Yumurta Evresi

Culex trleri genellikle yumurtalarini su yiizeyine birakirlar. Disi sivrisineklerin bir
seferde biraktig1 yumurta sayisi tiire bagli olarak degisim gostermektedir. Ornegin
Culex tarleri 75 ila 150 aras1 yumurta birakabilirken iken, Anopheles turleri 200 ila
400 arasinda yumurta birakabilmektedir (Marshall, 1938). Yumurtlama ve yumurta
sekillerinin farkli olmasindan 6tiri cinsler ve tiirler birbirlerinden ayirt edilebilirler.
Sivrisinekler yumurta birakma sekillerine gore iki gruba ayrilmaktadir. Sekil 1.3” te
gosterildigi gibi Culex ve Culiseta tlrleri yumurtalarin1 paket seklinde birakir iken,
Aedes ve Ochlerotatus turleri yumurtalarini tek tek su yiizeyine birakmaktadir (Alten
ve Caglar, 1998).

Sekil 1.3. Sivrisinek yumurta gorintileri a: Anopheles tiiriiniin yumurtasini, b: Culex tirindn
yumurta paketlerini, c: Culex pipiens yumurta paketinin birakilis anim gostermektedir
(Anonim, 2006).

1.2.2. Larva Evresi

Yumurtadan ¢ikan larvalar dort instar evresine sahip olup daha sonra pupa evresine
gecerler. Birinci evrede boyutlari ortalama 0.5-1 mm arasinda olup dérdincu evrede
ise 5-15 mm boyutuna ulasir. Yumurtadan ¢ikan larvanin rengi yar1 saydam, parlak

ve sarimsi-beyaz olup gelisimi ilerledikce pigmentlesme meydana gelmektedir.



Larvalar filtrasyon yolu ile, bulunduklari ortamdaki ¢lirimiis bitki kisimlari,
bakteriler, algler ve dipteki dokuntiler gibi besinler ile beslenirler. Larvalar ¢ok
hareketli olup solunum igin siklikla su ylizeyine ¢ikarlar. Culicinae tyeleri solunum
sirasinda viicutlarini suyun yiizeyine egik pozisyonda tutarken, Anophelinae Uyeleri
suyun yuzeyinde yatay durumda solunumlarini gergeklestirmektedir (Sekil 1.4, Sekil
1.5) (Merdivenci, 1984).

Sekil 1.4. Anophelinae (solda) ve Culicinae (sagda) larvalarimn su yizeyindeki solunum
sirasindaki durus pozisyonlar: (Marshall, 1938)

Larvalar bas, govde ve karin olmak tlizere ii¢ kisimda incelenmektedir. Larva
iizerinde bulunan sifon ve anten kil demetlerinin dizilimleri tiir tayininde 6nemli rol
oynamaktadir (Marshall, 1938). Larvalar ideal kosullar igerisinde; suyun sicakligina,
besin miktarina ve tiire bagl olarak ortalama 7 ile 16 gilinde pupa evresine

ge¢mektedirler (Alten ve Caglar, 1998).

Sekil 1.5. Culicinae larvalarinin su yiizeyindeki durus pozisyonlari (Anonim, 2010)
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1.2.3. Pupa Evresi

Pupa evresindeki Culex tirleri larvalar gibi beslenmez. Pupa evresi metamorfozun
sekillendigi evredir (Marshall, 1938) (Sekil 1.6). Culex pupalar1 aktif olup, su
icerisinde hassastirlar. Diger bir deyisle ortamda meydana gelen degisikliklere karsi,
hizli tepki verebilirler (Becker ve ark. 2003). Hareketleri yavasladigi i¢in suyun
akintisiz, durgun yerlerine cekilebilirler. Culex pupalar1 uygun ortam kosullarinda 3-

5 gunde ergin evreye gecmektedirler (Marshall, 1938).

Sekil 1.6. Culex pipiens’e ait pupa goriintiisii (Krebs, 2010).

1.2.4. Ergin Evre

Pupadan ¢ikan ergin, disaridan gelebilecek herhangi bir etkiye karsi savunmasiz
durumdadir. Ugabilecek duruma gelen ergin birey 1-2 dakika iginde beslenme
arayigina girmektedir (Marshall, 1938; Merdivenci, 1984). Ergin Culex, barmak ve
konukgu tercihi bakimindan fakliliklar gostermektedir. Ekzofilik (agik alanlarda faal
olan) tiirler, magaralar ve orman iclerinde cesitli yerlerde yasamaktadir. Endofilik
(kapali alanlarda faal olan) tiirler ise ahir, ev gibi yerleri tercih etmektedir. Disi
sivrisinekler gun boyunca insanlar ve hayvanlardan kan emerek beslenmektedirler
(Harbach,1985). Koku, goriinim ve sicaklik disi bireyin antenlerindeki duyu
reseptorleri ile algilanarak konagini se¢mesinde sinegi harekete gecirmektedir. Koku
uyaricilart karbon dioksit, aseton, oktanol, fenolik gibi bilesiklerdir (Akiner,2009). Disi
bireylerde diyapoz gorullr. Erkek sivrisinekler kan ile beslenmek yerine ¢icek nektarlari
ile beslenmektedir (Marshall, 1938).



1.3. Sivrisineklerin Morfolojisi

Sivrisineklerin viicutlar1 bas, govde ve karin olmak iizere ii¢ ana boliimden
olusmaktadir (Sekil 1.7). Sivrisinekler, kanatlar1 ve karni uzun, bacaklari ince, kii¢iik
basli, anten ve hortumu ince uzun, birlesik iri gozlii, boylar1 3-13 mm olan ince yapili
canlilardir. Disilerin basmin 6n kisminda bes parcadan olusmus bir hortumu
(proboskis) vardir. Bes pargayi saran labyum (alt dudak), kan emme sirasinda deriyi
delmede yardimci olan disli madibula (iist ¢ene) ve maksilla (alt ¢ene), kan emme
sirasinda kanin pihtilasmasini engellemek i¢in tiikUriik salgisini akitan hipofarinks
(yutak) ve emilen kanin gectigi labrum (Ust dudak) bulunmaktadir (Merdivenci,
1984). Erkek bireyler disi bireydeki biitiin elemanlari bulundurmayabilir veya bu
organlar daha az gelismistir (Marshall, 1938). Hortumlarinda bulundurduklari iki
antenin killanmalarina bakilarak cinsiyet tayini yapilmaktadir. Hortumun iki yaninda
bulunan palpus (dokunag), Culicinae Uyelerinin erkeklerinde hortumun boyunda iken
disilerinde ise hortumdan daha kisadir. Anophelinae alt familyasinin Uyelerinde ise

erkek ve disi bireylerinde hortum boyutundadir (Merdivenci, 1984).
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Sekil 1.7. Disi sivrisinegin dorsal boliimleri (Becker ve ark. 2010).
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Govde, 3 ana bolimden olusmustur. Bunlar mezotoraks, protoraks ve metatoraks
olup birbirleri ile kaynasmis sekildedirler (Becker ve ark. 2003). Govdede bulunan
killar ve bunlarin dizilisleri tiirler arasinda farkliliklar gostermektedir (Kilig, 2015).
Kanatlar govde iizerinde bulunan zarimsi, ince ve seffaf olan yapilardir. Arka
kanatlar1 degisime ugrayarak bireyin dengesini saglamasina yardimci olmaktadir. Tiir
tayinlerinde kanatlarin iizerinde bulunan damarlanmalara bagvurulmaktadir. Bireyin
bacaklarindaki renkler ve uglarindaki tirnak yapilar1 tiirler arasi degisiklik

gostermektedir (Merdivenci, 1984).

Scutellum ergin bireylerde sirt bolgesinin karin bolgesinden ayrildigi kisma denir ve
burada tiirlere gore degisik sayilarda kil tagiyan bir ¢ikint1 oldugu bilinmektedir.
Scutellum batun cinslerde Uc¢ loblu iken Anopheles cinsinde lobsuz olarak
bulunmaktadir (Alten ve Caglar, 1998). Karmn bolgesi 10 adet halka seklinde bulunan
segmentten olugmustur. Son iki segmentte erkekler hipopigiyum, disiler ise cerkus
olarak adlandirilan genital organ bulundurmaktadir (Merdivenci, 1984; Becker et al.,
2003). Tiir tayini sirasinda disi genital organinin bir énemi yok iken erkek genital
organi bireyin belirlenmesi i¢in 6nemli bir role sahiptir (Merdivenci, 1984; Becker et
al., 2003).

Sekil 1.8. Culex pipiens sivrisinek tirtnin morfolojik gérintist (Anonim, 2017).

Culex pipiens kompleks dyelerine  yurdumuzun her iklim bdélgesinde
rastlanilmaktadir (Sekil 1.8). Cx. pipiens disi bireyleri memeliler, kuslar ve insanlari
da igerisine bulunduran omurgali hayvanlardan kan emerek hayatlarini
strdirmektedirler (Merdivenci, 1984). Yumurta, larva, pupa ve ergin olmak Uzere 4

evreden olusan bir yasam donglleri bulunmaktadir (Sekil 1.9). Genellikle yaz
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aylarinda aktiftirler, erginleri kis aylarini rutubetli ve sicak, kapali alanlarda
hareketsiz gegirmektedirler. Fakat daha sert kosullar karsisinda diyapoza
girmektedirler. Cx. pipiens kompleksine ait sivrisinekler birbirinden farkli habitatlara
uyum saglamistir. Temiz sulardan Kirli sulara kadar her yerde larvalarina rastlamak
mumkinddr. Culex pipiens’ in Periyodik lenfatik filariazis, Dang hummasi,
Sarthumma, Sitma ve Bati Nil Viriisii ile Wuchereria bancrofti’ nin vektorliigiini
yapabildigi bilinmektedir (Ozer, 2005).
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Sekil 1.9. Sivrisineklerin vektorliigiinii yaptig1 hastaliklarin insanlar arasinda tasmmasi
(Pradeep ve Ma, 2015).

Culex quinquefasciatus tiiru ergin bireylerinin basi diiz boz renkli pullarla 6rtilidir.
Gozlerinin arka kiyisinda ve basin iki yaninda beyaz pullu benekler bulunmaktadir.
Disi bireyin palpleri boz renkte ve ¢ok kisa pullarla ortilu olup, bazi1 bireylerde
lizerinde serpistirilmis beyaz pullar oldugu gorilmektedir. Erkekte palpler ¢ok
uzundur ve seyrek killarla ortiiliidiir. Karin halkalariin 6n kisimlari beyazimsi
pullarla ortilu olup yarim ay goriiniimiinde bir seridin bulunmasi ve sirt pargalarinda
diz, boz renkte pullarin olmasindan dolayr diger tiirler ile ayirt edici bir 6zellige
sahiptir (Sekil 1.10, a.). Hipopigiyum koksitinin killarinin biiyiik ve kalin olmast,

koksitin tepe onii ¢ikintisinin genis olmasi ve fallusun tepesinin disli ve yuvarlak,
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hipopigiyumun orta kisminin ise kanat bigiminde ve genis olmasi, Culex
quinquefasciatus tdrtinin Onemli sistematik 06zelliklerindendir (Service 1993,
Merdivenci 1984).

Culex tritaeniorhynchus larvalarinin viicut renkleri saydama yakindir (Merdivenci,
1984) ve sifonlarinda bulunan kil demetleri 5 subventral ve 1 lateral ¢ift seklinde
oldugu bilinmektedir (DuBose ve Curtin, 1965). Sifondan ¢ikan ilk kil demeti (seta
1-S) bulunmaktadir (Harbach, 1985). Culex tritaeniorhynchus tiiriiniin ergin disi
bireylerinin insanlardan ve hayvanlardan kan emerek beslendikleri bilinmektedir
(Sekil 1.10, b.). Larvalar1 hayvan ayak izleri, su dolu cukurlar, giines alan
habitatlarda ve batakliklarda gorilmektedir (Darsie ve Samanidou-Voyadjoglou,
1997). Genis bir dagilimi olan Culex tritaeniorhynchus tiri Afrika’da Etiyopya
bolgesinin kuzey kesiminde, Akdeniz havzasinin dogu kesiminde ve Asya kitasinin

tim giiney yarisinda goérulmektedir (Merdivenci, 1984).

Culex hortensis genelde zoofilik olarak beslenmektedir. Zaman zaman insanlardan
da kan emdigi bilinmektedir (Merdivenci, 1984, Becker ve ark., 2003). Larvalar
genelde cesitli su bitkilerine sahip sularda ve belli oranlarda yosun bulunan sularda
gorilmektedir. Ergin disiler kis1 Kilerlerde, harabelerde ve magaralarda gegirirler.
Bireyler giindiizleri karanlik ortamda dinlenerek gegirmektedir (Becker ve ark.,
2003). Cx. hortensis Kuzey Afrika, Hindistan, Orta Asya ve Avrupa’nin genelde
Akdeniz’e kiyis1 olan bolgelerinde gorulmektedir (Sekil 1.10, c.) (Becker ve ark.,
2003).

l=
a

Sekil 1.10. Sivrisinek turlerinin morfolojik gorintlsd; a) Culex quinquefasciatus (Russell, 1999),
b) Culex tritaeniorhynchus (Anonim, 2018), c¢) Culex hortensis (Anonim, 1889)
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Culex martinii gelismek ve tremek amaciyla genelde insan yerlesim yerlerine yakin
bolgeleri ya da yerlesim alanlarini1 habitati olarak tercih etmektedir. Cx. martinii
larvalart yar1 golgelik, giines alan, durgun sularda ya da temiz akarsularda
bulunabilirler (Rueda 2008, Harbach 2007, Orszagh 2001). Ulkemizde genellikle
Akdeniz iklim bolgesinde genis bir habitatta yayilim gosterdigi belirlenmistir. CX.
martini Giineydogu Anadolu Boélgesinde kis aylarina kadar biitiin yasam formlariyla
bulunabilirken, Ocak ayinda ise pupa ve larva evreleri, Subat aylarinda sadece
erginleri goriilmektedir. Bu tiire ait birey sayis1 Agustos-EKim aylarinda en {ist
seviyeye ulagsmaktadir (Kasap ve ark. 1997, Merdivenci 1984, Harbach 2007). Culex
martini’ nin gindmdizde herhangi bir hastaligin vektorii oldugu belirlenmemistir
(Orszagh, 2001).

Culex laticinctus larvalarinin sekizinci segmentteki tarak pullarimin u¢ kisminda
diger tiirlerden farkli olarak daha uzun sivri bir diken bulunmamaktadir. Bu tlrde
anal segmentin en dorsalindeki demet 4 ya da 5 kildan olugmaktadir. Culex
laticinctus’ u diger tiirlerden ayiran bir 6zelligi sifondan ¢ikan ilk 2 veya 3 kil
demetinin pektenin son disinden once baslamasidir (Harbach, 1985). Eriskin disi
bireyleri zoo-antropofilik 6zellik gostermektedirler. Agik alanlarda (ekzofajik) ve
evlerde (endofilik) bulunarak insanlardan kan emdikleri bilinmektedir (Merdivenci,
1984). Larvalar1 genelde kalict su birikintilerinde treme gostermektedirler (Becker
ve ark., 2003). Genellikle Culiseta longiareolata ve Cx. pipiens tiirlerinin larvalari ile
beraber gorilmektedir (Merdivenci, 1984). Cx. laticinctus tirl Tirkiye’de Akdeniz
bolgesinde ve Afrika’ da genis dagilim gostermektedir (Becker ve ark., 2003).

Culex fatigans’ in treme bolgelerinin genellikle kent ve kdylerde bulunan kirli su
birikintileri oldugu bilinmektedir. Kirsal alanlarda ¢ok ender bulunmaktadirlar. Disi
birey yumurtlamak icin beslenme ihtiyacini ¢evresinde bulunan hayvanlardan ve en
cokta insanlardan kolayca saglayabilmektedir. Bu nedenle diyapoza girmeden dnceki
bir yil icerisinde birka¢ kusak yumurtlama yapabildigi bilinmektedir. Cx. fatigans
cesitli ensefaliti arboviriislerini tagimaktadir. Diinyada iliman ilkim kusaginda,
tropikal ve subtropikal iklim kusaklarinin sicak kesimlerinde dagilim gostermektedir.
Tiirkiye’de ise Konya, Nigde, Ankara, Izmir, Adana ve Aydin y&relerinde bulundugu
bilinmektedir (Merdivenci, 1984)
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1.4. Mucadelesi

Sivrisinekler insanlara hastalik tasiyan vektorlerin basinda yer almaktadir. Insanlar
bu vektorlere karsi gesitli mucadele yontemleri gelistirmistir. Diinyanin birgok
yerinde ilgili cografik ve iklimsel sartlar g6z Oniinde bulundurularak vektorlerin
kontrol altinda tutulmasi i¢in c¢alismalar yapilmaktadir. Giinlimiizde sivrisinek
mucadelesi igin temel olarak dort farkli yontem bulunmaktadir (Alten ve Caglar,
1998). Bunlar;

e Kulttrel mucadele
e Mekanik (fiziksel) miicadele
e Biyolojik micadele

e Kimyasal micadele

1.4.1. Kiltidrel Micadele

Sivrisinek miicadelesinde birinci adimi olusturmaktadir ve micadelenin temeli
sivrisineklerin biyolojisi, yasam bi¢imi ve savasim yollarinin halk tarafindan
tanimast saglanarak Onlemlerin alinmasina dayanmaktadir. Halkin egitilmesi
sirasinda Ozellikle iireme alanlarinin tanitilmasi asamasinda, MUlki idare amirleri,
Belediyeler, Milli Egitim Midiirlikleri ile koordinasyon saglanmalidir. Gorsel ve
yazili basin aracihigiyla da halkin ve kuruluslarin egitimi faaliyetleri kiiltiirel

miicadele kapsamina girmektedir (WHO, 1982a, WHO, 1982c).

1.4.2. Mekanik (fiziksel) Micadele

Mekanik (fiziksel) micadelede temel amag, fiziksel altyapiin diizeltilmesi yoluyla
sivrisineklerin yasama alanlarinin ortadan kaldirilmasidir. Sivrisineklerin treme
alanin1 olusturan ¢ukurlarin doldurulmasi, kuyular, toplanma ve drenaj kanallari,
foseptikler, birikinti ve batakliklarin kurutulmasi, havuzlar, alt yapi degisiklikleri vb.
yerlerde sivrisineklerin Urememesi icin 1slah ¢alismalar1 yapilarak ¢evrenin
diizenlenmesi ve bu diizenleme ile iliremeyi kontrol altina alarak kaliciligin

saglanmasi bu tir miicadelenin temelini olusturmaktadir (WHO 1983b, Kogak 1997).
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1.4.3. Biyolojik Mucadele

Biyolojik miicadelede temel amag, ¢evreye zarar vermeden canliy1 baska bir canli ile
yok etmeye dayanir. Dogada biitlin canlilarin oldugu gibi sivrisineklerin de bir¢ok
predatorii vardir. Giiniimiizde protozoalar, funguslar, nematodlar, predator sinekler,
yumusake¢alar ve baliklar biyolojik ajan olarak kullanilmaktadir. Sivrisineklerin
miucadelesinde kullanilan bu ajanlar Cizelge 1.1’ de sunulmustur (WHO, 1990b,
Alten ve Caglar, 1998).

Cizelge 1.1. Biyolojik mlicadelede kullanilan ajanlar (Anonim, 2011)

Bacillus thuringiensis H-14

Bakteriler ] i
Bacillus sphaericus
Chytridiomycetes (Coelomomyces ve
Coelomycidium)

Funguslar Oomycetes (Lagenidium giganteum)

Zygomycetes (Entomophtora)
Deuteromyecetes (Fungi imperfecti)

Monomerphic microsporoidia
Protozoonlar ) o -
Dimetphic microsporoidia

Romanomermis culicivorax
Nematodlar Romanomermis iyengari
Octomyomermis muspratti

Nukleer polihedros virlsleri

Virisler . . . . e
Sitoplazmik polihedros viriisleri Iridoviriisler
Predator sinekler Toxorhynchites turleri
Thiara granifera
Yumusakgalar . o
Marisa cornuarietis
Oreochromis spilurus
Hemirhamphidae tdrleri
Cyprinodontidae tirleri
Baliklar

Anabentidae tirleri
Cichlidae tirleri
Gambusia affinis
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1.4.4. Kimyasal Mucadele

Kimyasal miicadele, kimyasal maddenin (pestisitin) hedef canliya uygulanmasi
olarak tanimlanir. Uygulanan kimyasal maddenin hedef canli disindaki biyotik ve
abiyotik ortami olumsuz etkilemesi, ¢evrede birikerek kirlilik yaratmasi, canlinin
diren¢ kazanmasi gibi dezavantajlar1 olmasina karsin kisa bir zaman zarfinda kesin
sonuclar verdigi i¢in gliniimiizde en ¢ok kullanilan miicadele yoOntemidir.
Sivrisineklerde kimyasal miicadele larva ve ergin micadelesi olmak Uzere iki

asamada gergeklestirilmektedir (Alten ve Caglar, 1998).

Larva miicadelesinde iireme alanlari bulunarak larvasit uygulanir (Cizelge 1.2).
Sivrisinek mdicadelesinin en 6nemli asamasidir ve problemi %70-80 oraninda
cozmektedir (WHO, 1990b). Ergin miicadelesinde ise farkli kimyasal maddeler
kullanilabilir. Ergin sivrisinek pupadan ¢iktiktan sonra 24-36 saat gi¢ ve enerji
depolayabilmek icin treme yerlerinde dinlenir. S6z konusu bu treme yerleri tespit
edilerek kimyasal maddeler uygulanabilir.

Cizelge 1.2. Sivrisinekler ile kimyasal miicadelede kullanilan larvasitler (Tomlin 1997).

Kimyasal Grubu Larvasit Adi
Chlorpyrifos etil, Chloropyrifos metil,
Organik fosforlular Fenitrothion, Fenthion, Malathion,

Phoxim, Pirimphos metil, Temephos

Pyrethroidler Deltamethrin, Etofenprox,

Sentetik _
Permethrin
o . Diflobenzuron, Methoprene,
Gelisim Duzenleyiciler Pyriproxifen, Triflumuron
Biyolojik kokenli larvasitler B. thuringiensis H-14, B. Sphaericus
Yiizey gerilim ilaglari MMF ve Fuel oil

1.5. Tiirkiye’ deki Sivrisinek Populasyonlarimin Dagilhimm

Tiirkiye’de sivrisinekler {izerine c¢alisan bilim insanlari, Glkemizi sivrisinek
populasyonlariin dagilim kriterlerine gore dort alt bolgeye ayirmistir (Alten ve ark.
1998, Gunay ve ark. 2015). Bunlar;

e Birinci bolge; Marmara, Karadeniz, Ege ve Akdeniz' in kiy1 alanini,
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e Ikinci bolge; Marmara, Dogu Anadolu, Ege, Karadeniz ve Akdeniz'in i¢
kisimlariyla, I¢ Anadolu bélgesini,
e Uciincii bélge; Dogu Anadolu bdlgesini,

e Dordiincii bolge; Glineydogu Anadolu bdlgelerini kapsamaktadir.

Dort bolge genis bir alanda birbirinden farkli sivrisinek mikrohabitatlarin1 ve

habitatlarin1 barindirmaktadir (Sekil 1.11) (Postiglione ve ark, 1973, Parrish, 1959).
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Sekil 1.11. Sivrisinek populasyonlarimin Tiirkiye haritasindaki dagilimi.

Tiirkiye’nin {igte birinin Iran-Anadolu, Kafkaslar ve Akdeniz gibi biyogesitlilik igin
gerekli olan sicak noktalardan olusmasi, buzul déneminde canlilar igin siginak olarak
kullanilmis alanlarin bulunmasi ve cografi agidan 6nemli gegis yollarinin bulunmas,
gibi etmenlerden dolay1 Ulkemizde biyolojik ¢esitlilik oldukga yiksektir (Sekercioglu
ve ark. 2011).

Diinyadaki gelisime paralel olarak Ulkemizde de sivrisineklerle ilgili biyolojik
cesitlilik ve popiilasyonlarin genetik yapilarinin anlasilmasina yonelik molekdler
calismalar yaygin olarak yapilmaktadir (Erglinay ve ark. 2014, Giinay ve ark. 2015,
Morgigek ve ark. 2018, Kilig ve ark. 2019)
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1.6. Mitokondriyal DNA (mtDNA)

Genel olarak tum okaryotlarda bulunan mitokondri, hucresel reaksiyonlar igin
gereken enerjiyi saglayan organeldir (Cummins, 1998). Mitokondri igerisinde, ¢cok
sayida birbirinin tamamiyla aymi (homoplazmi) veya farkli (heteroplazmi)
mitokondriyal DNA (mtDNA) kopyalart bulunmaktadir (Krawczak ve ark. 1998,
Zischler, 1999). Mitokondriyal DNA; 12S ve 16S olmak (zere 2 adet rRNA genine,
solunumla iliskili proteinleri kodlayan 13 gene, 22 adet tRNA genine sahiptir (Sekil
1.12). Yapisinda bulundurdugu bu genlerin iirtinleri ¢ogunlukla aerobik solunum
sirasinda meydana gelen metabolik olaylarda gérev almaktadir. MtDNA, nikleer
DNA ile karsilastirildiginda, tlrlerdeki ve tiirler arasindaki genetik ¢esitliliginin
belirlenmesi agisindan 6nemli avantajlara sahiptir (Tzen ve ark. 2001). Nukleer
DNA’ da intron bolgelerinin bulunmasina karsilik, mtDNA’ da intron bolgeleri
(protein ya da enzim karsilig1 olmayan DNA bdolgesi) bulunmamaktadir (Taskesen,
2010). MtDNA” nin niikleer DNA’ ya kiyasla rekombinasyona sinirhi sekilde maruz
kalmasi, haploit 6zellikte olmasi ve maternal bir kalittima sahip olmasi gibi bir ¢ok

avantaj1 bulunmaktadir (Keskin ve ark. 2012).

Kontrol ¢

g Bilges 12S(RNA,

Sekil 1.12. Mitokondriyal DNA sematik gosterimi (Taskesen, 2010) degistirilerek cizilmistir.
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Mitokondriyal DNA’nin bir kismi niikleer DNA’ ya gore daha hizli evrimlesen
genleri yapisinda bulundurmaktadir (Brown ve ark. 1979). Gen bdlgeleri akraba
sivrisinek tdrlerinin ginimize kadar gelen degisimini ve tiir i¢i veya tiirler arasi
genetik ¢esitliliginini ve iligkilerin belirlenmesi amaciyla popiilasyon genetigi ve
filogenetik caligmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Smith ve ark. 1991). Hizli
evrimlesen genlerin yani sira daha yavas evrimlesen genler de birbirinden uzaklagsmis
popiilasyonlar arasindaki filogenetik soyagacini belirlememizde etkin bir rol
oynamaktadir.

DNA barkod bdlgesi olarakta bilinen ve tiirler arasinda varyasyon gosterebilen
sitokrom oksidaz | (COI) gen bdolgesi bocek tirleri icin evrensel bir biyolojik

tanimlama sistemi olarak onerilmistir (Hebert ve ark. 2003).
Tur tayinlerinde DNA barkodlama yonteminin basarili olabilmesi igin;

e Tiurler arasinda belirgin ayrim giiciine ve yuksek genetik varyasyon sahip

olmasi,

e Uygulanacak canlilarda evrensel primerler ile rahatlikla cogaltilabilecek
DNA bdlgelerine sahip olmalar1 gerekmektedir (Keskin ve ark. 2012).

1.7.  Culex pipiens Literatiir Ozeti

Ulkemizde bulunan sivrisinek tiirlerini belirlemek amaciyla ilk galismalar Martini
(1929) ve Hakki (1931) tarafindan yapilmistir. Yapilan bu aragtirmalar sonucunda ise
40 kadar sivrisinek tiiriiniin varligi belirlenmis olup bu tlrlerin Aedes ve Culex
cinslerine ait oldugu tespit edilmistir.

[gdir bolgesinde bulunan sivrisinek tiirlerinin biyoekolojik 0zellikleri Demirci (2006)
tarafindan arastirilmistir. Bu calismada 19 adet larva/pupa 6rnekleme alani seg¢ilmis
olup bu habitatlarin 7 tanesi golet, 12 tanesi ise drenaj kanalidir. Bu drenaj kanali ve
gblet habitatlarinda 9 ar sivrisinek tiirli 6rneklenebilmistir. Alandaki en yaygin
populasyona sahip tiir An. maculipennis olarak belirlenmistir. CX. modestus ve Cx.
theileri turlerinin ise Igdir bolgesinde yogunluk bakimindan baskin tlr kategorisine

giren diger tiirler oldugu belirtilmistir.

Oter (2007) yilinda yapmis oldugu c¢alismada Istanbul bolgesindeki sivrisinek

tirlerini teshis etmeyi amaglamistir. Arastirma slrecinde larva ve pupadan
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yetistirilerek 1163 U disi, 826 s1 erkek lizere toplam 1989 ergin birey elde
edilmistir. Calisilan 6rnekler 71 {ireme alanina ait 14 farkli habitat (kalici dogal
golet, su deposu gegici dogal golet, su kanali, su birikintisi, kuyu, bodrum, dere,
fosseptik gukuru, gol, havuz, araba lastigi, su saklama kaplari, bataklik) icerisinden
toplanmigtir. Bu iireme yerlerinde Cx. pipiens, Cx. hortensis, Oc. caspius, Ae.
vexans, Cs. annulata, Cs. longiareolata, An. maculipennis ve An. claviger tirlerine

rastlanmistir.

Alkan (2008) yilinda Aras Vadisi’ ndeki kapali alanlarda bulunan sivrisineklerin
(Diptera: Culicidae) mevsimsel populasyon dinamigini ve tlr kompozisyonunu
arastirmistir. Calisma sonucunda alanda bulunan tiirler arasindan en yaygin olanlarini
Cx. pipiens, Cx. theileri, An. maculipennis ve Oc. dorsalis oldugu tespit edilmistir.

Alandaki dominant tiiriin ise Oc. dorsalis oldugu rapor edilmistir.

Simsek ve ark. (2010) yilinda Tirkiye’nin Akdeniz Bolgesinde yasayan
sivrisineklerin vektor ya da vektor olmayan, ekonomik ya da medikal sorunlara
neden olan tirlerinin belirlenmesi amaciyla temel sistematik ¢alismalar yapmislardir.
Calisilan alandaki sivrisinek tiir ya da tir gruplarimin sistematik olarak
cozlimlenmesine, tirlerin dagilimi ve bu dagilimlar {izerinde ekolojik, cografik
faktorlerin  etkisini, faunalarmin belirlenmesini, vektor tiirlerin  yasadiklar
habitatlardaki risklerin saptanmasini ve laboratuvar kiiltiirlerinin olusturulmasini
saglamiglardir. Sonug olarak ise aragtirma alaninda Anopheles sacharovi, An.
maculipennis s.s, An. superpictus, An. hyrcanus, An. claviger, An. melanoon, An.
marteri, Aedes vexans, Ae. cretinus, Cx. hotensis, Cx. theileri, Cx. perexiquus, CX.
laticinctus, Cx. mimeticus, Cx. territans, Cx. pipiens, Cx. tritaeniorhynchus, Cx.
martinii, Cx. subochrea, Culiseta longiareolata, Cs. annulata, Ochlerotatus
geniculatus, Oc. lepidonatus, Oc. zammitii, Oc. detritus, Oc. flavescens, Oc.
pulchritarsis, Oc. caspius, Oc. phoeniciae ve Uranotaenia unguiculata olmak tzere

toplamda 30 tiirtin varligi tespit edilmistir.

Erglinay ve ark. (2014) KKTC’den 4, iilkemizden ise 11 farkli ilden olmak {izere
toplam 15 farkli lokasyondan toplamis olduklart sivrisinek populasyonlarina ait
orneklerde COI geninin baz dizi analizlerini yapmislardir. Calisma sonucunda ise

tilkemizde 15 farkl: sivrisinek tiiriiniin varlig1 belirlenmistir.
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Glinay (2015) yilindaki calismasinda, Tiirkiye’de bulunan sivrisinek tiirlerinin
sitokrom oksidaz 1 (COI) gen bolgesi kullanarak DNA barkodlama sistemi ile
siniflandirmayr  amaglamistir.  Yapilan ¢alismalarin  sonucunda Tiirkiye’deki
sivrisinek tlirlerinin 64 taksondan olustugu belirlenmistir. Tiir statiisiinde olmayan iki
O6nemli taksonun; Culex pipiens f. molestus ve Anopheles hyrcanus var.
pseudopictus’ un Ulkemizde genis bir habitatta yayilim gosterdigi anlasilmistir.
Yapilan tez calismasinda, Tiirkiye’ de ilk kez bulunan tdrlerin Cx. impudicus,
Coquillettidia buxtoni, Aedes albopictus turleri ile An. hyrcanus var. pseudopictus

oldugu kaydedilmistir.

Tiiziin (2015) yilinda Dat¢a Yarimadasi’ndaki sivrisineklerin tireme alanlarini ve
tirlerini belirlenmeyi amaclamistir. Tiir tayini ¢alismalar1 dordiincii evre larvalarin
morfolojilerine bakilarak yapilmistir. Calismalarin sonucunda 4 cinse ait 11 tiir tespit
edilmistir. Bunlar An. superpictus, An. claviger, An. algeriensis, Culiseta
longiareolata, Culiseta annulata, Cx. pipiens, Cx. hortensis, Cx. tritaeniorhynchus,

Cx. laticinctus, Ochlerotatus detritus ve Oc. caspius’tur.

Tiirkiye’ nin sahip oldugu ekolojik ve iklimsel 6zellikleri nedeniyle Ramsdele ve ark.
(2001) sivrisineklerin toplamda 8 cinse ait oldugu belirtmislerdir. Bu cinsler
sirasiyla; Uranotaenia (1 tur), Orthopodomyia (1 tur), Coquillettidia (1 tir), Aedes (3
tr), Culiseta (6 tur), Anopheles (10 tir), Culex (13 tur), Ochleratus (15 tiir)’ tur. Bu

cinslere ait toplam 50 sivrisinek tiiriiniin oldugunu rapor etmislerdir.

Diinyanin baska boélgelerinde de farkli molekiiler yontemler kullanilarak
sivrisineklerin  smiflandirilmasina  yonelik caligmalar gercgeklestirilmistir. Bu
caligmalarda ¢ogunlukla mitokondriyal sitokrom oksidaz | (COIl) gen bdlgesi
kullanilmigtir. Buna gére Kumar ve ark. (2007), Daravath ve ark. (2015) Hindistan,
Cywinka ve ark. (2006) Kanada, Batovshka ve ark. (2016) Avusturalya, Werblow ve
ark. (2014) Almanya, Hemmerter ve ark. (2009) Giiney Asya ve Avusturalya,
Fedorova ve Shaikevich (2007) Rusya’ da DNA barkod bdélgesi kullanilarak 6nemli
vektor sivrisineklerde tlr ayrimlar1 basariyla gergeklestirmislerdir. Yukarda belirtilen
caligmalarin yan1 sira yine diinya iizerindeki sivrisineklerin dagilim ve
smiflandirilmasina yonelik farklit DNA bolgeleri 6rnegin; asetilkolinesteraz geninin
intron bolgesi ve mikrosatellit lokuslar1 gibi bolgelerde kullanilarak arastirmalar

yapilmistir  (Bourget ve ark. 1998, Smith ve Fonseka 2004, Smith ve ark. 2005,
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Fonseka ve ark. 2006, Kothera ve ark. 2009, Gomes ve ark. 2012, Kothera ve ark.
2012, Dehghan ve ark. 2013, Kothera ve ark. 2013).

1.8. Wolbachia

Wolbachia basta bocekler olmak iizere, nematodlar, akarlar, kabuklular ve
orimcekler gibi omurgasizlart enfekte eden ve kalitsal olarak aktarilabilen
endosimbiyont bir bakteridir (Stouthamer ve ark. 1999). Bocek tiirlerinin yaklasik
olarak %20’ sinin Wolbachia ile enfekte oldugu tahmin edilmektedir (Werren ve ark.
2000). Wolbachia son zamanlarda eklembacakli biyolojisinin en yaygimn hiicre igi
bakterileri olarak bilinmektedir (Atyame ve ark. 2011).

1.8.1. Wolbachia pipiens’ in Sistematigi

Endosimbiyotik bir bakteri olan Wolbachia, ilk kez 1924 yilinda Hertig ve Wolbach
tarafindan farkli organizmalarin yani sira Culex pipiens (L.) (Diptera: Culicidae)’ de
tespit edilmistir. Hertig 1936 yilinda bu endosimbiyont bakteriyi Wolbachia pipiens
olarak adlandirilmistir (Hertig, 1936). Bu endosimbiyont, alfa-Proteobacteria’nin

Rickettsiaceae familyasinda yer alan gram negatif bir bakteridir (Werren, 1997).

1.8.2. Wolbachia’ min Genel Biyolojisi

Wolbachia tiirleri insanlar iizerinde herhangi bir hastaliga neden olmamaktadir. Bu
bakterilerin sebep oldugu sendromlar, sadece omurgasizlarda goériilmektedir (Doran
ve ark. 2001). Wolbachia bakterisinin 6nemi; direng mekanizmasindan iireme
degisimlerine, savunma reaksiyonlarindan, konuk¢u beslenmesine kadar genis
kapsamhidir (Giz ve ark. 2015). Wolbachia endosimbiyontunun kalitsal olarak
bilinen en yaygin konakgist sivrisineklerde Cx. pipiens’ dir (Jeyaprakash ve Hoy,
2000, Werren ve Windsor, 2000). Konukg¢ularinin iiremesi iizerine feminizasyon,
erkek olduriculuk, partenogenesis ve sitoplazmik uyumsuzluk seklinde anormal
tireme degisikliklerine neden olmaktadirlar. Bununla birlikte popiilasyonlarda
cinsiyet oraninin bozulmast ve verimsiz dollerin olusumunda da etkilidir.

Konukg¢ularinin  tiremesi iizerindeki etkilerinden dolayr, Wolbachia, hastalik
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vektorleri ve zararli boceklerin miicadelesinde kullanilabilecek potansiyele sahiptir
(Topakc1 ve ark. 2003). Sekil 1.13” te konakei igerisinde bulunan Wolbachia
bakterisi gosterilmektedir. Wolbachia bakterisi bulundugu konukgusunun iiremesi

Uzerinde en sik olarak sitoplazmik uyumsuzlugu meydana getirmektedir.

Sekil 1.13. Bir bocek huicresi i¢inde bulunan Wolbachia bakterisinin gérintiisi (Anonim, 2014).
1.8.3. Sitoplazmik Uyumsuzluk (CI)

1950 yilinda Culex spp’ nin tlr i¢i caprazlamalarinda uyumsuzluk oldugu veya az
sayida nesil Uretebildikleri ya da hi¢ iiretemedikleri ortaya ¢ikarilmistir. Bu durum,
sitoplazmik uyumsuzluk (CI) olarak adlandirilmistir (Werren, 1997). Sitoplazmik
uyumsuzlugun (CI) tek ve iki yonlii olmak tizere iki farkli formu bulunmaktadir. Tek
yonli uyumsuzluk, Wolbachia enfekte olmayan yumurtanin, enfekte bir sperm ile
dollemesiyle olmaktadir. Karsit bir ¢gaprazlanmada, enfekte olmayan erkegin, enfekte
disiyi dollemesi ise uyumludur. Iki yonlii uyumsuzluk ise, disi ve erkek bireyler
farkli Wolbachia irklar1 bulundurdugunda olmaktadir (Werren, 1997). Sitoplazmik
uyumsuzluk etkinliginin belirlenmesinde konukg¢u genotipi, bakteriyel 1tk ve
bakteriyel yogunluk olmak iizere birkag faktér bulunmaktadir (Topakci ve ark.
2003). Arastirmacilar, CI' nin, bécek populasyonlarinda, tasiyici disi igin segici
avantajlar sagladigi ve Wolbachia' nin hizla yayilmasina neden oldugunu bildirmistir
(Sinkins, 2004, Zabalou ve ark. 2004).
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1.8.4. Bir Micadele Arac1 Olarak Wolbachia

Wolbachia’ nin konukgularinin liremesi iizerine olan etkisi ve bulundugu konukg¢u
popiilasyonunda hizli sekilde yayilmasi nedeniyle, bitki zararlilarinin veya
vektorlerin miicadelesinde gucli bir potansiyel ara¢ olarak goriilmektedir (Dunn ve
ark. 2001). Wolbachia’ nin sivrisinekler ve Drosophila melanogaster turlerini bazi
viriislere  karst korudugu da bilinmektedir. Yapilan bir¢ok ¢alismada
arastirmacilar Wolbachia bakterisini Danga ve Sitma gibi patojenlerin yayilmasini
engellemek i¢in vektor olarak kullanmayi diisiinmektedir (Hancock ve ark. 2011).
Wolbachia vektoriinii kullanarak sinek popiilasyonlarina niifus edip, vektor kaynakli
hastaliklarin kontrolii i¢in alternatif veya en azindan tamamlayici bir ara¢ olarak
kullanilmasi yoniinde yeni stratejik uygulama ¢alismalar1 yapilmaktadir (Sinkins ve
O'Neill, 2000, Zabalou ve ark. 2004). Sitma ve danga (Beaty, 2000) gibi baslica
vektor kaynakli hastaliklar i¢in etkili agilarin veya ilaglarin eksikligi ve ¢esitli bocek
ilaglarina karsi direncin hizli evrimi sayesinde, birgok bocek vektorii insan sagligi ve

cevre icin kritik bir tehdit haline gelmektedir (Hemingway ve Ranson, 2000).

1.9.  Wolbachia Literatur Ozeti

Topakct ve ark. (2003) yilinda Wolbachia spp. (Rickettsiaceae) biyolojisini
aragtirarak derleme olarak ortaya koymuslardir. Wolbachia’ nin bocek tlrlerinin
%16’ dan fazlasinda bulunan hiicre ici bakteriyel bir parazit oldugunu rapor
etmislerdir. Ayrica Acarina, Crustaceae ve nematodlar1 da igeren bircok omurgasiz
konuk¢uda bulunur ve yatay dikey olarak tasinan obligat bir bakteridir.
Konukgularinin tiremesi tizerine farkli etkileri vardir. Bunlar feminizasyon, erkek
oldirticiiliik, sitoplazmik uyumsuzluk ve partenogenesis seklinde olan anormal
tireme degisiklikleridir. Neden oldugu bu tireme degisiklikleri ile bireylerde verimsiz
dollerin olusumuna ve embriyolarin cinsiyet oraninin bozulmasi iizerine etkilidir.
Butin bu etkilerinin sonucunda Wolbachia’ nin zararli bdcek ve hastalik

vektorlerinin mucadelesinde kullanilabilme potansiyele sahip oldugu belirtilmistir.

Yetismis ve ark. (2018) yilinda Kayseri Sultan Sazlig1 bdlgesinden alinan 400 adet
sivrisinek Orneginin DNA izolasyonlar1 sonucunda 41’ i Culiseta annulata, 63’ U

Aedes vexans, 296’ s1 Culex pipiens olarak ii¢ farkli sivrisinek turi belirlenmistir.
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Bulunan bu tirlerin icerisinde Wolbachia endoparaziti wsp gen bdlgesi kullanilarak
aragtirtlmistir. Cs. annulata ve Ae. vexans orneklerinde wsp geninde Wolbachia
endoparaziti tespit edilememistir. Erkek birey Cx. pipiens orneklerinde pozitiflik

bulunamamuis iken, CX. pipiens disi bireyleri Wolbachia pozitif olarak bulunmustur.

Yildirnm ve ark. (2013) yilinda Wolbachia endobakterisinin varhigimi Kayseri
yoresinden toplanmis olan Culex pipiens Orneklerinde aragtirmiglardir. Wsp gen
bolgesi kullanilarak Wolbachia varligi arastirilmistir. Yapilan bu ¢alisma sonucunda
Wolbachia endobakterisinin Tiirkiye” de ilk kez Cx. pipiens populasyonlarindaki

varlig1 molekiiler olarak belirlenmistir.

Baran (2014) yilindaki tez ¢alismasinda Trichogramma tlrlerinde Wolbachia’ nin
parazitleme kapasitesi ve 6miir uzunlugu gibi bazi biyolojik 6zellikler iizerine olan
etkisinin belirlenmesini amaglamistir. Wsp-PCR yontemi ile Trichogramma
embryophagum (Hartig)’ da Wolbachia bakterisinin varlig: tespit edilmistir. Calisma
sonugu olarak Wolbachia varliginin T. embryophagum tiiriiniin bazi biyolojik
Ozellikleri Gzerine herhangi bir etkiye sahip olmadigi ve T. cacoeciae turiinde ise
yapilacak biyolojik miicadele programlarinda basarili bir sekilde kullanilabilecegini

ortaya koymustur.

Guz ve ark. (2015) yilinda gergeklestirdikleri ¢alismalarinda endosimbiyotik
bakterilerin bocekler {iizerine etkisini arastirmiglardir. Boceklerde yaygin olarak
bulunan simbiyotik  bakteriler konukgularinda  birbirinden farkli  etkiler
gostermektedir. Endosimbiyotik bir bakteri olan Wolbachia gibi parazitik bakteriler
bulundular1 bireylerde; partenogenezisin tegvik edilmesi (PI),sitoplazmik uyusmazlik
(CI), erkek oliimii ve disilesme (feminizasyon) gibi mekanizmalarla konukgularinin
populasyon buyukliklerini etkilemektedirler. Bunlarin iizerine yapilan bu ¢alismada
simbiyont konukg¢u iliskisi ve simbiyontlarin zararli miicadelesinde kullanim

olanaklar1 tartigilmistir.

Duron ve ark. (2005) yilinda diiyadada genis yayilim gosteren Culex pipiens
popiilasyonlarinda bulunan Wolbachia varligini tespit etmek amaciyla bir ¢alisma
yapmustir. Culex pipiens kompleksinin cografi dagilim analizinde Ingiltere disinda
Wolbachia susu, sivrisinek alttiir tipinden bagimsiz bir sekilde giiglii bir farklilasma

gostermistir.
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Shaikevich ve ark. (2005) yilinda yaptiklar ¢alismada Rusya, Sibirya ve Avrupa’ nin
degisik bolgelerinden toplanan Culex pipiens popiilasyonlarinda toplamda 208 bireyi
genetik yontemlerle incelemislerdir. Bireyler arasinda M, P olmak (zere iki ana
mitotip tespit edilmistir. Bu mitotipler ele alindigi zaman 246. baz ciftinde
mitokondriyal DNA (mtDNA) sitokrom oksidaz | gen fragmaninda farkliliklar
oldugu goézlemlenmistir. Culex pipiens tiriinde bulunan Wolbachia gibi
endosimbiyotik bakterilerle mitotip M varhigi belirlenmis ve enfeksiyon ile

karakterize edildigini bildirmislerdir.

Atyame ve ark. (2011) yilinda g¢alistiklar1 Cx. pipiens Orneklerinde sitoplazmik
uyumsuzluk (Cl) gormiislerdir. En ¢ok varyasyon gosteren Culex pipiens turunde,
kisaca wPip olarak bilinen Wolbachia bakterisinin hakkinda genel bilgi verip, bu

organizmanin evrimsel tarihini inceleyerek rapor etmislerdir.

Duron ve ark. (2011) yilinda 1990-2005 yillar1 arasinda Fransa' nin glineyinde
bulunan Culex pipiens kompleksine ait bireylerin Ureme bdlgelerinde sitoplazmik
uyumsuzluk (Cl) ve Wolbachia gesitliligini incelemistir. Yapilan ¢alismalar
sonucunda ise cografi olarak birbirine yakin Culex pipiens turlerinin Wolbachia
bakterisini 15 yildir popiilasyonlarinin iginde korunur bir sekilde barindirdigini tespit
etmislerdir. Bunun yaninda Wolbachia’ nin sivrisinek niifusunun i¢inde biiyiik ¢caph

olarak sitoplazmik uyumsuzluk (CI) gosterdigi belirlenmistir.

Muniaraj ve ark. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada Wolbachia’ nin varligini
Artropod tirlerinde tespit edebilmek i¢in farkli yontemler test etmislerdir. Sonug
olarak kisa zamanda ¢ok sayida numunede endobakteri Wolbachia dyelerini tespit

etmek amaciyla Gimenez boyama teknigini gelistirmislerdir.

1.10. Cahsmamizin Amaci

Turkiye' de 10 milyonu asan niifusa sahip olan Ege B0Olgesi, yogun yerlesim, ticaret
ve sanayi alanlari, tarim alanlar1 ve ekilebilir arazilerden olusan kirsal alanlara sahip
olmasi, gd¢men kuslarin giizergahlarinin iizerinde bulunmasi ve ¢ok sayida vektor
tiirlerinin tagiabilecegi uluslararasi havalimanlarina (gelen ve giden vektor tlrlerine

yonelik potansiyel limanlar) sahip olmasi nedeniyle énemli bir bolgedir.

25



Gergeklestirmis oldugumuz ¢alismamizda Ege Denizi’ ne kiyist olan bes farkli ilden
ve daha karasal bir iklime sahip olan Denizli Ili’ nden toplanan Cx. pipiens
kompleksine ait sivrisinek popllasyonlarinda mitokondriyal DNA (mtDNA)
tarafindan kodlanan sitokrom oksidaz | (COIl) geninin yiksek polimorfizm gosteren
bolgesinin kismi baz dizi analizi gerceklestirilmistir. BOylelikle bu komplekse ait
tirlerin genetik agidan karakterize edilmesi amaglanmistir. Bunun yani sira yine bu
bolgede bulunan Cx. pipiens kompleksine ait tlrlerde Wolbachia endobakterisinin
tespit edilmesine yonelik molekuler analizler de gerceklestirilmistir. Elde edilen
sonuglarla Wolbachia endobakterisinin bu tirlerde tasinma sikligini1 ve dagiliminin
belirlenmesi, Wolbachia tabanli kontrol programlarinin planlanmasinda temel bir

baslangi¢ adiminin atilmas1 amaclanmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1.  Sivrisinek Orneklerinin Toplanmasi

Culex pipiens kompleksine ait sivrisinek ornekleri 2012-2013 yillarinda Ege
bolgesinde bulunan 6 ilden 25 farkli dogal tireme alanindan, yumurta paketleri veya
1. 2. devre larvalari olarak toplanmistir. Ornekleme yapilan bdlgeler, arastirmamizda
kullanilan her bir populasyon igin birey sayilart ve toplama alanlarinin spesifik
koordinatlar1 Cizelge 2.1’ de sunulmustur. Her ili temsilen, ikisi tarim, ikisi de
yerlesim ya da turizmin yogun oldugu alanlardan olmak Uzere, birbirinden farkli
toplam 4 adet lokasyon secilmistir. Izmir ilinin daha biiyiik yerlesim, tarim ve turizm
alanlarina sahip olmasit nedeniyle bu ilden 6rneklem amagli 5 farkli lokasyon
se¢ilmistir. Ornekleme yapilan 6 ile ait 25 farkli lokasyon ayn1 zamanda Sekil 2.1.’de
harita Uzerinde de gosterilmistir. Arazi ¢alismalari sonucu elde edilen 6rnekler
laboratuara getirilmis ve ergin hale gelinceye kadar laboratuvar sartlar altinda (25°
ile 27° aras1 oda sicakligi, %70 +%5 goreceli nem miktari, 14:10 saat aydinlik

karanlik periyotlar1) korunmustur.
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Sekil 2.1. Kullanilan sivrisinek popUllasyonlari i¢in 6rnekleme yapilan lokasyonlar

27



Cizelge 2.1. Sivrisinek toplama bélgeleri ve koordinatlari. N: her konumdan kullamlan 6rnek

sayisl.
il Iice N Koordinat
Gokgeada 5 40°08'15.87"N 25°44'12.88"E
Canakkale Gelibolu 5 40°25'24.08"N 26°40'05.44"E
Ezine 5 39°47'05.18"N 26°19'41.40"E
Ayvacik 5 39°34'00.74"N 26°10'04.71"E
Erdek 5 40°07'02.15"N 27°59'11.66"E
Balikesir Merkez 6 39°54'57.62"N 28°09'51.03"E
Ayvalik 6 39°16'25.80"N 26°38'19.40"E
Burhaniye 6 39°22'53.57"N 26°50'06.60"E
Seferihisar 4 38°11'03.19"N 26°48'13.18"E
izmir Bergama 3 39°06'16.91"N 27°10'06.33"E
Menemen 6 39°01'05.52"N 27°04'24.17"E
Cigli 4 38°29'34.04"N 26°57'22.01"E
Bornova 4 38°27'26.32"N 27°14'01.35"E
Cine 5 37°41'10.83"N 27°59'59.04"E
Soke 5 37°40'21.87"N 27°21'46.15"E
Aydin Karpuzlu 4 37°35'55.58"N 27°50'05.06"E
Kusadas1 5 37°21'04.64"N 27°16'26.35"E
Gokova 4 37°01'58.59"N 28°20'21.22"E
Mugla Datca 5 36°47'16.99"N 28°01'53.41"E
Fethiye 5 36°38'16.41"N 29°05'40.91"E
Koycegiz 5 36°57'15.30"N 28°42'01.72"E
Civril 6 38°19'20.75"N 29°51'01.28"E
Denizli Merkez 5 37°47'36.00"N 29°04'46.08"E
Beyagac 5 37°14'14.51"N 28°53'48.10"E
Pamukkale 6 37°54'55.25"N 29°06'53.78"E

Pupadan ¢ikan Cx. pipiens kompleksine ait erginlerin teshisi DuBose ve Curtin
(1965), Darsie ve Samanidou-Voyadjoglou (1997) tarafindan verilen anahtarlar
yardimi ile yapilmistir. Teshis edilen kompleks {iyelerinin bir kismi genom
DNA’sinin izole edilmesi amaci ile kullanilmig 6rneklerin geri kalan kismu ise
-80°C” de ilerdeki ¢alismalarda kullanilmak amaciyla saklanmistir. Ayni zamanda
calismamizda iki CX. perexigus ornegi de analizler sirasinda karsilastirma amagh

olarak ¢alismamiza dahil edilmistir.

2.2.  Genomik DNA izolasyonu

Toplanan 123 adet oOrnekten genom DNA izolasyonu Bender ve ark. (1983)
tarafindan gelistirilen lifton metodunun modifiye edilmesiyle gerceklestirilmistir.

Buna gore Ozetle; ornekler steril ependorf tiiplerine alinarak, dncelikle sivi nitrojen
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ile tdp icerisindeki sivrisinek dondurulmus ve homojenize edilmistir. Ependorf tlp
icerisindeki Ornekler Uzerine 200 ul lifton tanpon ¢ozeltisi (0.1 Tris-HCI, 0.05M
EDTA, pH 9.1) ve 50 pl 0.5M SDS eklenerek, 65 °C’ ye ayarlanmis sicak su
banyosunda 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Buna takiben tiipe 1 pl Proteinaz K
(20 mg/ml) eklenerek 37 °C’ ye getirilen su banyosunda 30 dakika sure ile tekrar
inkiibasyona birakilip, daha sonra 125 pl 0.6M potasyum asetat eklenerek 1 saat buz
igerisinde bekletilmistir. Daha sonraki asamada buzdan alinan 6rnek 14.000 rpm’ de
10 dakika sure ile santrifiij edilerek tiipiin i¢indeki sivi olan iist faz (siipernatant)
pipet yardimu ile ¢ekilerek yeni tiipe aktarilmistir. Sonraki basamakta tiip igerisine 1
damla kloroform: izoamilalkol (24:1) ve 250 pl fenol eklenerek 14.000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant kismi g¢ekilerek yeni tiipe aktarilip, iizerine
125 pl Kloroform: izoamilalkol ve 125 pl fenol eklenererek 14.000 rpm’de 5 dakika
siire ile santrifiijlenmistir. Devam eden agamada siipernatant kismi tekrar yeni bir tiip
icerisine aktarilarak {izerine 250 pl kloroform: izoamilalkol eklenmistir ve 14.000
rpm’de 5 dakika santrifiijlenerek tekrar stipernatant kismi yeni bir tiipe alinarak 1pl
RNaz (10 mg/ml) eklenmistir. 37°C de olan su banyosunda 30 dakika stre ile
inkiibasyona birakilip, sonra iizerine %100’liik etanol eklenerek 14.000 rpm’ de 17
dakika santrifiij edilmistir. Ust fazda bulunan etanol tiip igerisinden uzaklastirilarak
tizerine %80’ lik etanol eklenmis ve tekrar 14.000 rpm’ de 17 dakika santrifuj
edilmistir. Bu santrifiijden sonra ise tekrar etanol uzaklastirilmistir ve tiip igerindeki
DNA 1 saat boyunca kurumaya birakilmistir. Son asama olarak tlp icerisinde
kuruyan DNA Uzerine 30 pl iki kez otoklavlanmis ddH.O eklenerek elde edilen
DNA’ nin tamamen ¢6zlnebilmesi icin +4°C’ de bir gece bekletilmistir. Genom
DNA’lar1t %1.2° lik agaroz jelde yurtilerek, miktarlar1 gorsel olarak izlenmis ve
daha sonraki asamalarda kullanilmak tizere -20 °C derin dondurucuda saklanmistir
(Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Mugla bélgesinden toplanan 6rneklerden izole edilen genom DNA’lar1. (M: Baz dizi
uzunluklari bilinen isaretleyici. Marker: 1 Kb)
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2.3.  MtDNA Haplotiplerinin Cogaltilmasi Sirasinda izlenen PZR Kosullar

Toplam 123 adet 6rnek kullanilarak DNA barkod analizleri ile bu orneklerdeki
Wolbachia tarama ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
ile mitokondriyal sitokrom oksidaz 1 COI barkod bdlgesi Folmer ve ark. (1994)
tarafindan gelistirilen evrensel LCO1490: 5'-
GTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3' ve HC02198: 5'-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3 primerleri kullanilarak ¢ogaltilmistir.

Standart barkod MtDNA COI gen bolgesinin ¢ogaltilmasi sirasinda kullanilan PZR
bilesenleri ve konsantrasyonlart Cizelge 2.2’ de sunulmustur. PZR Eppendorf
Mastercycler cihazinda gergeklestirilmis olup izlenen reaksiyon kosullari ise Cizelge

2.3’ te gosterilmistir.

Cizelge 2.2. MtDNA Sitokrom oksidaz I COI gen bélgesinin ¢ogaltilmasi sirasinda kullanilan
PZR bilesenlerinin konsantrasyon ve miktarlari. (PZR bilesenleri olarak Fermantas (Litvanya)
firmasina ait Grtnler kullanilmstir.

PZR Bilesenleri

ddH20 10,1 pl
dNTP (10 mM) 4 ul
PZR Tamponu (10X) 2.5 ul
Taq polimeraz (1unit) 0,2 ul
Genom DNA (10 ng/ml) 2 ul
Primerz ve primerz (50 pmol) 1,62 pl
MgCl2 (1.5mM) 3ul
Toplam reaksiyon hacmi 25 ul
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Cizelge 2.3. Eppendorf Mastercycler cihazi kullamlarak MtDNA Sitokrom oksidaz I COI gen
bolgesinin cogaltilmasi icin kullanilan PZR déngii kosullar:

PZR reaksiyonunun dongii kosullar:

[k Denatiirasyon 94 °C’ de 4 dk

Denattrasyon 95 °C’ de 40 sn

Baglanma 51°C’ de 40 sn 37 Dongu
Uzama 72 °C’ de 1dk

Son Uzama 72 °C’ de 8 dk

Son basamak +4 °C

Elde edilen PZR drlnlerini kalite ve miktar agisindan kontrol etmek amaciyla
%1.2’lik agaroz jelde 2 pl boya, 2 pl iriin karistirilarak 80 Volt sabit akimda

yiirlitiilmiis ve goriintiileme cihazinda goriintiilenmistir (Sekil 2.3, Sekil 2.4).

Sekil 2.3. LCO1490 ve HC02198 primerleri kullamilarak Mugla érneklerinden elde edilen PZR
iiriinlerine ait yaklagik 650b¢ uzunlugundaki DNA bant gérintmleri. M: 1000 b¢ DNA Marker
(DNA isaretleyici).

2.4.  Wolbachia wsp Gen Bolgesinin Cogaltilmasi

Incelenen 535 b¢  uzunlugundaki wsp gen  bolgesi 81F 5
TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAAC-3' ve 691R 5-
AAAAATTAAACGCTACTCCA-3' (Zhou ve ark 1998) primerleri kullanilarak PZR
yontemi ile ¢ogaltilmistir (Cizelge 2.3). Ilgili gen bélgesinin cogaltilmas: sirasinda
kullanmig oldugumuz PZR bilesen ve konsantrasyonlar1 MtCOI barkod bdélgesinin
cogaltilmasi sirasinda kullanmis oldugumuz PZR bilesenleri ve miktarlariyla aynidir
(Cizelge 2.2). Polimeaz zincir reaksiyonlar1 sirasinda kullanilan PCR donguleri ise

Cizelge 2.4’ te detayli olarak sunulmustur.
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Cizelge 2.4. Eppendorf Mastercycler Gradient Thermalcycler cihazi kullamlarak Wolbachia
bakterisinin varli@inin tespiti i¢in kullamilan PZR ddngii kosullari.

PZR reaksiyonunun dongii kosullari

Ik Denatiirasyon 95 °C’ de

Denatirasyon 94 °C’ de
Baglanma 53°C’ de
Uzama 72 °C’ de
Son Uzama 72 °C’ de
Son Basamak +4 °C

4 dk

45 sn

45 sn 37 Ddngu
1dk

10 dk

Sekil 2.4. wsp81F ve wsp691R primerleri kullamlarak izmir é6rneklerinden elde edilen PZR
iiriinlerine ait yaklagik 535 b¢ uzunlugunda DNA bant gérinimleri. M: 1000 baz ¢ifti DNA
Marker (DNA isaretleyici).

2.5.  Jelden DNA izolasyonu

Uriinler jelden DNA izolasyon Kiti (Qiagen-QIAquick) aracilid1 ile iiretici firmanin

onerdigi basamaklar takip edilerek izole edilmistir. Izlenen basamaklar sirastyla;

e Jelden kesilen riinler 1.5 ml’ lik eppendorf tiipe alinmustir,

e Sonra tiiplerin tartim miktarmin 3 kat1 kadar QG (kit tarafindan saglanan)

buffer eklenerek tiipler vortekslenmis ve tiipler 50 °C’ de 5 dk sure ile inkiibe

edilmek igin etuve tizere konulmustur,
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e Tiiplere tartim miktar1 kadar izopropanol eklenmis 10 kez ters diiz yapilarak

karistirilmastir,

e Tip icerisindeki materyal jelden DNA izolasyon kiti igerisinde bulunan 6zel
tiiplere aktarilip, daha sonraki basamakta tiipler 1 dakikada 13.500 rpm’ de
santrifijlendikten sonra pellet (alt faz) kism1 dokiilmiis, {izerine 500 ul QG
buffer eklenerek yeniden 1 dakikada 13.500 rpm’ de santrifiijlenmistir.

e Bir sonraki basamakta tlplerin pellet kisimlar1 tekrar dokiilmiis, izerine 750

ul PE (kit tarafindan saglanan) buffer eklenerek 2 dakika inkiibe edilmistir,

e 1 dakika 13.500 rpm’de santrifiijlendikten sonra tlplerin pellet kisimlari

dokiilmiis sonraki asamada 1 dakika 13.500 rpm’ de tekrar santrifujlenmistir,

o Kit tarafinda saglanan 6zel tiiplerinin {ist kisimlar1 yeni 1.5 ml’ lik eppendorf
tiiplerine aktarilmig ve 17.3 pl dH20 eklenip 2 dakika stre ile inkibe
edildikten sonra 1 dakikada 13.500 rpm’ de santrifiijlenmistir,

e Son basamakta da 15.3 pl dH20 tiiplere eklenerek 1 dakikada 13.500 rpm’ de

santrifiijlenmis ve tiipler etiketlenmistir.

Istenilen uzunlukta elde edilen DNA driinlerin agoraz jelde vyiiriitiiliir (Sekil 2.5)
spektrofotometrede miktar tayini yapildiktan sonra PCR drlinleri baz dizi
analizlerinin yapilmasi amaciyla yurt i¢inde ilgili firmaya gonderilmistir. Baz dizi
analizlerinde PZR reaksiyonlari sirasinda kullanmis oldugumuz LCO1490 ve
HC02198 primerleri ve wsp81F ve wsp691R primer giftleri kullanilmistir. Baz dizi
okumalari her bir 6rnek i¢cin ABI 3730 otomatik DNA sekans cihazi kullanilarak gift
yonlii olarak sekilde yaptirilmigtir.
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ekil 2.5. Mugla bolgesinden toplanan érneklerden yapilan jelden DNA izolasyon Urtnleri.
g g p Yap J Yy
(LCO-HCO primerlerine ait gorintiilenme)

2.6. Veri Analizi

Tarafimiza gonderilen ABI formatli kromatogram dosyasindaki diziler oncelikle
FinchTV programinda agilarak gorsel olarak incelenmistir (Sekil 2.6, Sekil 2.7.).
Elde edilen DNA sekanslarindan ilk olarak baz dizi analizi sirasinda kullandigimiz
primer dizileri ¢ikarilmig olup ileri ve geri primerlerle dizilenen DNA zincirleri
MEGA v6.0'da ClustalW programi kullanilarak hizalanmistir (Tamura ve ark. 2013).
COIl barkod bolgesi icin hizalan diziler GenBankasinda (NCBI web sitesi,
www.ncbi.nlm.nih.gov) daha 6nce ilgili gen bdlgesi icin baska arastirmacilar
tarafindan saklanmis olan diziler ile karsilagtirilmig olup elde ettigimiz diziler ile bu
diziler arasindaki benzerlikler belirlenmis ve tlrlerin molekiler olarak ayrimlari
gerceklestirilmistir. MEGA v6.0 paket programi kullanilarak baz dizileri igin
istatistiki analizler, Kimura2 parametresi (K2P) genetik uzakliklarinin hesaplanmasi
(Kimura, 1980) ve komsu-birlestirme (Neihbour-Joining) agacinin olusturulmasi
asamalar1 (Saitou ve Nei, 1987) gergeklestirilmistir.

Mitokondriyal COI baz dizilerinin, herhangi bir nikleer mitokondriyal yalanci gen
(psddogenes) icerme ihtimallerine karsin protein dizileri de elde edilerek MEGA
v6.0 ile incelenmistir (Sekil 2.8). Wsp kismi gen bdlgesine ait niikleotit dizileri de
yine bagka arastirmacilar tarafindan gen bankasina saklanan dizilerle karsilagtirilmis

ve baz dizi benzerlikleri BLAST programi kullanilarak belirlenmistir (Sekil 2.9).
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Sekil 2.8. LCO-HCO primerleri ile elde edilen mtDNA baz dizileri Clustal W programu ile
siraya dizilerek analizler sirasinda kullanilmak iizere hazir hale getirilmistir.
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Sekil 2.9. Wolbachia bakterisinin wsp81F ve wsp691R primerleri ile elde edilen drneklerinin
Clustal W programu ile siraya dizilerek karsilastirilmasi.
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3. BULGULAR

3.1.  Culex pipiens Kompleksine Ait Turlerin Ayrimi

25 farkli dogal tireme alanindan toplanan Culex pipiens kompleksine ait 123
sivrisinek Orneginde sitokrom oksidaz 1 hedef gen bolgesi g¢ogaltilip baz dizi
analizleri tamamlanmistir. Elde edilen baz dizilerinin yiksek oranda A+T ciftleri
icerdigi gozlemlenmistir (ortalama deger %70). Bununla birlikte incelenen baz

dizileri insersiyon, delesiyon ve stop kodonlar1 igermemektedir.

Incelenen gen bélgesi goz dniinde bulunduruldugunda Ege bolgesine ait Cx. pipiens
kompleks iiyeleri arasinda diisiik bir genetik cesitliliginin varligi tespit edilmistir.
Elde ettigimiz baz dizileri daha detayli olarak incelendiginde Ege bolgesi
populasyonlarinda ii¢ farkli haplotipin varligi gozlemlenmistir. Bu haplotiplerin
GenBankasindaki diger ornekler ile karsilastirildiginda Culex quinquefasciatus
(GenBank erisim numarasi: JQ958373,MF172300, FN395201), Culex pipiens f.
pipiens (GenBank erisim numarasi: FN395181, KJ012113, FN395183) ve Culex
perexiquus (GenBank erisim numarasi: KJ012108, KF406802) haplotipleri ile
tamamen ayni oldugu goriilmustiir. Cx. quinquefasciatus turiniin Ege bolgesinde en
yaygin kompleks tiyesi oldugu tespit edilmistir (Cizelge 3.1). Bu U¢ sivrisinek
tirinin daha once Ulkemizde birlikte bulundugu Giinay ve arkadaslari (2015)
tarafindan da rapor edilmistir. Arastirmamizda ilging olarak Wolbachia
endosimbiyont bakterisi ile enfekte olmus ve olmamug tlrlerde COIl gen bolgesi

%100 ayni1 olarak bulunmustur.

Calismamizda genis cografik dagilim gosteren bolgelerdeki bireylerden elde edilen
658 bg¢ uzunlugundaki DNA bolgesi goz Oniinde bulunduruldugunda Cx.
quinquefasciatus ve Cx. pipiens f. pipiens arasinda 316 numarali pozisyonda tek bir
baz degisiminin bulundugu (G — A ) tespit edilmistir. G6zlemlenen bu tek baz
degisimi protein dizisinde herhangi bir degisiklige sebep olmamaktadir. Bununla
beraber Cx. pipiens kompleks uyeleri ve Cx. perexiquus Ornekleriyle birlikte
karsilagtirildiginda toplam oniki farkli noktada baz degisimlerinin varlig
gozlemlenmistir. Bu baz degisimlerinin sifrelenen proteinde U¢ adet sinonim

olmayan (non-synonymous) aminoasit degisikligine yol agtig1 bulunmustur.
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Elde edilen haplotipler yakin komsu-birlestirme (Neighbor Joining (NJ)) agaci
kullanilarak gruplandirilmigtir. Cx. pipiens kompleks Gyelerinin bu grafikte

birbirlerinden ayrildiklar1 gozlemlenmistir (Sekil 3.1).

FN395201-Cx quinquefasciatus

33/ MF172300-Cx quinquefasciatus
9 Denizli-Cx quinquefasciatus
5 JQ958373-Cx quinquefasciatus

FN395181-Cx pipiens f. pipiens
FN395183-Cx pipiens f. pipiens
KJ012113-Cx pipiens f.
RENERTX pipiens . pipiens
Balikesir-Cx perexiguus
KX420489-Aedes aegypti

(2]

68

A
0.05

Sekil 3.1. Cx. pipiens kompleksine ait mitokondriyal COI gen bolgesine ait dizilerin GenBankasi
verileri ile Komsu-Birlestirme (NJ) analiz yontemi kullanilarak karsilastirilmasi. (Aedes aegypti
COl gen dizisi aut grup olarak kullanilmstir.)

Cizelge 3.1. Culex pipiens kompleksi tyelerinin Ege bolgesindeki farkh 6rnekleme yerlerindeki
dagilimi ve bu populasyonlardaki Wolbachia enfeksiyon sikliklari. N = kullanilan toplam 6rnek

sayisl.
Cx. quinquefasciatus Cx. PIpIEns form CX.'
pipiens perexigus
Wolbachia Cx. Wolbachia
Cx. sayisi pipiens sayisi Cx.
il N | quinquefasciatus form perexigus
sayist N | % | pipiens | n % sayist
sayisl
Canakkale | 20 19 12 | 63 1 1 - -
Balikesir | 23 22 7 32 - - - 1
[zmir 20 16 13 | 81 4 3 - -
Aydin 19 17 17 | 100 2 1 - -
Mugla | 19 18 6 | 33 - - |- 1
Denizli 22 21 15 71 1 - - -
Total 123 113 70 8 5 2
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Ege bolgesinde incelenen 123 adet Ornek arasinda yaygin olarak 113 adet Cx.
quinquefasciatus tirii gorilmistiir. Cx. quinquefasciatus tlri en fazla sirasiyla
Balikesir, Denizli, Canakkale, Mugla, Aydin, Izmir érneklerinde gézlemlenmistir.
Buna karsin Cx. pipiens f. pipiens turiinin ise Izmir, Aydin, Denizli ve Canakkale
lokasyonlarinda bulundugu tespit edilmis, Balikesir ve Mugla illerindeki 6rneklerde
rastlanilmamistir. CX. perexigus ise sadece Balikesir ve Mugla 6rneklerinde birer
adet gorulmistiir. Cx. perexigus ornekleri deneylerimize kontrol amagh eklenmistir
(Cizelge 3.1).

3.2.  Wolbachia Yaygihg

Incelenen Culex pipiens kompleks popiilasyonlarinin degisen oranlarda Wolbachia
endosimbiyont bakterisi ile enfekte oldugu tespit edilmistir. Populasyonlarda
gozlemlenen Wolbachia yaygmliginin herhangi bir faktdre (cografik, iklimsel,
insektisit kullanim oranlarina vb.) bagh olmadigi goriilmistiir, diger bir deyisle
dagilim tamamen tesadiifidir.  Incelenen Cx. quinquefasciatus orneklerinin
Wolbachia ile enfekte olma sikligi %62 (70/113) olarak bulunmustur. Enfeksiyon
orani en disiik %32 ile Balikesir, en yiiksek oranda %100 ile Aydin
popiilasyonlarinda gériilmiistiir (Cizelge 3.1). Incelenen kismi wsp geninin mtCOI
geninde de oldugu gibi yiiksek oranda A+ T igerigine (%62) sahip oldugu tespit

edilmistir.

Calismamiz sirasinda sinirli sayida Cx. pipiens f. pipiens 6rnegi elde edildiginden bu
tirde Wolbachia yayginligina yonelik istatiksel analizler yapilamamistir. Bununla
birlikte incelenen iki adet Cx. perexiquus 6rneginde de Wolbachia enfeksiyonuna
rastlanilmamistir. Calismamiz sonucunda Ege bolgesi 6rneklerinden elde edilen wsp
baz dizileri ile gen bankasinda bulunan ve daha 6nce diinyanin farkli bdlgelerinden
yine bu kompleks fyeleri kullanilarak elde edilen diger wsp baz dizileri
karsilastirilmistir. Veriler Ege bolgesi wsp baz dizilerinin Hindistan (GenBank erisim
numarasi: EU194487, AF397413), Cin (AF216860), iran (DQ900653) ve
Tayvan’dan (AY462861) elde edilen Cx. pipiens kompleks tirlerindeki wsp baz
dizileri ile %100 benzer oldugunu gostermistir. Bunun yani sira farkli arthopod
tirlerinden elde edilen Wolbachia turleri ile de 6rnegin Operophtera brumata
(KY587651), Corcyra cephalonica (AY634679), Pararge aegeria (KC137224),
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Leptidea sinapis (KC137222), Pardosa mionebulosa (KU958713), Epirrita christyi
(JX310335), Hercinothrips femoralis (AB245521) ve Mamestra brassicae
(AB094375) wsp baz dizilerimizin ortak oldugu tespit edilmistir. Sonuglarimiz ayni
zamanda Ulkemizde bulunan wsp gen dizilerini Wolbachia soyuna ait PIP- Grubu
icerisinde B siiper grubu (WPIPB) ile ayni oldugunu da gostermistir (GenBank
erigsim numarasi: AF020060 ve AF020061) (Zhoe ve ark. 1992).

40



4. TARTISMA

4.1.  Culex pipiens Kompleks Turlerinin Dagilimi

Verimli vektor kontrol stratejileri ve takip sistemlerinin olusturulmasi i¢in vektor
sivrisinek tlirlerinin yayilis alanlarinin belirlenmesi 6nemlidir. Her ne kadar Cx.
pipiens kompleksine ait vektor tirlerin varligi Tiirkiye’ nin farkli bolgelerinde su ana
kadar rapor edilmisse de (Erglnay ve ark. 2014, Ginay ve ark. 2015) calisma
alanimiz olan Ege bélgesinde bulunan Cx. pipiens kompleksine ait vektor trlerin
yayilim sekli ve popiilasyonlarinin yapilart hakkinda hentiz yeterli bilgi
bulunmamaktadir.

Sonuglarimiz ¢alisilan populasyonlarda mtCOI geni goz 6niinde bulunduruldugunda
genetik cesitliligin diisiik oldugunu gostermistir. Gézlemlenen bu sonuglar diinyanin
diger bolgelerinden yine bu kompleks iiyeleri i¢in rapor edilen sonuglara ¢ok
benzerdir (Fedorova ve Shaikevich, 2007, Low ve ark. 2013, Werblow ve ark. 2014,
Gunay ve ark. 2015). Buna karsin Hindistan’dan incelenen Cx. quinquefasciatus
tirlerinde 16S rRNA gen bdlgesinin incelenmesi sonucu yiksek bir genetik
cesitliligin varligi gézlemlenmistir (Sharma ve ark. 2010). Bu sonuglar hayvanlarda
genetik ¢esitliligin belirlenmesinde mitokondriyal ve nikleer genetik belirteglerin
(marker) katkilar1 hakkinda siire giden tartismalar1 desteklemektedir (Hemmerter ve
ark. 2009).

Culex quinquefasciatus ve Culex pipiens tiirlerinin genetik uzakliklar
karsilagtirildiginda K2P genetik uzaklik degerleri % 0.2 olarak bulunmustur. Bu
deger, Cx. quinquefasciatus ve Cx. perexigus turleri karsilastirildiginda % 9.1, Cx.
pipiens ve Cx. perexigus Kkarsilastirildiginda ise % 8.8 olarak bulunmustur.
Gozlemlenen bu degerler daha dnce 658 baz gifti uzunlugunda mtCOI barkod bolgesi
kullanilarak elde edilen K2P degerlerine benzerdir (Giinay ve ark. 2015). Daha
onceki ¢alismalar birgok Diptera tlriinde mtCOI barkod bdélgesi igin  >%2 genetik
farklilik degerinin tiir sinirlarinin belirlenmesinde kritik bir deger oldugunu rapor
etmistir (Hebert ve ark. 2003 a,b). Calismamizda Cx. pipiens ve Cx. quinquefasciatus
tlrleri arasinda gozlemlenen bu % 0.2 oranindaki genetik farklilik degerinin yukarida
belirtilen tiirler aras1 genetik uzaklik degerinin yaklasik olarak 1/10° u kadardir. Buna

karsin bu iki tiir arasinda fizyolojik ve davranigsal farkliliklar bulunmaktadir.
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Calismamizin temel amact Cx. pipiens kompleks tirlerinin ayrimini konu alan
sistematik/taksonomik bir ¢alisma olmayip, daha ¢ok popiilasyonlarin genetik olarak
karakterize edilmesine yonelik bir arastirmadir. Mitokondriyal COI barkod
bolgesinin yetersiz kaldigi durumlarda tiirler arasindaki siirlarin genetik uzakliklar
temelinde belirlenebilmesi amaciyla daha fazla sayida mitokondriyal ve niikleer

belirteclerin kullanilmas: gerekmektedir.

Calismamiz sonucu CX. pipiens kompleksine bagl tiirlerin dagilimi ve lokasyonlara
gore kompozisyonlarinda belirli bir oranda bolgesel fakliliklar gézlemlenmistir. Ege
bolgesinde biitiin drneklem alanlar1 gz Oniinde bulunduruldugunda bu kompleks
icerisinde yer alan Cx. quinquefasciatus tiiriiniin yayginlik orant %92 (n=121) olarak
bulunmustur. Daha 6nce mtCOI barkod bolgesi kullanilarak yapilan galismalar
(Erglinay ve ark. 2014, Glnay ve ark. 2015) ilk kez Cx. quinquefasciatus’ un
tilkemizin farkli bolgelerinde ¢ok daha diistik oranlarda bulundugunu rapor etmistir.
Aydin ili hem ¢aligmamiz ve hem de yukarda belirtilen ¢aligmalarda kullanilan ortak
bir lokasyondur. Calismamiz sonucu bu tiiriin Ege bolgesinde ¢ok genis bir cografi
dagilim gostermis oldugunun anlasilmasi tiiriin ve diger yakin tiirlerin zamanla bu
bolgedeki yayilim oranlarinin degistigine isaret etmektedir. Ege bodlgesinde son
yillarda Cx. quinquefasciatus turiinin ¢ok daha yaygin ve baskin tiir olarak ortaya
¢ikmasinda bu tiirlin bu bolgeye ekolojik adaptasyonu, bolgeler arasi yiiksek gog
edebilme kapasitesinin ve insan kaynakli yayiliminin rol oynadigi diistiniilmektedir.
Daha 6nce yapilan calismalar birgok sivrisinek tiiriiniin iklim degisikliklerine ve
sehirlesmeye bagli olarak yayilim alanlarini degistirebildiklerini rapor etmistir
(Becker ve ark. 2010). Calismamiz istilac1 bir tiir olan Cx. quinquefasciatus’ un
Avrupa’daki yayilisina paralel olarak (Shaikevich ve ark. 2016) (lkemizde de
dagilim alanlarin1 geniglettigini gostermektedir. Bu durum iilkemizde vektor
mucadelesi ile ilgilenen kurumlar agisindan dikkate alinmasi gereken O6nemli bir

husustur.

GenBankasindan elde edilen ve ¢alismamiz sonucu bulunan mitokondriyal DNA
haplotipleri arasindaki gozlemlenen benzerlik Ulkemizdeki Culex quinquefasciatus
tirindnlin bir veya birka¢ farkli orijinden koken almis olabilecegine isaret
etmektedir. Bu tirlin gerek insanla ve gerekse de diger yayilim/tasinim araglariyla
yakin iliskide bulunmasi (Bataille ve ark. 2009, Medlock ve ark. 2012) ulkemize

diinyanin baska yerlerinden tasinmis olabilecegine isaret etmektedir. Ege
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bolgesinden elde edilen Cx. quinquefasciatus tiirine ait mtCOIl baz dizileri iran
(JK958373, FJ210909), Hindistan (FN395201, FN395202), Pakistan (KF407371,
KF407709) ve Uganda (GQ165791) ile %100 ayni bulunmustur. Bocek tirlerinin
dagilim ve kolonizasyon yollarinin daha iyi ve net olarak anlasilabilmesi igin
populasyonlarin genetik yapisina yonelik ¢alismalarin daha detayli olarak yapilmasi
gerekmektedir. Yukarida belirtildigi gibi eger Cx. quinquefasciatus turu tlkemizde
son yillarda dagilim goéstermis ise daha diisiik oranda genetik cesitlilik gostermesi
beklenmektedir. Bu amaca yonelik Glkemiz sivrisinek tirleri kullanilarak daha
detayli genetik ¢alismalarin yapilmast ve muhtemel orijin noktalarinin anlagilmasi bu

tirlerle micadele agisindan 6nemlidir.

Ege bolgesinin genis yerlesim, tarim, ticaret ve endiistriyel alanlarina sahip olmasi
Culex pipiens kompleksine ait tiirlerde gozlemlemis oldugumuz diisiik genetik
cesitliligin diger 6nemli bir nedeni olabilir. Bu bolgelerde daha onceki yillarda
sivrisinek popiilasyonlarima karsi kullanilan miicadele yontemlerinin (pestisitler,
insektisitler vb.) secici supirme etkisi (selective-sweep) gdstermesi sonucu
poplilasyonlarda ¢ok diisiik genetik ¢esitlilige neden oldugu diisiiniilmektedir. Low
ve arkadaslart (2013), Werblow ve arkadaslar1 (2014) yogun insektisit baskisinin
Culex cinsine bagh sivrisinek tiirlerinde genetik cesitliligi diistirdiiglinii rapor
etmislerdir. Ulkemizde bulunan Culex pipiens kompleks tirlerinde yiiksek bir
insektisit direncinin varlig1 da daha 6nceki ¢alismalarda bildirilmistir (Taskin ve ark.

2016).

Bati Nil Virustinin (WNV) o6nemli bir vektori olan Cx. quinquefasciatus turinin
ulkemizin Ege bolgesinde yaygin olarak bulunmasi ciddi riskler barindirmaktadir.
Bat1 Nil Virusti duyarli organizmalarda norolojik problemlere neden olabilmektedir.
Her ne kadar bu viriis diinya iizerinde genis bir dagilim gosteriyor olsa da en
olumsuz etkileri su ana kadar Yunanistan, Romanya, Rusya, Israil ve Amerika’dan
rapor edilmistir (Calistri ve ark. 2010). Son yillarda Ergiinay ve arkadagslari (2014)
kitalar aras1 gegis bolgesi olan Ulkemizde de bu virlsun varligimi bildirmislerdir.
Calismalarinda Bat1 Nil Viriisii {ilkemizde insanlarda, ¢esitli hayvanlarda (at, koyun
ve Ordek) ve vektér Cx. quinquefasciatus tiirlerinde tespit edilmistir. Ege bdlgesinin
kus goc yollar {izerinde bulundugu da diisiiniildiiglinde bu viriisiin kus gocleriyle
tilkemizden diger alanlara ve diger alanlardan iilkemize tasinmasi muhtemeldir. Bat1

Nil Viriisiine yonelik etkili agilama ve ilag tedavileri bulunmamaktadir. Bu durumda
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vektor sivrisinek tiirlerinin kontrol altinda tutulmasi, bu viriisiin yayilimimi 6nlemek
icin en uygun yoldur. Wolbachia endobakterisinin Bati Nil Viriisiine karst CX.
quinguefasciatus tiirtinde direng gelisimine yol agtigi rapor edilmistir (Glaser ve
Meola, 2010). Bu durum uzun vadede sivrisinek popiilasyonlariyla miicadelede

oOnemli bir unsur olarak kullanilabilir.

Ozetle her ne kadar DNA temelli molekiiler tiir ayrim calismalarinin bir takim
yetersizlikleri bulunsa da siniflandirma acisindan geleneksel taksonomik metotlara
kars1 hala 6nemli bir tstiinliigii bulunmaktadir. Molekiiler tiir teshis yontemleri daha
duyarli, rutin laboratuvar ¢aligmalari i¢in daha uygun ve farkli gelisim agamalarina
uygulanabilir olmalar1 nedeniyle daha kesin ve gercekei bilgiler verebilme
potansiyeline sahiptir. Sitokrom oksidaz | gen bélgesi tiir ayrimlarinin yapilmasinda
kullanilabilecegi gibi evrimsel, tiir i¢i ve tiirler arast genetik cesitliligin
belirlenmesine yonelik ¢alismalarda da kullanilabilmektedir (Cywinska ve ark. 2006,
Kumar ve ark. 2007, Werblow ve ark. 2014).

4.2.  Wolbachia Enfeksiyonu

Bilgimiz dahilinde, Cx. pipiens kompleks turlerinde Wolbachia endobakterisinin
yayginligina yonelik iilkemizde simnirli sayida ¢alisma yapilmistir. (Yildirnm ve ark.
2013). Arastirmamizda Ulkemizin Ege bdlgesinden toplanmis olan Cx. pipiens
kompleksine ait turlerde Wolbachia yayginligi %62 olarak bulunmustur.
Gozlemlenen bu oran diinyanin farkli bélgelerinden literatiirde su ana kadar rapor
edilen oranlara benzerdir (Rasgon ve Scott, 2003, Sunish ve ark. 2011, Karami ve
ark. 2016).

Genis bir cografyadan topladigimiz Orneklerden elde etmis oldugumuz Wolbachia
Wwsp geninine ait baz dizilerinin herhangi bir faklilik gdstermemesinin nedenleri
olarak; a) Bu Wolbachia tirinin ¢alisilan popiilasyonlart yeni enfekte etmeye
baslamis olmasi diger bir deyisle genetik ¢esitlilik gosterebilecek kadar uzun bir slre
gegmemis olmasi (Morais ve ark. 2012) b) Werren ve ark. 2008’ de de belirtildigi

Uzere endosimbiyontun konaga 6zgiilligii sayilabilir.

Bir¢ok farkli arthopod tiiriinden elde edilen Wolbachia soylarina ait baz dizi

benzerlikleri bu endosimbiyontun sadece anasal kalitim (vertikal gecis) gostermedigi
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ayni zamanda horizontal olarakta tilirler arasinda gegis gosterebilecegini isaret
etmektedir (Heath ve ark. 1999). Bu alanda ¢ok daha fazla ¢aligmalar yapilmasi
Wolbachia endosimbiyontunun tirler arasi gecis mekanizmalarinin anlasilmasi ve bu

turleri enfekte edebilme mekanizmalarinin belirlenebilmesi acisindan dnemlidir.

Zhou ve ark. (1998) wsp gen dizisinin ¢ok yiiksek oranda mutasyona ugrayabildigini
ve bu nedenle de farkli Wolbachia soylar1 arasindaki evrimsel ve filogentik
iliskilerinin belirlenmesinde kullanilabilecegini rapor etmislerdir. Buna karsin
calismamizda wsp gen bolgesi icin herhangi bir ¢esitlilik gozlenmemistir. Bu durum
wsp geninin Ege bdlgesindeki Cx. pipiens kompleks tyelerinde bulunan Wolbachia
soylarinin siniflandirilmasima yonelik ¢aligmalar i¢in uygun olmadigini isaret

etmektedir.

Wolbachia endosimbiyotik bakterisinin varligi Culex pipiens kompleksi Gyeleri
arasinda gozlemlenen diisiik mtDNA cesitliliginin diger bir nedeni olabilir
(Guillemaud ve ark. 1997, Rasgon ve Scott 2003). Guillemaud ve Rasgon segici
stplrme etkisi nedeniyle Wolbachia endosimbiyotik bakterisinin Cx. pipiens’ te
diisiik genetik cesitlilige yol agtigini tespit etmislerdir. Benzer bir durum Culex
quinguefasciatus iginde rapor edilmistir (Morais ve ark. 2012). Buna karsin DNA
barkod Kkiitiiphanelerinin olusturulmasi ve kullaniminda Wolbachia DNAsimin
bulunmasinin tiirlerin molekiiler olarak ayrilmasinda ve ¢esitliliginin belirlenmesinde

herhangi bir olumsuz etkisi olmadig da belirtilmistir (Smith ve ark. 2012).

Ozetle, dogadaki biyolojik cesitliligin tiir, sayr ve dagilimlarinin detayli olarak
belirlenmesi, isgalci tiirlerin yeni alanlara yayilmasinin anlasilmasi, 6nlenmesi ve
dogal dengenin korunmasi agilarindan énemlidir. Calismamizda Ege bolgesinde Cx.
pipiens kompleksine ait iki tiir belirlenmistir. Her ne kadar ¢alismamiz sirasinda
fazla sayida 6rnek kullanilmis olsa da bu komplekse ait diger iiyelerinde bu bdlgede
diisiik oranlarda bulunmasi ihtimali goz ardi edilemez. Bat1 Nil Viriisii ve diger arbo
virtsler icin 6nemli bir vektor olan Cx. quinquefasciatus Ege bolgesinde ¢ok yaygin
olarak bulunmustur. Bu tiiriin kiiresel 1sinmaya da paralel olarak glineydeki daha
sicak ilkim bolgelerinden iilkemize go¢ etmis olabilecegi miimkiindiir. Ege
bolgesinin uygun ekolojik ve iklimsel sartlar1 da g6z 6niinde bulunduruldugunda bu
faktorler nedeniyle tiiriin bolgede hizla biiyliylip yayilmasinda diger bir etkendir.

Gelecekte Cx. pipiens kompleks iiyelerinin kullanimina yonelik yapilacak olan daha
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ileri genetik caligmalar bu grup organizmalarin vektor olma potansiyellerinin

anlasilmasi acisinda 6nemli bilgiler sunacaktir.

Her ne kadar incelenen popiilasyonlar cografi olarak genis bir alandan se¢ilmis olsa
da bitin o6rneklerin aymi Wolbachia soyu ile enfekte oldugu goriilmektedir.
Ulkemizde sivrisinek tirlerinde bulunan Wolbachia soylarinin yaratmis oldugu
sitoplazmik uyumsuzluk (incompatiblite) {izerine gelecekte yapilacak olan detayl
caligmalar vektdr popiilasyonlarinin kontroliinde/baskilanmasinda onemli bilgiler
saglayacaktir. Giinlimiizde farkli hastalik vektorii olan artopod tiirlerinin kontroliinde
Wolbachia soylarinin biyolojik ajanlar olarak kullanilmasina yonelik calismalar

arttirilmalidir.
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