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Sultan Sazhg yoresinde sivrisinek tiirlerinde Wolbachia
endobakterisinin molekiiler yontemlerle arastirilmasi ve
genotiplendirilmesi”
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Ozet: Kayseri Sultan Sazhigi ekosisteminden toplanan 400 sivrisinek érneginin 296°s1 (%74.0) Culex pipiens, 63’ii (%15.75)
Aedes vexans ve 41’1 (%10.25) Culiseta annulata olarak belirlenmistir. Ergin sineklerden bireysel DNA elde edilmis ve wsp gen bolgesi
yoniinden PZR analizleri gergeklestirilmistir. 119 (%40.2) Cx. pipiens disisinde Wolbachia pozitifligi saptanirken, erkek Cx. pipiens
orneklerinde pozitiflik belirlenmemistir. Ae. vexans ve Cs. annulata 6rneklerinde de pozitiflik saptanmamstir. Wolbachia pozitif
orneklerden segilen 10 izolatin filogenetik analizlerinde EruWolCpip1-10 izolatlart Wolbachia B siiper grubu ve wPip grubu iginde
belirlenmistir. EruWoICpip1-9 izolatlarmm %100 identik olduklar1 ve EruWolCpip10 izolatiyla %0.5 genetik farklilik gosterdikleri
saptanmugtir. Daha 6nce Kayseri’de Cx. pipiens’ten izole edilmis WolKysl ve Cankiri’da Bovicola limbata’dan elde edilmis TrE-
RUWolLicel izolatlarinin, EruWolCpip1-9 izolatlariyla %100 benzerlik gosterdigi belirlenmistir. EruWolCpip1-9 izolatlarinin wPip
grubundaki Cx. pipiens, Peribadotes rhomboidaria, Agriocnemis femina femina ve Eurema hecabe Wolbachia izolatlartyla %100 ben-
zer olduklart gériilmiistiir. WPip grubundaki genetik farklilik %0.28+0.11 belirlenirken, WPip grubu ile ayni siiper gruptaki Dei, Con
ve Ori gruplar arasindaki genetik farklilik sirastyla %16.942.3, %12.5+1.9 ve %19.9+2.5 bulunmustur. A siiper grubundaki Haw, Riw,
Mel, Aus, Mors, Uni, Pap ve Alba gruplari ile B siiper grubundaki WPip grubu arasinda genetik farklilik ise sirasiyla %23.543.0,
%17.6£2.3, %19.1£2.5, %22.0+£2.8, %21.0+2.7, %22.3+2.9, %22.0+2.8 ve %20.5+2.6 olarak saptanmistir. Farkli cografyalardaki
degisik artropodlarda ayni veya farkl siiper gruplarda yer aldiklar1 belirlenmis Wolbachia izolatlar ile kendi izolatlarimiz arasindaki
genetik farkliligin 6nemli diizeyde olabilecegi hipoteziyle yapilmis bu ¢alisma sonucunda, ayn1 grubun izolatlar1 arasindaki farkliligin
¢ok 6nemli olmadigi, ancak farkl siiper gruplardaki izolatlar arasindaki genetik farkliligin bir hayli 6nemli oldugu belirlenmistir. Bu
sonuglar hipotezimizi dogrular nitelikte bulunmustur.

Anahtar sozciikler: Genotiplendirme, sivrisinek, Sultan Sazlig1 ekosistemi, Tiirkiye, Wolbachia.

Molecular investigation and genotyping of Wolbachia endobacteria in mosquito species in Sultan
Marshes region

Summary: Out of 400 mosquito specimens collected from Sultan Marshes ecosystem in Kayseri, 296 (74.0%) were identified
as Culex pipiens, 63 (15.75%) as Aedes vexans, and 41 (10.25%) as Culiseta annulata. Individual DNA was extracted from adult
mosquitos and PCR analysis was performed in terms of the wsp gene region. While Wolbachia positivity was detected in 119 (40.2%)
female Cx. pipiens, none of the male Cx. pipiens specimens were positive. No positivity was detected in Ae. vexans and Cs. annulata
samples. In the phylogenetic analyzes of the 10 isolates selected from Wolbachia positive samples, the EruWolCpip1-10 isolates were
clustered in the Wolbachia B supergroup and wPip group. It was found that EruWolCpip1-9 isolates were 100% identical among
themselves and these isolates genetically differed by 0.5% with EruWolCpip10 isolate. The previous isolates of WolKys1 isolated from
Cx. pipiens in Kayseri region and TrERUWolLicel isolated from Bovicola limbata in Cankirt region have 100% similarity with
EruWolCpip1-9 isolates. It was also determined that the EruWolCpip1-9 isolates were 100% identical with the Cx. pipiens, Peribadotes
rhomboidaria, Agriocnemis femina femina and Eurema hecabe Wolbachia isolates in the wPip group. Furthermore, while the genetic
difference within the wPip group was 0.28+0.11%, the genetic difference between the Dei, Con and Ori groups which placed in the
same super group with the wPip group was found as 16.9+2.3, 12.5% +1.9% and 19.9+2.5%, respectively. The genetic difference
between Haw, Riw, Mel, Aus, Mors, Uni, Pap and Alba groups in the A super group, and the wPip group in the B super group were
determined as 23.5+3.0%, 17.6£2.3%, 19.1£2.5%, 22.0+2.8%, 21.0+£2.7%, 22.3+2.9%, 22.0+2.8% and 20.5+2.6%, respectively. This
study was carried out with the hypothesis that the genetic difference between Wolbachia isolates obtained from different arthropod
species in different geographical regions and classified in the same or different super groups, and our isolates may be significant. As a
result, while the genetic difference between the isolates in the same groups was found less significant, the genetic difference in different
super groups was determined much more significant. These results confirmed our hypothesis.

Keywords: Genotyping, mosquito, Sultan Marshes ecosystem, Turkey, Wolbachia.

* Bu g¢aligma aym bashikl yiiksek lisans tezinden 6zetlenmis olup 25-29 Eyliil 2017 tarihinde Eskisehir’de diizenlenen 20. Ulusal
(Uluslararas1 Katilimli) Parazitoloji kongresinde s6zlii bildiri olarak sunulmustur.
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Giris

Wolbachia tiirleri, Rickettsiaceae familyasina ait
gram negatif endosimbiyont alfa protoeobakterilerdir. Bu
bakteriler insektlerde, araknidlerde, krustaselerde ve
filaryal nematodlarda endosimbiyont olarak bulunabil-
mektedir (39). Insektlerdeki prevalans orani oldukca
yiiksek olup insekt tiirlerinin yaklasik %65°1 bu bakteriyle
enfektedir. Wolbachia tiirleri, konaklarinin {ireme sistem-
leri iizerine etki ederek sitoplazmik uyumsuzluk, par-
tenogenezis, erkeklerde feminizasyon gibi etkilere sebep
olmaktadir (4, 19, 28).

16S rDNA, protein-coding gen (groEL) ve
Wolbachia surface protein (wsp) gen bdlgelerine gore

yapilan siniflandirmada bu  bakterinin, Ehrlichia,
Anaplasma, Cowdria ve Neorickettsia tiirlerinin
bulundugu Anaplasmataceaec ailesinde yer aldigi

bildirilmistir (28, 39). Filogenetik ¢alismalarda Wolbachia
soyunun “siiper grup” olarak adlandirilan sekiz ana
kiimede (A-H) yer aldig1 gériilmiistiir (26). A ve B siiper
gruplarinin artropodlarda (45), C ve D siiper gruplarinin
filaryal nematodlarda (3), E siiper grubunun kanatsiz
insektlerde (42), F siiper grubunun termit ve akrep gibi
artropodlarda (2), G siiper grubunun 6riimceklerde ve H
stiper grubunun ise termitlerde ve Dipetalonema grac-
ile’de bulundugu rapor edilmistir (34, 36).

Bu ¢alismada, farkli cografyalardaki ayni arthropod
tiirlerinden izole edilmis Wolbachia tiirlerinin genetik ola-
rak birbirlerinden farkl olabilecegi hipotez edilmistir. Bu
hipotez dogrultusunda, Kayseri Sultan Sazligi ekosiste-
mindeki sivrisinek tiirlerinde Wolbachia bakterisinin PZR
ile arastirilmast ve saptanan pozitif 6rneklerin wsp gen
bolgesi yoniinden molekiiler analizlerinin yapilarak Gen-
Bank kayitlarimin gergeklestirilmesi ve GenBank’ta Tiir-
kiye’den ve diinyadan daha 6nce bildirilmis mevcut bazi
Wolbachia izolatlartyla olan filogenetik yakinliklarinin
tespit edilmesi amaglanmuigtir.

Materyal ve Metot

Arastirma sahasi ve sivrisinek orneklerinin toplan-
mast: Caligmada, Kayseri yoresi Sultan Sazlig1 ekosiste-
minde 2014 ve 2015 yillarinin Haziran, Temmuz ve Agus-
tos aylarinda, her ay 2 kez 2 farkli odaktan olmak {izere 12
farkli noktadan toplam 400 sivrisinek 6rneklemesi yapil-
mustir. Ergin sivrisineklerin yakalanmasi amaciyla kar-
bondioksitli (kuru buz hazneli) 1g1k tuzaklar1 (All-Weather
LED EVS Traps, 2780, BioQuip Products CA 90220,
ABD) kullamilmistir. Tuzaklar 17.30-19.% saatleri arasinda
aktive edilmis ve ertesi giin 07.%0-08.% saatleri arasinda
geri toplanmastir.

Sivrisinek orneklerinin tiir teshisleri: Bilgisayar des-
tekli stereo mikroskop (SZX16, Olympus, Japonya)
altinda tiir ayrimina iliskin ¢esitli kaynaklar (15, 18, 23,
31) ve elektronik ortamda yazili Avrupa Sivrisinekleri Tiir

Ayrim Anahtar1 (38) kullanilarak sivrisinek drnekleri tes-
his edilmisgtir.

DNA izolasyonu ve konsantrasyonlarin belirlenmesi:
Teshis edilen sivrisinek orneklerinden bireysel olarak
DNA iirtinlerinin elde edilmesi amaciyla AxyPrep Multi-
source Genomic DNA Miniprep kiti (AP-MN-MS-
GDNA-250, Axygen Biosciences, ABD) iireticinin agikla-
malarina gore kullanmilmigtir. Elde edilen 6rnekler
molekiiler analizlere kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

DNA amplifikasyonu ve elektroforez: Elde edilen
DNA ornekleri Wolbachia wsp gen bolgesinden yaklagik
600 bg’lik gen bolgesini g¢ogaltan wsp 81F (5'-
TGGTCCAAT AAGTGATGAAGAAAC-3") ve wsp
691R (5-AAAAATTAA ACGCTACTCCA-3")
primerleri (51) kullanilarak PZR reaksiyonuna tabii
tutulmustur. Reaksiyon karigimi 25 pl final konsantra-
syonda, 2.5 pl 10X PZR soliisyonu, 2 mM MgCly, 0.5uM
her bir primer, 0.5 mM her bir dNTP, 1.25U Taqg DNA
polimeraz (Thermo Scientific, ABD) ve 50ng/ul DNA
olarak hazirlanmigtir. Termal dongii cihazinda (Bio-Rad,
Hercules, CA, ABD) 1s1 profili; 6n denatiirasyon 94°C’de
5 dk 35 siklus, denatiirasyon 94°C’de 1dk, baglanma
55°C’de 1dk, uzama 72°C’de 1dk ve final uzama 72°C’de
10 dk olacak sekilde programlanmustir.

Wsp genlerinin klonlanmast ve plazmid izolasyonu:
Wolbachia pozitif oldugu belirlenen 6rneklerden 10 tanesi
secilmis ve DNA iiriinleri plazmid araciligiyla klon-
lanmistir. Orneklerin klonlanmasinda CloneJET PCR
Clonning Kit (K1231, Thermo Scientific, ABD)
kullanilmistir. Ticari kitin talimatlar1 dogrultusunda hazir-
lanan karisimdan ligasyon ve transformasyon basamak-
larin1 takiben LB kati besi yerinde {ireyen kolonilerin
rekombinant plazmidi igerip igermedigini anlamak igin
koloni PZR yapilmistir. Koloni PZR’de pJET1.2 ileri (5'-
CGACTCACTATAGG GAGAGCGGC-3") ve pJET1.2
geri (5'-AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3")
primerleri kullanilmistir. Koloni PZR sonucu elde edilen
amplikonlar ~ %1.5’Iuk jelde  yiiriitiliip
goriintiilenmistir. Pozitif bulunan kolonilerden plazmid
izolasyonu i¢in AxyPrep Plasmid Miniprep Kit (AP-MD-
P-25, ABD) prosediri  takip edilmistir.
Saflagtirilan rekombinant plazmidler, restriksiyon enzim-
leri ile kesilerek ve vektor spesifik primerler (pJET1.2) ile
PZR analizleri yapilarak klonlanan genin varlig1 yoniin-
den arastirilmistir. Enzim kesimi igin Aval (ERO0381,
Thermo Scientific, ABD) ve Xbal (ER0681, Thermo
Scientific, ABD) enzimleri kullanilmustir.

Klonlanan wsp genlerinin tiir tayini i¢in sekans ve
filogenetik analizleri: Wsp gen bdlgesi igin elde edilmis
olan plazmid DNA o6rneklerinin pJET1.2 ileri ve geri pri-
merleriyle ¢ift yonlii olarak Macrogen (Hollanda) firma-
sina sekanslar1 yaptirilmistir. Cift yonlii DNA dizisi belir-
lenen plazmidlere ait kromotogramlar quality (phred)

agaroz

Axygen,
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skorlarma gore Geneious 6.1.8 (24) programi ile dikkat-
lice analiz edildikten sonra ayni yazilim ile ileri ve geri
dizilimlerin ikili kiyaslamalar1 yapilarak vektér DNA’s1
ile kryaslanmis, hedef gen bolgesi belirlenmis ve izolatlara
ait final dizilimler elde edilmistir. Elde edilen sekanslarin
Geneious 6.1.8 (24) genetik analiz yazilimi {izerinden
blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/B last.cgi) algorit-
mas1 kullanilarak GenBank’ta mevcut homologlar1 ile
coklu hizalama analizleri yapildiktan sonra GenBank
kayitlari gergeklestirilmigtir. Sekanslar arasindaki genetik
uzakliklar Mega 6.0.6 (41) programi kullanilarak kimura
2 parameter (K2P) modeli ile hesaplanmustir. Wolbachia
nesilleri arasindaki filogenetik yakinliklar neighbor
joining (NJ) metodu kullanilarak tahmin edilmistir. NJ
analizleri K2P dogrulama modeli (37) ile gergeklestiril-
mistir. NJ agacinin giivenirligi Mega 6.0.6 (41) programi
kullanilarak 1000 boostrap replikasyon analizleriyle (14)
belirlenmistir.

Bulgular
Teshisi yapilan sivrisinek tiirleri ve wsp gen bolgesi-
nin amplifikasyon sonuglari: Konvansiyonel PZR analiz-
leriyle incelenen 400 sivrisinek drneginde tespit edilen
Wolbachia endobakterisinin dagilimi ve teshisleri yapilan

Tablo 1. Incelenen sivrisinek 6rneklerinde Wolbachia prevalansi.

Table 1. Wolbachia prevalence in the examined mosquito.

sivrisinek tiirleri Tablo 1’de verilmistir. Bireysel olarak
incelemesi yapilan sivrisinek tiirlerinden sadece Cx.
pipiens drneklerinde (119/296) %40.2 oraninda Wolbachia
pozitifligi belirlenmistir. Pozitif belirlenen Cx. pipiens or-
neklerinin hepsi disi sivrisineklerdir. Incelenen Ae. vexans
ve Cs. annulata 6rneklerinin higbirinde pozitiflik saptan-
mamistir. Tir teshisleri yapilip PZR analizleri sonucu
Wolbachia pozitif belirlenen Cx. pipiens 6rneklerinden
secilen bazi izolatlarin wsp geninin amplifikasyonu sonu-
cunda jel iizerinde yaklasik 600 bg biiyilikligiinde bant
gosterdikleri tespit edilmistir.

Wsp gen bolgesinin klonlama sonuglari: LB kati
besi yerinde tireyen kolonilerde hedef gen bdlgesinin vek-
tore girdigi ve transformasyon etkinligi vektor spesifik
primerlerle koloni PZR yapilarak teyit edilmistir. Koloni
PZR sonucu wsp gen bolgesine ait DNA’larin vektorlere
basarili bir sekilde girdigi gorilmiistiir. Koloni PZR so-
nuglarint takiben plazmid izolasyonu gerceklestirilmis
olup saflagtirilan plazmidlerin Aval ve Xbal enzimleriyle
(Thermo Scientific, ABD) kesilmesi sonucu tek bir bant
profili elde edildigi gorilmiistiir (Sekil 1). Boylece saflag-
tirllan rekombinant plazmidlerin klonlanan wsp genlerini
icerdikleri dogrulanmustir.

Incelenen Ornek Sayisi

Wolbachia Yayginlig

Sivrisinek Tiirii Erkek Disi Erkek Disi Toplam
n % n %

Culex pipiens 38 258 - - 119 40.2 296
Aedes vexans 21 42 - - - - 63
Culiseta annulata 13 28 - - - - 41
Toplam 72 328 - - 119 29.75 400

Plazmid DNA'si

600 b hedef gen holgesi

+
18 b vektdor DNA'sI

(Aval ve Xbal restriiksiyon
enzimleriyle kesim sonrasi)

Sekil 1. Saflagtirilan plazmidlerin restriiksiyon enzimleri ile kesimi sonucu agaroz jelde kesim yerlerinin goriiniimii. M-Marker (100

be); 1-7: Rekombinant plazmidler.

Figure 1. Appearance of restriction patterns of purified plasmids on the agarose gel. M-Marker (100 bp); 1-7 Recombinant plasmids.
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1, Culex_pipiens (0Q842461) AAAAGGAACCGAA GTTCATGATCCTTTA
2. Culex_pipiens 2 (EF539842) AAAAGGAACCGAA GTTCATGATCCTTTA
3, Culex_pipiens_pallens (]X050185) TCATGATCCTTTA
4, Culex_pipiens 3 (KM401551) GAACCGAA GTTCATGATCCTTTA
5. Culex_pipiens 4 (KM401555) AGGAACCGAA GTTCATGATCCTTTA
. Culex (pipiens EruWolCpip2) AAAAGGAACCGAA GTTCATGATCCTTTA
7, Culex 2 (pipiens EruWolCpip3) AAAAGGAACCGAA GTTCATGATCCTTTA
8. Culex 3 (pipiens EruWolCpipd) AAAAGGAACCGAA GTTCATGATCCTTTA
9, Culex 4 (pipiens EruWolCpip5) AAAAGGAACCGAA GTTCATGATCCTTTA
10. Culex 5 (pipiens EruWolCpip6) AAAAGGAACCGAA GTTCATGATCCTTTA
11, Culex  (ipiens Erul¥olCpip7) AAAAGGAACCGAA GTTCATGATCCTTTA
12, Culex 7 (pipiens ErulolCpipg) AAAAGGAACCGAA GTTCATGATCCTTTA
13, Culex 8 (pipiens EruWolCpip9) AAAAGGAACCGAA GTTCATGATCCTTTA
14, Culex 9 (pipiens EruWolCpip10) AAAAGGAACCGAA GTTCATGATCCTTTA
15, Culex 10 (pipiens EruWolCpip) AAAAGGAACCGAA GTTCATGATCCTTTA
16, Aedes_albopictus_ AF020059 AAAAGGAACCGAA GTTCATGATCCTTTA
17, Agriocnemis femina femina ((Brauer)AY173941)  AAAAGGAACCGAA GTTCATGATCCTTTA
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BAGA A GINEENG C G G A NHAHENN G FRMANSAAIN A BUGHC CTTTAMAAAGCHTCTTTTATGGCTGGTGGTGGTGCATTTGGTTAN

18, Cadra_cautella AF020075

19, Cadra_cautells AF020076 ANNAGGHANGGAR KAGAA THGTCCEATTA
20, Culex_pipiens AF020061 AAAAGGAACCGAA GTTCATGATCCTTTA
21, Culex_pipiens DQ900652 AAAAGGAACCGAA GTTCATGATCCTTTA
22, Culex_pipiens_quinquefasciatus AF301012 AAAAGGAACCGAA GTTCATGATCCTTTA
23, Culex_ quinquefasciatus AF020060 AAAAGGAACCGAA GTTCATGATCCTTTA
24, Drosophila_auraria AF020062 - AAAGGIEACHGA BATTCATHATCCHTTA
25, Drosophila_melanogaster AF020063 GAAAGKEARGEGE GETHABNGTCCATTA
26, Drosophila melanogaster AF020064 GAAAGAEAKNGAGE GETHABEGTCCHTTA
21, Drosophila_melanogaster AF020065 GAAAGHEARGAGE GETHABAGTCCATTA

28, Drosophila_sechellia AF020073

AAABCATCTTTTHTEGCTGGEGGTGGTGCATTTGGTTAT
AAAGCATCTTTTATGGCTGGTGGTGCTGCATTTGGTTAT
AAAGCATCTTTTATGGCTGGTGGTGCTGCATTTGGTTAT
AAAGCATCTTTTATGGCTGGTGGTGCTGCATTTGGTTAT
AAAGCATCTTTTATGGCTGGTGGTGCTGCATTTGGTTAT
AAAGCATCTTTTATEGCTGGTGGTGGTGCATTTGGTTAN
AAABCATCTTTTATEGCTGGTGGTGGTGCATTTGGTTAR
AAABCATCTTTTATEGCTGGTGGTGGTGCATTTGGTTAR
AAABCATCTTTTATEGCTGGTGGTGGTGCATTTGGTTAR

HAGA A GINENG C G G A NMANENN G INSMAMSANEN A BUGHC CTTTANAAAGCHTCTTTTATGGCTGGTGGTGGTGCATTTGGTTAN

AAABCATCTTTTATEGCTGGTGGTGGTGCATTTGGTTAN

BAGAA GIEEG C GG A MHATN GANMATAAEN A BRGACCTTTAMAAAGCHTCTTTTATGGCTGGTGGTGGTGCATTTGGTTAN

AAAGCATCTTTTATGGCTGGTGGTGCTGCATTTGGTTAT
AAAGCATCTTTTATEGCTGGTGGTGGTGCATTTGGTTAN
AAAGCATCTTTTATGGCTGGTGGTGCTGCATTTGGTTAT
AAAGCATCTTTTATGGCTGGTGGTGCTGCATTTGGTTAT
AAAGCATCTTTTATEGCTGGTGGTGGTGCATTTGGTTAT
AAAGCGTCTTTTATHGCTHGTGGTGGTGCATTTGGTTAN
AAAGCGECTTTTATHGETGGTGGTGGTGCGTTTGGTTAN
ANABGATCTTTTATEGCTGGTGGTGGTGCATTTGGTTAT
AAAGCGTCTTTTATEGCTGGTGGTGGTGCATTTGGTTAN

42, Phlebotomus papatasi AF020082

43 Tagosedes orizicolus AF020085 AIMEAGGHANGGAR
4, Tribolium_confusum_ AF020083 AABAGGHAREGAA
45, Trichogramma deion AF020084 AGEANATAKAGCAR
46, Culex_pipiens 5 (Wolkys1 [X474753) AAAAGGAACCGAA

47, Aedes (albopictus EU727139)

48, Trissolcus (rufiventris HQ447079)  GIBmE G A e G CETETTATG G TG
49, Trissolcus 2 (flavipes HQ447078) AT C CET N ARGGEG
50, Trissolcus 3 (grandis HQ447075) TOEGGETETTATGGNG

29, Drosophila_simulans AF020067 GAAAGHEAKRGAGE GETHABAGTCCHTTA
30. Drosophila_simulans AF020068

31, Drosophila_simulans AF020069 AAAAGGAACCGAA GTTCATGATCCTTTA
32. Drosophila_simulans AF020070 - AAAGGIEEACAGA BATTCATHATCCHATTA
33, Drosophila_simulans_(Noumea strain) AF020074 ~ AAAAGGAACCGAA GTTCATGATCCTTTA
34, Eurema_hecabe AB278203 AAAAGGAACCGAA GTTCATGATCCTTTA
35, Glossina_austeni AF020077 AGHAGGHAREGAA WAGGATAGTCCETTA
36. Glossina_morsitans_centralis AF020078 GAAAGHEARTGGE GATHABMAGTCCHTTA
37, Glossina_morsitans_morsitans AF020079 GAAAGAEAREGGE GATHABMAGTCCHETTA
38, Laodelphax striatellus AF020080 AABAGGHAKREGAA BAGGATHGTCCETTA
39, Muscidifurax_uniraptor AF020071 GAAAGGHEANTAGE CATHABAGTCCATTG
40, Nasonia vitripennis AF020081 GAAAGHEARTGGE

41, Peribatodes_rhomboidaria_EU288014 AAAAGGAACCGAA

GETHABAGTCCHTTA AAAGCGECTTTTATHGETGGTGGTGGTGCATTTGGTTAR
GTTCATGATCCTTTA AAAGCATCTTTTATGGCTGGTGGTGCTGCATTTGGTTAT
BAGA A GISENRG CIG A NI G INRARAANE A BEGHC CTTTAMAAAGCHTCTTTTATGGCTGGTGGTGATGCATTTGGTTAT
AR A THGTCCHTTA AAAGCATCTTTTETEGCTGGEGGTGGTGCATTTGGTTAT
BENGATHGTCCHTTA AMABGATCTTTTATEGCTGGTGGTGGTGCATTTGGTTAT
BEGGATHGTHCHTTA AAABGATCETTTATEGCTGGTGGTGMTGCATTTGGTTAT
GTTCATGATCCTTTA AAAGCATCTTTTATGGCTGGTGGTGCTGCATTTGGTTAT
1T OO G AT G G AVATAGRTVATENT G G 7 GIBA G A TAVATGIATA A I A A GITAIG TTVATGNEA A A G AT G TAAAA G T T T ABA G I

Sekil 2. Sultan Sazligi ekosisteminden toplanmus CXx. pipiens orneklerinde belirlenen Wolbachia izolatlar1 ile Diinya’daki ve
Tiirkiye’deki diger baz1 Wolbachia izolatlarmnin parsiyal wsp gen bolgesine gore niikleotid dizilimlerinin hizalamalari.

Figure 2. Pairwise alignments of the nucleotide sequences for the partial wsp gene region of Wolbachia isolates in the Cx. pipiens
samples collected from the Sultan Marshes ecosystem and some Wolbachia isolates in the world and Turkey.

Wsp geninin sekans ve filogenetik analiz sonuglari:
Sekanslama sonucu wsp gen bolgesi yoniinden sekanslari
belirlenen Wolbachia izolatlarmin KT964223-KT964232
aksesyon numaralariyla GenBank kayitlar1 gergeklestiril-
migtir. Wsp gen bdlgesine gore farkli insekt gruplarinda
belirlenen Wolbachia nesilleri arasinda bu nesilleri gesitli
gruplara ayiran niikleotid varyasyonlar belirlenmistir (Se-
kil 2). Wolbachia izolatlarinin wsp gen bdlgesine gore
Neighbor joining metodu ile olusturulan filogenetik aga-
cinda (Sekil 3) Sultan Sazlig1 ekosisteminden toplanmis
Cx. pipiens orneklerinde belirlenen Wolbachia izolatlari-
nin B siiper grubu, WPip grubunda yer aldig: tespit edil-
mistir. EruWolCpipl1-9 izolatlarinin kendi aralarinda
%100 benzer olduklar1 ve bu izolatlarin EruWolCpip10

izolatiyla %0.5 genetik farklilik gosterdikleri saptanmustir.
Tiirkiye’den daha once Kayseri yoresindeki Cx. pipiens
orneginden izole edilmis ve GenBank’a girilmis olan
WolKys1 (JX474753) izolatimin EruWolCpip1-9 izolatla-
riyla %100 benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Benzer
sekilde EruWolCpip1-9 izolatlarmin wWPip grubunda yer
alan Cx. pipiens (DQ900652, AF301012, AF020060-61),
Peribadotes rhomboidaria (EU288014), Agriocnemis
femina femina (Brauer) (AY173941) ve Eurema hecabe
(AB278203) Wolbachia izolatlariyla da %100 benzer ol-
duklar1 belirlenmistir. Daha 6nce Cankiri yoresindeki An-
kara kegilerinden toplanmis Bovicola limbata bit drnekle-
rinden izole edilmis ve wPip grubunda yer alan
TrERUWolLicel (KJ700416) izolatinin da
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EruWolCpipl-9 izolatlariyla %100 benzerlik gosterdigi
goriilmiistiir. WPip grubu icindeki ortalama genetik fark-
lilik %0.28+0.11 olarak belirlenirken, wPip grubu ile ayn1
stiper grup (B) icerisinde yer alan Dei, Con ve Ori gruplart
arasindaki ortalama genetik farklilik ise sirasiyla

%16.942.3, %12.5+1.9 ve %19.9+2.5 bulunmustur. A sii-
per grubunda yer alan Haw, Riw, Mel, Aus, Mors, Uni,
Pap ve Alba gruplar ile B siiper grubundaki wPip grubu
arasindaki genetik farklilik ise sirasiyla %23.5+3.0,
%17.6£2.3,  %19.1£2.5,  %22.0+£2.8, %21.0£2.7,
%22.3+2.9, %22.0+2.8 ve %20.5+2.6 olarak saptanmistir.
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Sekil 3. Kayseri Sultan Sazlig1 ekosistemindeki Culex pipiens 6rneklerinde saptanan Wolbachia izolatlarinin wsp gen bdlgesine gore
filogenetik analizleri. Filogenetik aga¢ Neighbor Joining-Kimura 2 Parameter modeli (1000 boostrap) kullanilarak olusturulmustur.
Olgek ¢izgisi bolgeye gore niikleotid degigimini géstermektedir. ®: Sultan Sazligi Wolbachia izolatlar;, ®: Tiirkiye’de Trissolcus
tirlerinde Wolbachia izolati, ¥ : Kayseri’de Culex pipiens’te Wolbachia izolati, 4: Kayseri’de Bovicola limbata’da Wolbachia izolati.
Figure 3. Phylogenetic analysis of the wsp gene from Wolbachia isolates in Culex pipiens of Sultan Marshes ecosystem in Kayseri.
The phylogenetic tree was constructed by the Neighbor-Joining method using the Kimura’s 2- parameter model with 1000 boostrap.
The scale bars in each panel indicate 0.02 substitutions per site. ®: Wolbachia isolates from Sultan Marshes, ™: Wolbachia isolates
from Trissolcus species in Turkey, ¥ : Wolbachia isolates from Culex pipiens in Kayseri region, ¢: Wolbachia isolates from Bovicola

limbata in Kayseri region.
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Tartisma ve Sonuc¢

Wolbachia endobakterisi insektleri patojenlere karsi
koruyabilmekte ve konaklarinin fizyolojilerini pozitif
yonde etkileyebilmektedir. Buna karsin bu bakteriler
insektlerin hastalik etkenlerini nakletme kapasitelerini de
siirlayabilmektedirler (21). Bu 6zelliklerinden 6tiirii son
yillarda vektor kontroliinde kullanilma potansiyelleri hak-
kinda yapilmis ¢aligmalarda artig gorilmiistiir (8, 10, 43).
Ozellikle bulunduklar1 konakta sitoplazmik uyusmazlik
mekanizmasi sayesinde konaklarinin lireme sistemlerinde
degisikliklere sebep olmaktadirlar. Vektor kontroliinde
potansiyel olarak iizerinde en ¢ok durulan nokta insekt
ireme sistemi ilizerinde yapilan deneysel modifikasyon
caligmalaridir (8, 22). Uyumsuz insekt teknigi olarak isim-
lendirilen metotta laboratuvar sartlarinda Wolbachia ile
enfekte olmayan disi insektlerin enfekte erkeklerle ciftles-
tirildiklerinde embriyonik 6limlerin gergeklestigi rapor
edilmistir (50). Enfekte ve enfekte olmayan insektlerden
olusan bir populasyonda yalnizca enfekte disiler basarili
bir sekilde enfekte veya enfekte olmayan erkeklerle ¢iftle-
sebilmektedir. Ayn1 sekilde farkli genotipteki Wolbachia
suslarini tastyan insektler ciftlestiklerinde de sitoplazmik
uyusmazlik goriilebilmektedir. Buna karsin c¢ok ¢esitli
suslarla siiperenfekte disi insektler biitlin erkek insektlerle
ciftlesebilmekte ve enfekte nesiller meydana gelebilmek-
tedir (8, 43, 50). Yapilan ¢aligmalarda Wolbachia ile
enfekte sivrisineklerde larva ve pupa gelisim siirelerinin,
ergin sivrisineklerin viicut kiitlelerinin ve kanatlarinin
gelisimlerinin olumsuz etkilendigi, dogurganlik ve fertili-
telerinde azalmalarin oldugu bildirilmistir (8, 10, 43, 50).
Vektor kontroliinde kullanilan geleneksel kontrol strateji-
lerinin (pestisit kullanimi, patojenlere kars1 ilag ve as1 kul-
lanimi1 vb.) yaninda daha diisiik maliyetli ve daha ¢evreci
bir yontem olan Wolbachia ile enfekte insekt nesillerinin
devamliliklarinin saglanmasi da vektor kaynakli patojen-
lerin endemik oldugu alanlarda kullanilabilmektedir (22).

Wolbachia endosymbiontlarinin en yaygm goriil-
digi insekt tiirlerinden biri olan sivrisineklerde bu bakte-
rinin genel olarak medikal 6neme sahip olan Cx. pipiens,
Aedes albopictus ve Ae. aegypti tiirlerinde goriildiigii ra-
por edilmistir (1, 28, 32, 48). Ancak Tayland’da yapilan
bir ¢aligmada (47) bu sivrisinek tiirlerinin yan sira daha
Once bildirilmemis Ae. lineatopennis, Ae. vexans, Ae.
vittatus, Cx. pallidothorax ve Cx. whitmorei tiirlerinde de
Wolbachia pozitifligi rapor edilmistir. Diinya’da ve Tiir-
kiye’de sivrisineklerde Wolbachia tiirlerinin arastirildigi
calismalar sinirli sayidadir. Behbahani (5) Iran’da topla-
diklar1 44 Cx. pipiens quinquefasciatus 6rneginin tamami-
nim Wolbachia ile enfekte oldugunu, 34 Cx. tritaeniorynchus
ve 20 Cx. theileri 6rneginde ise enfeksiyon bulunmadigini
rapor etmistir. Giiney Hindistan’da yapilan bir bagka ca-
lismada Sunish ve ark. (40) PZR ile inceledikleri 750 ergin
Cx. pipiens quinquefasciatus tiirinde %91.2 oraninda

Wolbachia prevalansi bildirmisler ve sekans analizleri so-
nucu Cx. quinquefasciatus Wolbachia suslariin wsp gen
bolgesine gore farkli cografik bolgelerdeki Cx. pipiens
izolatlariyla %99 benzerlik gosterdigini rapor etmislerdir.
Fransa’nin dort farkli bolgesinden toplanan 178 Cx.
pipiens orneginin tamamimm (%100) wPip grubu
Wolbachia tiirleriyle enfekte oldugu rapor edilmistir (12).
Hindistan’da Ravikumar ve ark. (34)’nin 6 soydaki toplam
20 sivrisinek tiiriinde yaptigi bir ¢aligmada wsp gen bolge-
sine 6zgii primerler kullanilarak PZR ile Wolbachia arag-
tirmast yapilmigtir. Calismada (34) Aedes soyundaki 5
tiriin %20’sinin, Culex soyundaki 8 tiiriin %50’sinin,
Armigeres soyundaki 2 tiiriin tamaminin (%100) ve
Toxorhynchites soyundaki tek tiiriin (%100) Wolbachia ile
enfekte oldugu bildirilmistir. Ayn1 caligmada (34)
Anopheles ve Lutiza soylarindaki tiirlerin higbirinde ise
Wolbachia enfeksiyonu saptanmadigi rapor edilmistir.
Kuzey Amerika’da yapilan benzer bir ¢alismada ise 5 soy-
daki (20 Aedes, 19 Anopheles, 40 Culiseta, 135 Culex ve
82 Ochlerotatus) 14 sivrisinek tiirinde Wolbachia endo-
bakterisi arastirilmistir (33). Calismada incelenen 296 siv-
risinek 6rneginde Wolbachia enfeksiyonunun sadece Cx.
pipiens tiiriinde saptandigi (%45.6) bildirilmistir (33).
Kenya’nin farkli kdylerinden toplanan Anopheles, Manso-
nia, Aedes ve Culex soylarindaki 9 sivrisinek tiiriinde (top-
lam 165 6rnek) wsp gen bolgesine gore PZR ile yapilan
incelemede Cx. quinquefasciatus (10/24, %41.7),
Mansonia uniformis (5/19, %26.3), M. africana (6/22,
%27.3), Ae. bromeliae (12/16, %75) ve Ae. metallicus
(1/2, %50) tirlerinde Wolbachia enfeksiyonu saptandigi
bildirilmistir (29). Kittayapong ve ark. (25)’nin yaptigi
caligmada, yabani sivrisinek tiirlerinde ftsZ ve wsp gen
bolgelerine gore PZR ile Wolbachia prevalans: aragtiril-
mis ve 89 sivrisinek orneginde %28.1 oraninda pozitiflik
belirlendigi rapor edilmistir. Ricci ve ark. (35), Italya ve
Afrika’nin farkli bolgelerinden topladiklar: farkli soylar-
daki toplam 4028 sivrisinek drneginde (2479 Culex spp.,
1186 Aedes spp., 359 Anopheles spp., 3 Coquillettidia
richiardii, 1 Culiseta annulata) 16S rRNA ve wsp gen bol-
geleri agisindan PZR ile Wolbachia varligim aragtirmiglar
ve 29 Ae. punctor, 2326 Cx. modestus, 148 Cx. pipiens, 2
Cx. torrentium ve 3 Coquillettidia richiardii 6rneklerinin
tamaminda Wolbachia pozitifligi saptanuglardir. Tiir-
kiye’de yapilmis tek ¢alismada (49), Kayseri yoresinden
toplanmig toplam 118 Cx. pipiens o6rneginden olusan
genomik DNA havuzlarinda wsp gen bolgesini amplifiye
eden primerlerle PZR yapilmis ve havuzlarin %60°nin
Wolbachia ile enfekte oldugu rapor edilmistir. Mevcut ¢a-
lismamizda elde ettigimiz sonuglarin, bu konuda yapilmis
bazi ¢aligmalarda (29, 33, 34, 49) Culex soyundaki sivri-
sinek tiirlerinde saptanan Wolbachia prevalanslariyla
paralellik gosterdigi dikkati ¢ekmistir. Ayrica, mevcut
caligmamizda incelemesi yapilan 3 farkli soydaki (Aedes,
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Culex, Culiseta) sivrisinek Orneklerinden sadece Cx.
pipiens 6rneklerinde Wolbachia pozitifliginin saptanmasi-
nin, Rasgon ve Scott (33)’in Kuzey Amerika’da yaptiklar1
calisma sonucuyla birebir benzerlik gosterdigi goriilmiis-
tiir. Ancak gerek mevcut caligmamizda gerekse Rasgon ve
Scott (33)’1n yaptiklar1 ¢alismada Wolbachia pozitifligine
Cx. pipiens haricindeki diger tiirlerde rastlanmamasinin
sebebinin, diger tiirlerdeki 6rnek sayilarimin Cx. pipiens
ornek sayilarina oranla daha diisiik olmasindan kaynakla-
nabilecegi diigiiniilmektedir. Ayrica ¢esitli insekt tiirleri
tizerinde yapilmig bazi galismalarin [6rn, Cx. pipiens (6,
13); Ae. albopictus (9); Drosophila simulans (7); iki plant-
hopper tiirii (27)] sonuglarina benzer olarak Cx. pipiens
tiirlerinde saptanan Wolbachia tiirleri sadece disi birey-
lerde belirlenmisken erkek sivrisinek tiirlerinde pozitiflik
bulunmamustir. Disi ve erkek sivrisineklerdeki bu farklilik
gesitli sebeplere bagli olarak sekillenebilmektedir.
Berticat ve ark. (6) bu durumun erkek ve disi sivrisinekle-
rin organlarinin biiyiikliik farkliliklarindan kaynaklandi-
gin1 rapor etmistir. Bir bagka teori ise Wolbachia tiirlerinin
yumurta yoluyla vertikal olarak nakledilmesi sonucu bu
farkliliklarin olugtugudur (11).

Son yillarda insektlerde Wolbachia endobakterisinin
etkileri lizerine yapilan c¢aligmalar konusunda bir egilim
goriilmektedir (1, 22, 29). Ozellikle molekiiler diizeydeki
ilerlemelere bagli olarak Wolbachia tiirlerinin dagilimlart,
molekiiler karakterleri ve genetik farkliliklar1 konusunda
giivenilir sonuglar elde edilmektedir. ftsZ, groEL, gltA,
16S rRNA, orf7, ANK ve wsp gibi gen bolgeleri tizerine
yapilan ¢aligsmalar, farkli konaklardaki Wolbachia suslari-
nin genotiplendirilmesi konusunda PZR tabanli molekiiler
testlerin (konvansiyonel PZR, touchdown PZR, RT-PZR
vb.) bu konuda kullaniminin 6niinii agmustir (29, 33, 44,
46, 51). Buna karsin ftsZ, groEL, gltA, 16S rRNA, orf7 ve
ANK gen bolgelerinin, A ve B siiper gruplarindaki farkli
ve genis Wolbachia gruplarinin genotiplendirilmesinde
yetersiz kalabildigi bildirilmistir (45, 51). Bu gen bolgele-
rinin bu tiir dezavantajlarint ortadan kaldirmak amaciyla
ozellikle son yillarda siklikla kullanilmaya baslanan wsp
gen bolgesi ise farkli arthropod tiirlerindeki Wolbachia
suslarinin molekiiler siniflandirilmasinda ¢ok fayda sagla-
maktadir (51). Wsp geni diger gen bdlgelerine oranla farkli
insekt tiirleri arasinda ¢ok daha yliksek oranda degisken
bolgeler ihtiva etmektedir. Bu gen bdlgesinden elde edilen
sekanslar, Wolbachia suslari arasindaki evrimsel yakinlik-
larin saptanmasinda ¢ok daha bilgilendirici sonuglar iger-
mektedir (16, 51). Bunun yaninda farkli insekt gruplarin-
daki Wolbachia tiirleri arasinda, wsp gen bolgesinin 16S
rRNA gen bolgesine gore 10 kat daha fazla filogenetik
farklilik i¢erdigi rapor edilmistir (29, 51). Wsp gen bolge-
sindeki yiiksek diizeyli bu farkliliklar, Wolbachia suslari-
nin bireysel olarak ve/veya grup diizeyinde taninmasini ve
filogenetik yakinliklarinin belirlenmesini saglayan spesi-

fik PZR primerlerinin dizayn edilmesine olanak sagla-
maktadir (51). Calismamizda sivrisineklerdeki Wolbachia
tirlerinin  genotiplendirilmesinde ve arastirilmasinda,
filogenetik analizlerdeki avantajlar1 ve kolay kullanimi
dolayisiyla wsp gen bdlgesi tercih edilmistir. Calisma-
mizda, kendi Wolbachia izolatlarimiz ile kiyaslama yap-
mak amaciyla filogenetik analizlere dahil ettigimiz ve
diinyadan daha dnce sivrisinek, kiz bocegi, kelebek, bit,
meyve sinegi, ari, zirai bocekler, ¢ece sinegi, tatarcik ve
un bocegi gibi farkli arthropodlardan bildirilmis
Wolbachia izolatlarinin kullanilmasiyla olusturulan filo-
genetik agacta A siiper grubunda sekiz, B siiper grubunda
ise dort grup olustugu goriilmiistiir. Arastirma sahamiz
olan Sultan Sazlig1 ekosistemindeki Cx. pipiens ornekle-
rinden elde edilen Wolbachia izolatlarinin (EruWolCpip1-
10) B siiper grubu, WPip grubunda yer aldig1 saptanmustir.
Bu sonucun, B siiper grubu WPip grubunda yer alan farkli
cografik bolgelerdeki ve Tiirkiye’deki Cx. pipiens 6rnek-
lerinde rapor edilen Wolbachia suslariyla uyumlu oldugu
ve elde ettigimiz tiim izolatlarin Diinya’dan ve Tiir-
kiye’den bildirilmis benzer wPip grubu izolatlarla filoge-
netik olarak %699.5-100 identiklik gosterdigi belirlenmistir
(1, 12, 30, 49, 51). Ayrica yine sekanslarini elde ettigimiz
tiim izolatlarin Cankir1 yoresindeki Ankara kegilerinden
toplanmis Bovicola limbata bit 6rneklerinden elde edilmis
TrERUWolLicel (KJ700416) izolatiyla da ayn1 WPip gru-
bunda yer aldig1 ve tiim izolatlarla %99.5-100 identiklik
gosterdigi belirlenmistir. Calismamizda elde ettigimiz bu
sonu¢larla Tiirkiye’de daha 6nce Cx. pipiens ve Bovicola
limbata gibi insekt tiirlerinde yapilmig benzer ¢aligmalarin
(20, 49) paralellik gostermesi ve genotiplendirilmesi yapi-
lan Wolbachia izolatlarinin B siiper grubu ve wPip gru-
bunda bulundugunun belirlenmis olmasi bu genotipin
Tiirkiye’de farkli insekt gruplarinda yaygin olabilecegini
gostermektedir. A ve B siliper gruplarinda bulunan her
grupta 6nemli diizeyde genetik farkliliklarin bulundugu,
ozellikle de B siiper grubundaki tiirlerde A siiper grubun-
dakilere oranla genetik farkliligin ¢ok daha 6nemli oldugu
bildirilmistir (51). Buna benzer sekilde c¢alismamizda,
WPip grubu igindeki ortalama genetik farklilik
9%0.28+0.11 olarak belirlenirken, wPip grubu ile ayn sii-
per grup (B) igerisinde yer alan Dei, Con ve Ori gruplari
arasindaki ortalama genetik farklilik olduk¢a ©Onemli
(%16.9-19.9) bulunmustur. Aym sekilde A siiper gru-
bunda yer alan Haw, Riw, Mel, Aus, Mors, Uni, Pap ve
Alba gruplart ile B siiper grubundaki WPip grubu arasin-
daki genetik farkliligin da yine énemli seviyede (%17.6-
23.5) oldugu belirlenmistir. Buna ilaveten EruWolCpip1-
10 izolatlarimizin, Tirkiye’den daha once siinelerin
(Eurygaster integriceps) dogal diismanlari olarak bilinen
Trissolcus rufiventris, T. flavipes ve T. grandis tiirlerinden
izole edilen Wolbachia izolatlariyla (17) da 6nemli dii-
zeyde genetik farklilik (%19.9+2.5) tasidiklart saptanmigtir.
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Sonug olarak bu c¢alismayla, Kayseri Sultan Sazlig
ekosistemindeki sivrisinek tiirlerinde wsp gen bolgesi yo-
niinden Wolbachia endobakterisinin varlig1 aragtirilmis ve
molekiiler karakterleri ortaya konmustur. Calismamizda
Wolbachia bakterisi yalmizca Cx. pipiens tiirlerinde sap-
tanmus, Ae. vexans ve Cs. annulata tiirlerinde ise bulun-
mamugtir. CX. pipens orneklerinden izole edilen
Wolbachia izolatlarmin wPip grubundaki izolatlarla filo-
genetik benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Sivrisineklerde
hangi tiirlerin Wolbachia ile dogal enfekte oldugu ve
enfeksiyon oranlarinin seviyesi, farkli cografyalardaki en-
fekte sivrisineklerde Wolbachia endobakterisinin genetik
farkliliklarinin ne diizeylerde oldugu gibi konularda yapi-
lan saha ¢aligmalari, vektor kaynakli hastaliklarin kontro-
liinde, ozellikle sitoplazmik uyusmazlik tabanli kontrol
stratejilerinin gelistirilmesine ve ¢6ziime ulagsmada temel
teskil edecektir.
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