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Kayseri yoresinde Culex pipiens biyotipleri ve Culex torrentium’un
Real time PCR ile arastirilmasi ve molekiiler karakterizasyonu”
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Ozet: Bu ¢alismada, Haziran-Agustos 2014 tarihleri arasinda Kayseri yéresinde gesitli bolgelerden toplanmus sivrisinek érnek-
lerinde Culex pipiens kompleks biyotipleri ve Cx. torrentium molekiiler olarak aragtirilmistir. Saha ¢alismalar1 boyunca toplam 1052
disi sivrisinek 6rneklemesi yapilmis ve bunlarin 315’1 (%29.9) morfolojik teshis analizleriyle Cx. pipiens kompleks ve/veya Cx.
torrentium olarak teshis edilerek ayrilmistir. Ayrilan 6rneklere ait genomik DNA izolatlarinin ilk basamak Real time PCR analizlerinde
tamaminin Cx. pipiens kompleks nesillerine ait olduklari saptanmis, CX. torrentium pozitifligi belirlenmemistir. Ikinci basamak Real
time PCR analizlerinde Cx. pipiens komplekste belirlenen izolatlarm, 311’inin Cx. pipiens form pipiens nesillerine ait olduklari tespit
edilmig, Cx. pipiens form molestus pozitifligi goriilmemistir. Kalan 4 6rnek, analizlerde her iki biyotip yoniinden de amplifikasyon
gostermemistir. Real time PCR sonuglarinin konfirmasyonu ve hibrit nesillerin arastirilmasi amaciyla tiim 6rneklere ait izolatlarin
ACE-2 ve CQ11 microsatellite DNA analizleri gergeklestirilmistir. Analizlerde Cx. pipiens form pipiens olarak belirlenen tiim izolat-
larin ilgili DNA markerlari ile pipiens biyotipine 6zgii bant profilleri sergiledigi goriilmiis ve izolatlarin konfirmasyonu saglanmustir.
Real time PCR analizlerinde biyoformlar yoniinden amplifikasyon gdstermeyen 4 izolatin microsatellite DNA analizleriyle Cx. pipiens
form pipiens ve Cx. pipiens form molestus hibritleri olduklar tespit edilmistir. Cx. pipiens form pipiens ve hibrit nesillere ait birer
izolatin mitokondrial cytochrome oxidase I (mt-COI) gen bolgesine gore barkodlamasi yapilmis ve filogenetik analizleri gerceklesti-
rilmigtir. Her iki izolatin sekans analiz sonuglarina gére yeni bir haplotip olduklar: belirlenmis ve haplotip bazinda Cx. pipiens komp-
lekse ait GenBank’ta kayitli homolog nesillerle filogenetik iliskileri ortaya konmustur.

Anabhtar sozciikler: Culex pipiens biyotipleri, Culex torrentium, Kayseri, molekiiler karakterizasyon, Real time PCR.

Investigation of Culex pipiens biotypes and Culex torrentium by Real time PCR in Kayseri region and
molecular characterization of the isolates

Summary: The biotypes of Culex pipiens complex and Cx. torrentium were molecularly investigated in the mosquito specimens
collected from different regions of Kayseri between June and August 2015 in this study. A total of 1052 female mosquito specimens
were sampled during the field surveys and 315 (29.9%) out of these were morphologically identified and reserved as Cx. pipiens
complex and/or Cx. torrentium. The first step Real time PCR analyses of genomic DNA isolates from these reserved specimens revealed
that all the specimens were belong to Culex pipiens complex and there was no Cx. torrentium positivity. Among the isolates determined
in Culex pipiens complex, 311 were determined as belong to lineages of Cx. pipiens form pipiens according to second step Real time
PCR analyses and there was no positivity for Cx. pipiens form molestus. The remaining 4 isolates showed no amplification for both
two biotypes. ACE-2 and CQ11 microsatellite DNA analyses were carried out on the isolates from all specimens in order to confirm
the real time PCR results and investigate the hybrid lineages. All the isolates determined as Cx. pipiens form pipiens showed specific
banding pattern for pipiens biotype with the related DNA markers in the analyses result in the confirmation of the isolates. The 4
isolates that did not show amplification for both biotypes in Real time PCR assays were designated as the hybrids of Cx. pipiens form
pipiens and Cx. pipiens form molestus with the microsatellite DNA analyses. DNA barcoding and phylogenetic analyses were
performed on one isolate belong to each Cx. pipiens form pipiens pipiens and hybrids based on mitochondrial cytochrome oxidase |
(mt-COl) gene region. Both isolates were determined as new haplotypes according to the sequence analyses and their phylogenetic
relations based on haplotypes with the available homolog linages belong to Cx. pipiens complex in GenBank were revealed.

Keywords: Culex pipiens biotypes, Culex torrentium, Kayseri, molecular characterization, Real time PCR.

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

Culex pipiens komplekste yer alan sivrisinekler tiim
diinyada yayilis gostermekte olup birgok dnemli hastaligin
naklinde potansiyel vektorlikk yapmaktadirlar (35). Culex
soyu igerisinde Culex alt soyuna bagli Avrupa’da 7 tiiriin
varlig1 bilinmekte olup (21), bunlarin arasinda Cx. pipiens
en yaygin holarktik tiir olarak nitelenmektedir (41).
Palaearktik biyotipleri Cx. pipiens pipiens ve Cx. pipiens
molestus ile birlikte Cx. pipiens’in yer aldigi Cx. pipiens
kompleks ayrica  Avrupa’da  goriilmeyen  Cx.
quinquefasciatus, Cx. australicus ve Cx. globocoxitus tiir-
lerini de kapsamaktadir (14). Bu kompleks taksa igeri-
sinde Cx. pipiens Linnaeus, 1758 ve Cx. quinquefasciatus
Say, 1823 nesillerinin sirastyla 1liman ve tropikal bdlge-
lerde en yaygin sivrisinek tiirleri oldugu bilinmektedir
(35). Culex pipiens sensu stricto L. 1758 olarak bilinen
kompleksin, “pallens” Coquillett 1898, “molestus”
Forskal 1775 ve “pipiens” olmak iizere ii¢ intraspesifik
formu bulunmaktadir (25, 39).

Culex pipiens’in iki biyoformu olan “pipiens” ve
“molestus” formlarina bagli nesiller davranis ve fizyolojik
acidan bazi farkliliklar gostermelerine karsin morfolojik
olarak benzerdirler (35). Disilerde morfolojik farklilikla-
rin bulunmamasi ve hibrit nesillerin varligi bu taksanin
teshisinde zorluk teskil etmektedir. Ancak giiniimiizde bu
kompleks igindeki tiir ve biyoformlarin ayrimi i¢in gesitli
molekiiler araglar gelistirilmistir (3, 4, 30, 36). Subtropik
iklim kusag1 ve Palaearktik bolgede yayilis gosteren Cx.
torrentium, Cx. pipiens’in kardes-taksonu olarak ifade
edilmektedir (37). Her iki tiire ait nesiller erginlerin habi-
tati, tireme alanlar1 ve biiyiik dl¢iide benzer morfoloji gibi
benzer ekolojik karakteristikleri gdstermektedir. Iki tiir
arasindaki tek morfolojik ayrim  kriteri  erkek
hypopygium’unun yapisidir (40).

Bu ¢aligma ile Kayseri yoresinden toplanan sivrisi-
nek orneklerinde pipiens kompleks igerisinde yer alan Cx.
pipiens biyotipleri ile Cx. torrentium Real time PCR ile
arastirllmig, Real time PCR’da belirlenen Cx. pipiens bi-
yotiplerinin konfirmasyonu ve hibrid nesillerin varligi re-
ferans yontem microsatellite analizleri ile belirlenmis ve
elde edilen izolatlarin gesitli gen bolgelerinin sekans ana-
lizleri ile molekiiler karakterizasyonlar1 ve filogenetik
analizleri ger¢eklestirilmistir.

Materyal ve Metot

Sivrisinek érneklerinin toplanmasi: Calisma Hazi-
ran-Agustos 2014 tarihleri arasinda sivrisineklerin yogun
gozlendigi Kayseri’nin ¢esitli odaklarinda ytiriitiilmiistiir.
Ergin disi sivrisineklerin yakalanmasi amactyla karbondi-
oksitli (Kurubuz hazneli) CDC 151k tuzaklar1 (All-Weather
LED EVS Traps, 2780, BioQuip Products CA 90220,
USA) kullanilmustir.

Morfolojik teshis: Sivrisinek ornekleri bilgisayar
destekli stereo mikroskop altinda cesitli tiir ayrimina ilis-
kin kaynaklar (7, 10, 19) ve elektronik ortamda yazilt Av-
rupa Sivrisinekleri Tiir Ayrim Anahtar1 (34) kullanilarak
teshis edilmistir. Ayrilan 6rneklerin entegre dijital kamera
sistemiyle morfolojik 6zellikleri goriintiilenmis ve veriler
kayit altina alinmis, sonrasinda %70 etil alkol igerisine ali-
narak molekiiler analizlere kadar muhafaza edilmistir.

Genomik DNA izolasyonu: Yiizde 70’lik etil alkol
soliisyonu igerisinde muhafaza edilen 6rneklerin her biri
once steril DNA’se RNA’se free mikrosantrifiij tiiplerine
alimmis ve iizerlerine s1v1 azot ilave edilerek steril pestle
ile toz haline getirilmistir. Daha sonra genomik DNA izo-
lasyonlari, ticari kitler (Axygen® AxyPrep™ Multisource
Genomic Miniprep DNA) ile ireticinin acgiklamalarina
gore yapilmistir. Elde edilen DNA'lar analize tabi tutulana
kadar derin dondurucuda (-20 °C) muhafaza edilmistir ve
daha sonra genomik DNA ekstraktlarindan alinan 6rnekler
Qubit® Fluorometric Quantitation (Life Technologies) ci-
hazinda islenerek DNA izolasyon etkinligi ve total geno-
mik DNA miktarlart (ng/pl) belirlenmistir.

TagMan Real Time PCR analizleri: Bireysel 6rnek-
lerden elde edilen genomik DNA izolatlar1 ilk basamakta
Cx. pipiens kompleks ve Cx. torrentium teshisi i¢in sira-
styla CQ11 ve ace2 gen bolgelerini hedef alan spesifik
primer ve problarla, ikinci basamakta ise Cx. pipiens
kompleksde belirlenen izolatlarin biyoformlarmin belir-
lenmesi i¢cin CQIl1 gen bolgesini hedef alan iki ayr
TagqMan prob tabanli Real time PCR (qPCR) teknigi ile
analiz edilmistir (33). Real time PCR analizleri Stratagene
Mx 3005P (Stratagene, Agilent Technologies, USA) ciha-
zinda gergeklestirilmistir. Real time PCR analizi sonunda
orneklerdeki pozitiflikler, amplifikasyon egrileri ve Ct
(dR) (Esik deger siklusu) verilerine gore hesaplanmis ve
degerlendirilmistir.

ACE-2 ve CQ11 microsatellite analizleri: Real time
PCR analizleri sonucu molekiiler olarak teshisi saglanan
ve tlir/biyoform bazinda kategorize edilen izolatlarin kon-
firmasyonu ve hibrit nesillerin arastirilmast amaciyla
Acetylecholineesterase 2 (ACE-2) ve CQ11 microsatellite
gen lokuslar1 amplifiye edilmis ve bant profillerine gore
degerlendirme (30, 36) yapilmustir.

Mitokondrial cytochrome oxidase subunit I (mt-COl)
geninin amplifikasyonu, sekans ve filogenetik analizler:
Real time PCR analizleri ile teshisleri yapilan ve ACE-
2/CQ11 Microsatellite analizleriyle konfirmasyonlari sag-
lanan izolatlarin mitokondrial cytochrome oxidase I
(mt-COI) geninin parsiyel 709 bp gen bolgesi, LCO1490
ve HCO2198 primerleri ile referans protokole (20) gore
PCR’da amplifiye edilmistir. Mikrosatellite analizleri ve
Mt-COI gen bolgesi PCR dirtinleri (10 pl) %1.5 ’luk
agaroz jelde elektroforeze tabi tutularak, CLP Jel Dokii-
mantasyon Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz
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programi (UVP INC Uplant, CA) ile goriintiilenip analiz
edilmistir. Tiim molekiiler analizlerde uygulanan testlerin
gecerliliginin ve herhangi bir kontaminasyonun olup
olmadiginin tespit edilmesi amaciyla her analizde pozitif
kontrol referans 6rnekler, negatif kontrol olarak ise steri-
lize edilmis deiyonize su kullanilmigtir.

Tiir/biyoform ve/veya hibrit olarak karakterize edi-
len ve uygun konsantrasyonda olan izolatlardan segilen
Mt-COI gen bolgesi amplikonlar ilgili gen bolgesi niikle-
otid sekanslarinin 6zgiin ve kayipsiz olarak elde edilebil-
mesi amactyla klonlanmig ve rekombinant plazmid piirifi-
kasyonu yapilmistir. Rekombinant plazmid DNA’lar vek-
tor spesifik primerler ile ¢ift yonlii olarak sekanslanmaistir.
Cift yonlii DNA dizisi belirlenen plazmidlere ait kromo-
togramlar dikkatlice analiz edildikten sonra Geneious
8.1.4 (24) yazilm ile vektdor DNA’s1 igerisine insert
olmus hedef gen bolgesi sekanslari belirlenmis ve forward
ve reverse dizilimlerin ikili hizalamalar1 yapilarak izolat-
lara ait final dizilimler elde edilmistir. Sekans analizlerin-
den 6nce, PCR primer dizileri hedef mt-COI gen bolgesi
sekanslarindan kesilerek uzaklastirilmis ve 658 bp stan-
dart barkod bélge elde edilmistir. Izolatlara ait sekanslarin
blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) analizleri
yapildiktan sonra GenBank’ta mevcut homolog izolatlara
ait ilgili gen bolgesi sekanslariyla Geneious 8.1.4 (24)
yazilimi tizerinden ¢oklu hizalamalari yapilarak interspe-
sifik ve intraspesifik niikleotid farkliliklar: belirlenmistir.
Calismada karakterize edilen izolatlarin haplotip karakte-
rizasyonlart GenBank veri tabaninda mevcut homolog
izolatlarla birlikte DnaSP 5.10.01 (29) yazilim kullanila-
rak yapilmistir. Filogenetik yapilanmalarin belirlenme-
sinde Bayesian analizleri (BA) uygulanmistir. BA analiz-
lerinde uygun model belirlenmesinde jModelTest 2 (9)
kullanilmis ve en diisiik Bayesian Bilgi Kriteri (BIC)
degerine sahip Hasegawa, Kishino and Yano + Gamma
distributed (HKY+G) modeli filogenetik agacin olusturul-
masinda kullanilmistir. Bayesian analizleri Geneious 8.1.4
(24) yazilimi iizerinden MrBayes plugin (22) kullanilarak
gergeklestirilmis, Markov Chain Monte Carlo taramalari
1.100,000 jenerasyon i¢in 4 zincirle ve aga¢ 6rneklemesi
her 200 jenerasyonda bir (ilk 100,000 agac) “burn in” ola-
rak ¢ikarilmistir.

Bulgular

Morfolojik teshis sonuglari: Arastirma sahasindan
toplanan toplam 1052 disi sivrisinek Orneginden 315’
(%29.9) morfolojik teshis ile C. pipiens kompleks ve/veya
Cx. torrentium olarak teshis edilmistir.

TagMan Real time PCR sonuglari: Real time PCR
analizleri sonucu tiim 6rneklerin Cx. pipiens kompleks’te
yer aldigi belirlenmis, Cx. torrentium pozitifligi
saptanmamustir. CX. pipiens biyoformlarinin arastirildigi

Real time PCR analizlerinin ikinci basamaginda Cx.
pipiens kompleks igerisinde belirlenen 315 6rnegin 31171
Cx. pipiens form pipiens olarak belirlenmis, dort 6rnek ise
her iki biyoform ydniinden molekiiler analizlerde amplifi-
kasyon gdstermemistir.

ACE-2 ve CQI11 microsatellite analiz sonuglari:
Biyoformlar yoniinden analizler sonucu Cx. pipiens form
pipiens olarak belirlenen tiim izolatlarin ilgili DNA mar-
kerlar1 ile pipiens biyotipine 6zgii bant profilleri sergile-
digi saptanmis ve izolatlarin konfirmasyonu saglanmistir.
Her iki form yoniinden de amplifikasyon gdstermeyen
dort izolatin ACE-2 ve CQ11 mikrosatellite analizleriyle
sergilemis olduklari bant profillerine gore Cx. pipiens
form pipiens ve Cx. pipiens form molestus hibritleri
oldugu belirlenmistir.

Mt-COI gen bolgesi amplifikasyon ve sekans analizi
sonuglari: Morfolojik ve molekiiler teshisle karakterize
edilen izolatlarin sekans ve filogenetik analizleri igin
mt-COI gen bolgesini hedef alan primerlerle amplifikas-
yonlar1 gergeklestirilmis ve analizler sonucu hedef biiytik-
likkte amplikonlar belirlenmistir. Cx. pipiens form pipiens
ve hibrit izolatlardan segilen birer izolatin sekans analiz-
leri gergeklestirilmistir. Mt-COI gen bolgesi yoniinden
sekans analizleriyle karakterize edilen izolatlar, biyo-
form/hibrit karakterizasyonlari, izolasyon kaynaklari ve
GenBank aksesyon numaralariyla birlikte Tablo 1°de
verilmistir.

Mt-COI gen bolgesi filogenetik analiz sonug¢lari:
Mt-COI filogenetik analizlerine ¢alismada elde edilen izo-
latlarla birlikte GenBank’ta mevcut olan ve Tirkiye,
Rusya, Hindistan, Japonya ve Almanya’nin gesitli bolge-
lerinden izole edilmis, farkli haplotip ve gruplarda yer alan
toplam 48 izolat dahil edilmistir. Monofiletik dis grup ola-
rak Cx. theileri (GenBank aksesyon: FJ210898) kullanil-
mistir. Bayesiyan filogenisine gore olusturulan agag iize-
rinde (Sekil 1) goriilecegi lizere analize dahil edilen izo-
latlarin 4 haplogrup (AC, D, E, F) ve 3 haplotip (B, H, G)
icerisinde kiimelendigi belirlenmis ve bayesian filogenetik
¢Oziinirligi yiiksek posterior olasiliklarla (>0.83) destek-
lenmigtir. Arastirmada karakterize edilen iki izolat arasin-
daki intraspesifik sekans heterojenitesi %2.7+0.7 belirlen-
migtir. Real time PCR ve mikrosatellite analizleriyle Cx.
pipiens form pipiens oldugu belirlenen ERU-Cxpipl
izolatinin yeni bir haplotip oldugu ve haplotip veya
haplogrup bazinda karakterize edilmis olan filogenetik
agac lizerindeki nesillerden (Sekil 1) genetik olarak daha
uzak karakterde oldugu ve dig dalda yerlesim gosterdigi
belirlenmistir. Ilgili izolat en yiiksek benzerligi %98.8 ile
Almanya’dan izole edilmis ve biyoform karakteri lizerine
veri bulunmayan Cx pipiens SAW_1548 izolatiyla (Gen-
Bank aksesyon: HG793539) gostermigtir. Real time PCR
ve mikrosatellite analizleri sonucu hibrit oldugu saptanan
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ERU-CxpipHyb1 izolatinin en yiiksek benzerligi (%99.5)
Almanya’dan izole edilmis ve biyoform karakteri iizerine
veri bulunmayan Cx pipiens SAW_2260 izolatiyla (Gen-
Bank aksesyon: HG793474) gosterdigi ve ilgili izolatla
birlikte kiime olusturarak Haplogrup AC’ye yakin olmak
iizere ayr bir haplogrup (Haplogrup F) olusturdugu belir-
lenmistir (Sekil 1). Bununla birlikte ERU-Cxpipl ve
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ERU-CxpipHybl1 izolatlarinin Tiirkiye’den rapor edilmis
Cx. pipiens izolatlariyla, sirasiyla %1.6+0.5 ve %1.4+0.5,
Cx. pipiens form molestus izolatlariyla %1.4+0.5 ve
%1.6+0.5, Cx. quinquefasciatus izolatlariyla %1.7+0.5 ve
%1.7£0.5 ve Cx. torrentium izolatlari ile de %2.60.6 ve
%4.3£0.9 genetik farklilik gosterdikleri belirlenmistir.

Tablo 1. Mt-COl gen bolgesine gore karakterize edilen izolatlarin biyoform, DNA izolasyon kaynagi ve GenBank aksesyon numaralari.
Table 1. Bioform, DNA isolation source and GenBank accession numbers of the isolates characterized by the Mt-COI gene region.

[zolat Biyoform/Hibrit

DNA izolasyon kaynag1 GenBank Aksesyon

ERU-Cxpipl Cx. pipiens form pipiens

Ergin disi KU949592

ERU-CxpipHybl

Cx. pipiens form molestus)

Hibrit (Cx. pipiens form pipiens +

Ergin disi KU949593
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Sekil 1. Culex pipiens izolatlarinin mt-COI gen bolgesi Bayesian inference (BI) analizine gore filogenetik iliskileri. Caligmada belirle-
nen izolatlar kirmizi ve kalin karakterde, Tiirkiye’den bildirilmis izolatlar mavi ve kalin karakterde gosterilmistir. Node’larin dniindeki
rakamlar Bayesian olasiligii gostermektedir. Olgek cizgisi yerlesim yeri basina niikleotid degisimini gostermektedir.

Figure 1. Mt-COI gene region of Cx. pipiens isolates phylogenetic relationships according to Bayesian inference (Bl) analysis. The
isolates identified in the study were shown in red color and bold character, the isolates reported from Turkey were shown in blue color
and bold character. The numbers in front of the Nodes indicate the Bayesian probability. The scale line shows the nucleotide change

per site.
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Tartisma ve Sonuc¢

Culex pipiens ve Cx. forrentiumun bir¢ok 6nemli
hastalik i¢in kesin vektorliikleri (14) gbz oniine alindi-
ginda, her iki tiire ait nesillerin dagilimi ve epidemiyolojisi
tizerine detayli bilgiye ihtiyac oldugu goriilmektedir. Tiir-
kiye’de Cx. pipiens kompleks iizerine yapilan ¢aligmalarin
genellikle ergin ve larva donemleri bazinda morfolojik
teshise dayali prevalans ¢aligmalari tarzinda oldugu gortil-
mektedir (1, 31). Bunun yaninda yine Cx. pipiens komp-
leks nesillerinin tularemi (12), kanathi sitmasi (23),
D. immitis (23) ve Bat1 Nil Virusu (13) gibi patojenlere
vektorliik potansiyelleri, Wolbachia endosimbiontunun
arastirilmasi (42) ve kan beslenmesinde konak tercihleri-
nin molekiiler analizleri (26) iizerine molekiiler diizeyde
cesitli aragtirmalar yapilmigtir. Buna karsin Tiirkiye’de
Cx. pipiens kompleks {iyelerinin genotiplendirilerek
karakterizasyonlarmin saglandigi iki ¢aligmanin (13, 18)
varligi gozikmektedir. Giinay ve ark. (18), Tirkiye’nin
farkli bolgelerinden izole edilen ve morfolojik analizlerle
Culex soyunda belirlenen Cx. (Barraudius) modestus, Cx.
laticinctus, Cx. mimeticus, Cx. perexiguus, Cx. pipiens,
Cx. pipiens form molestus (Laboratuvar kolonisi olarak
belirtilmis), Cx. quinquefasciatus, Cx. theileri, Cx.
torrentium, Cx. tritaeniorhynchus ve Cx. hortensis tiirleri-
nin mt-COI gen bolgesine gore barkodlamalarimi ve karak-
terizasyonlarim1 yapmuslardir. Fakat cografik olarak yal-
nizca tropikal bolgelerde yayilis gdsteren ve Avrupa’da
bulunmadig: rapor edilen (35) ve yine morfolojik olarak
Cx. pipiens kompleks tiir veya biyoformlarindan ayrilama-
yan Cx. quinquefasciatus tiiriiniin ilgili ¢alismada (18)
Tiirkiye’den ilk kayit olarak bildirilmis olmasi da ileri
konfirmasyona ihtiya¢ gostermektedir. Nitekim mt-COlI
parsiyel sekans analizleriyle Cx. pipiens kompleks tiir
ve/veya biyoformlarinin hibrit nesiller de g6z 6niine alin-
diginda kesin sinirlarla ayrilmadigi ve filogenetik yapilan-
malarinin kompleks yapi sergiledigi bilinmektedir (35,
41). Nitekim arastirmamizda filogenetik analizlerde kulla-
nilan izolatlara ait mt-COl sekanslar1 arasindaki iligki
incelendiginde Giinay ve ark. (18) tarafindan karakterize
edilen Cx. quinquefasciatus nesillerinin mt-COI geninin
658 bp barkod bolgesi bazinda farkli iilkelerden bildiril-
mis Cx. pipiens (GenBank aksesyon: JQ958371,
LC102133) ve Cx. pipiens form pipiens (GenBank akses-
yon: HQ724614 [mitokondrial biitiin genom]) nesilleriyle
%100 identiklik gostermis olmas1 da mt-COIl barkod gen
bolgesinin bu komplekste yer alan tiir ve/veya biyoform-
larin kesin sinirlarla ayriminda yetersizligini gostermistir.
Bu agidan ¢esitli referanslarda da bildirildigi tizere barkod
ve sekans analizlerinden dnce ilgili kompleksteki tiir veya
biyoformlarin mevcut molekiiler tekniklerle genotiplendi-
rilmeleri gerekmektedir (3, 4, 30, 35, 36). Benzer olarak
Ergiinay ve ark. (13) da Tirkiye nin farkli bolgelerinden
izole edilen sivrisinek Orneklerinde Bat1 Nil Viriisii’nii
arastirdiklar1 ¢calismalarinda mt-COIl sekans analizleri ile

Cx. quinquefasciatus tiiriiniin varligini rapor etmislerdir.
Tiim bu verilerin hibrit nesiller de géz Oniine alinarak bu
komplekse ait tiir ve/veya biyoformlar ile Cx. torrentium
icin mevcut referans genotipleme yontemleri ile konfir-
masyona ihtiyaci oldugu diistiniilmektedir.

Bu caligmada, Cx. pipiens biyoformlar1 ile Cx.
torrentium nesillerinin ayriminda yiiksek 6zgiinlik ve
duyarlilikta olan TagMan Real time PCR yontemi kulla-
nilmistir. Nitekim Rudolph ve ark. (33), tarafindan da be-
lirtildigi tizere ilgili teknigin anabilim dalinda mevcut ve
Litvanya Doga Arastirma Merkezinden temin edilmis olan
referans izolatlarla spesifite denemelerinde yiiksek 6zgiin-
liikte oldugu goriilmiistiir. Calismada morfolojik teshisle
Cx. pipiens kompleks olarak ayrilan 6rneklerin tamaminin
Cx. pipiens kompleks’te yer aldigi belirlenmis, Cx.
torrentium pozitifligi saptanmamustir. Cx. pipiens komp-
leks tiir ve/veya biyoformlar1 ile Cx. torrentium’un mole-
kiiler teshisi ve ayrimlarinda ACE-2 ve CQ11 mikrosatel-
lite analizleri, 1TS-2 PCR ve sekans analizleri, mt-COI
parsiyel PCR RFLP analizleri ve Wolbachia polimorfiz-
mine gore tiplendirme gibi ¢esitli molekiiler girisimler sik-
likla kullanilmaktadir (3, 4, 11, 35, 36,). Bunlarin arasinda
ACE-2 ve CQIl1 mikrosatellite analizleri tiir ve/veya
biyoform bazinda sergiledigi ¢6ziimleyici DNA bant pro-
filleri ile teshiste ve hibrit tiirlerin ortaya konmasinda
temel tekniklerden birini olusturmustur (30, 35, 36). Nite-
kim aragtirmada referans izolatlarla birlikte degerlendiri-
len 6rneklere ait ACE-2 ve CQ11 mikrosatellite analizleri,
Real time PCR’da Cx. pipiens form pipiens olarak belirle-
nen Orneklerin ilgili biyoforma 6zgii bant profilleri sergi-
ledigini ortaya koymus ve sonuglari konfirme etmistir.
Buna karsin Real time PCR analizlerinde CXx. pipiens
kompleks yoniinden pozitif belirlenen ancak biyoformlar
yoniinden ise amplifikasyon gdstermeyen 4 izolatin ACE-
2 ve CQ11 mikrosatellite analizleriyle form pipiens ve
form molestus hibritleri oldugu saptanmustir. Bu iki biyo-
form arasindaki hibrit nesiller ayrica Amerika Birlesik
Deviletleri (15), Portekiz (17), Hollanda (32), Yunanistan
(16) ve Fas’in (2) gesitli bolgelerinden de rapor edilmistir.
Hibrit nesillerin ortaya ¢ikisi ¢esitli arastiricilarin (16, 35)
da dikkat ¢ektigi gibi her ne kadar farkli biyoekolojik 6zel-
likleri olsa da bu iki forma ait nesillerin simpatrik olarak
uygun lireme odaklarinda birlikte bulunabilirligi ve kolo-
nizasyon gosterebilmesi ile ilgili oldugu disiiniilmiistiir.
Bununla birlikte Cx. pipiens kompleksdeki bu hibridizas-
yonun sivrisineklerin vektor kapasitesini degistirdigi,
koprii vektorler (bridge-vectors) olarak tabir edilen bu
hibrid nesillerde vektor etkinliginin artt181 kaydedilmekte-
dir (15, 16, 35). Bu baglamda sivrisinek populasyonla-
rinda genetik yapmim analiz edilmesi epidemiyolojik
acidan ve ¢esitli patojenler agisindan vektor potansiyelle-
rini belirleme ve risk faktorlerini ortaya koyma amacryla
oldukc¢a 6nem arz etmektedir.
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Arastirmada Cx. pipiens form pipiens ERU-Cxpipl
izolatinin yeni bir haplotip oldugu ve GenBank’ta mevcut
haplotip veya haplogrup bazinda karakterize edilmis olan
tim Cx. pipiens nesillerinden genetik olarak daha uzak
karakterde oldugu saptanmustir. Cx. pipiens form pipiens
ve Cx. pipiens form molestus hibriti oldugu belirlenen
ERU-CxpipHybl izolatinin ayni sekilde yeni bir haplotip
oldugu ortaya ¢ikarilmis olup ilgili izolatin Almanya’dan
izole edilmis ve biyoform karakteri tizerine veri bulunma-
yan Cx pipiens SAW 2260 izolatiyla (GenBank aksesyon:
HG793474) birlikte grup olusturarak Haplogrup AC’ye
yakin olmak tiizere ayr1 bir haplogrup olusturdugu goriil-
miistiir. Filogenetik sonuglarda goriilecegi tizere CX. pipi-
ens komplekste tiir ve/veya biyoform bazinda karakterize
edilmis haplotiplerin genetik olarak farkli yapi sergiledigi
ve buna bagh farkli yerlesimlerde kiimelenme gosterdik-
leri dikkati ¢ekmistir. Nitekim mt-COI barkodlamasinin
Anopheles, Ochlerotatus ve Culex soylarindaki belirli tiir
ve/veya haplotiplerin kesin teshiste yeterli olmadig1 rapor
edilmistir (5, 8, 27, 28, 38). Diger yandan barkodlama yak-
lagimlariin yaygin diger bazi kisitlamalar1 da bulunmak-
tadir. Farkli mitokondrial DNA genomlarina sahip tiirlerin
hibridizasyonu neticesinde mitokondrial genlerde sekille-
nen rekombinasyon, kompleks sekans yapilariin ortaya
cikmasina yol acabilmekte ve bu da yetersiz tantyla sonug-
lanabilmektedir (6).

Sonug olarak bu ¢alisma ile Kayseri yoresinde Cx.
pipiens kompleks biyoformlart ve Cx. torrentium’un
varligi, yayginligi ve genotipik karakterleri tizerine mole-
kiiler veriler saglanmistir. Ayrica g¢alismada Tiirkiye igin
ilk olmak tizere Cx. pipiens form pipiens ve Cx. pipiens
form molestus hibritlerinin varligi belirlenmis ve ilgili
haplotiplerin molekiiler karakterizasyonlar1 saglanmistir.
Bu son bulgu ile sivrisinek kaynakli patojenlerin bulagma
dinamiklerinde koprii-vektor (bridge-vector) olarak nite-
lenen hibrit popiilasyonlarin olusturdugu risk potansiyel-
leri gbz 6niine alindiginda, Tiirkiye’de Cx. pipiens komp-
leks tiyelerinin molekiiler epidemiyolojisi ve vektorliik
potansiyelleri izerine genis kapsamli aragtirmalara ihtiyag
oldugu ortaya ¢ikmustir.
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