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Bazi Sinek (Dizi: Diptera) Tiirlerinde Wolbachia spp’nin
PZR ile Arastirilmasi
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Ozet

Wolbachia spp., Riketsia soyundan gram negatif hiicre ici bir bakteri olup, arthropodlarda yatay ve dikey olarak tasinmakta, Greme
ile ilgili dokularinda da bulunmaktadirlar. Bu calismanin amaci farkli tiir erkek ve disi sineklerde Wolbachia spp/nin PZR ile aranmasidir.
Bu amacla 33 disi ve 15 erkek Musca spp., 30 disi ve 7 erkek Lucilia sericata, 16 disi ve 4 erkek Calliphora vicina, 1 disi ve 4 erkek
Sarcophaga haemorrhoidalis ile 27 disi ve 10 erkek Chrysomia albiceps kullanilmistir. Genomik DNA izolasyonundan sonra Wolbachia
wsp (Wolbachia surface protein) genini ¢ogaltan spesifik primerler ile PZR yapilmistir. Calisma neticesinde pozitif kontrol érneginde
630 bp'lik band goézlenirken, negatif kontrol ve test edilen hicbir 6rnekte pozitiflik belirlenememistir. Sonug olarak bu calisma ile
Turkiye'de ilk kez bazi Diptera populasyonlarinda Wolbachia spp. molekdler olarak arastiriimistir.
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Investigation of Wolbachia spp in Some Flies Species
(Order: Diptera) by PCR

Summary

Wolbachia is a gram negative intracellular parasite from Rickettsia family which is located into reproductive organs of arthropods
and transmitted by horizontally and vertically. The aim of this study was to investigate of Wolbachia spp. in different species of flies by
PCR. For this aim, 33 females and 15 males of Musca spp., 30 females and 7 males of Lucilia sericata, 16 females and 4 males of Calliphora
vicina, 1 female and 4 males of Sarcophaga haemorrhoidalis and 27 females and 10 males of Chrysomia albiceps adult flies were used.
After the isolation of genomic DNA, the specific primers were used and PCR was performed for the amplification of Wolbachia wsp
(Wolbachia surface protein) gene. As a result, the positive control sample yielded 630 bp band while negative control and none of the
tested samples yielded band. In conclusion, Wolbachia spp has been molecularly investigated in some Diptera populations for the first
time in Turkey.
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GiRiS

Diptera dizisinde myiasise sebep olan sineklerin olus- ici bir donglye sahip olup, enfeksiyon insekt tirlerinin
turduklari hastaliklarin yani sira bazi patojenleri de tasi-  somatik ve tGreme dokularinda gecmektedir. Wolbachia'nin
diklari bilinmektedir 4. konaginda birtakim reprodiiktif degisikliklere neden oldugu
bilinmektedir. Bunlar arasinda, genis bir insekt grubunda

omurgasizlanin iireme ve diger dokularinda bulunmaktadir,  SitoPlasmik uyumsu;luk, Hymen.opter a.’la!rda partenogenezis,
Wolbachia, insektlerde en yaygin olarak gézlenen endo- Isopod'lanin erkeklerinde genetik feminizasyon ve erkekler-
simbiotik bakterilerden biri olup maternal olarak nakledilen ~ de 0lim bulunmaktadir. Bu nedenlerden dolayr Wolbachia'
bir alfaproteobakteridir. Bu bakteri cok farkli insekt tiirleri ~ nin medikal, veteriner ve tarimsal 6nemi olan arthropod-
ve filarial nematodlardan bildirilmis olup, insekt turlerinin  larin biyolojik kontrolinde kullanilabilecegi distnil-
%15-20'sinde bulundugu saptanmistir. Bu bakteri hiicre  mektedir P,

Wolbachia, ricketsia soyundan hiicre ici bir bakteri olup,
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Mekanizmasi heniiz tam olarak bilinmemesine ragmen,
Wolbachia'nin insekt soylari arasinda horizontal naklinin
sekillendigi bilinmektedir. Bu nedenlerle adi gecen bakteri
insekt turleri arasinda oldukga yaygindir. West ve ark.,
ingiltere’'deki insektlerin %22'sinin Wolbachia ile enfekte
oldugunu bildirmislerdir. Wolbachia'nin gercek prevalansi-
nin halen tam olarak tahmin edilemedigi ve butln insekt
turlerindeki yayginhginin %76’lara kadar cikabilecegdi
bildirilmektedir .

Bu calismanin amaci, Elazig ilinden elde edilen farkli
Diptera tiurlerinde Wolbachia’nin yayginligini PZR ile
belirlemektir.

MATERYAL ve METOT

Calismada kullanilmak {izere toplanmasi planlanan
sinekler icin Elazi§ ili merkez kesimhaneleri civarinda sinek
populasyonunun yogun oldugu giiniin sicak saatlerinde
kokusmus materyal ve insektisitten olusmus tuzaklar
kullanilmistir. Tuzaklardan toplanan sinekler laboratuvara
getirilerek temizlenmis ve %70’lik alkol bulunan siselerde
muhafaza edilmistir. Daha sonra ilgili literatlrler
Isiginda tir ve cinsiyetleri belirlenmistir.

Galismada kullanilan sinek trleri, sayisi ve cinsiyetleri
Tablo 1'de verilmistir.

Genomik DNA izolasyonundan 6nce, her tiriin erkek
ve disilerinden ayri ayri sinek havuzlari olusturulmus,
%70’lik etanolden c¢ikarilan sinekler 1X PBS ile en az 5 kez
yikandiktan sonra steril tiiplerde parcalanip eppendorf
tiplere alinmis ve Uzerlerine Fermentas genomik DNA
izolasyon kit iceriginde bulunan digestion sollisyonundan
180 ul ve 25 pl proteinaz-K eklenerek 56°C'de bir gece
inklibasyona birakilmistir. Ertesi giin kit protokolii takip
edilerek gDNA izolasyonu tamamlanmis ve PZR kurulun-
caya kadar -20°C'de saklanmistir.

Tablo 1. Calismada kullanilan sinek tirlerinin sayisi ve cinsiyetleri

Table 1. Number and genders of fly species used in the study

Tur Cinsiyet Adet (n)
Musca spp. Disi 33
Musca spp. Erkek 15
Lucilia sericata Disi 30
L. sericata Erkek 7
Chrysomia albiceps Disi 27
Ch. albiceps Erkek 10
Calliphora vicina Disi 16
C.vicina Erkek 4
Sarcophaga haemorrhoidalis Disi 1
S. haemorrhoidalis Erkek 4
Toplam 147

Eldeki genomik DNA Orneklerinde Wolbachia spp. DNA’
sinin aranmasi amaciyla Wolbachia wsp (Wolbachia surface
protein) genini ¢ogaltan spesifik primerler ile (Forward
5'-TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAACTAGCTA-3, reverse 5'-
AAAATTAAACGCTACTCCAGCTTCTGCAC-3) PZR yapilmistir.
Bu amacla; 5 pl 10X PZR buffer, 5 ul MgCl,, 125 puM dNTP,
her primer ciftinden 20 pmol, 0.2 pl Tag DNA Polymerase (5
IU) ve 5 pl genomik DNA iceren PZR karigimi hazirlanmis ve
94°C'de 3 dak.; 94°C'de 1 dak., 52°C'de 1 dak. ve 72°C'de 1
dak. (40 siklus) ve 72°C'de 5 dak. son uzama asamalarindan
olusan PZR sartlarina tabi tutulmustur. Takiben PZR
Urtinleri %1.4'ltk agaroz jelde yiritilip ethidium bromide
ile boyandiktan sonra UV transilluminatérde gorunti-
lenmistir. Bu islem Zhou ve ark/nin ' bildirdigi sekilde
uygulanmistir. Calismada pozitif kontrol olarak, Lethbridge
Research Center'da (Alberta, Kanada) Prof. Dr. Kevin Floate’
dan temin edilen enfekte bir Haematobia spp sineginden
gDNA izolasyonu ile elde edilen Wolbachia DNA'sI kulla-
nilmistir.

BULGULAR

’

Galisma neticesinde pozitif kontrol 6rneginde 630 bp
lik band gozlenirken, negatif kontrol ve test edilen higbir
ornekte pozitiflik belirlenememistir (Sekil 1).

Sekil 1. Wolbachia wsp primerleriyle ¢ogaltilmis PZR Urlinlerinin
gorinimi. M: Molekler agirlik belirleyicisi (100 bp); 1: Negatif Kontrol;
2: Ornek; 3: Pozitif Kontrol (630 bp)

Fig 1. PCR products of amplified with Wolbachia wsp primers. M:
Molecular weight marker (100 bp); 1: Negative control; 2: Sample; 3:
Positive control (630 bp)

TARTISMA ve SONUC

Wolbachia, konaklaryla mutual bir iliskiye sahip oldugu
icin bu bakterinin konaktan ayrilmasi ile parazit tedavisi
daha etkili sonug verebilmektedir. Clinkii Wolbachia disi
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eklem bacakhlarda partenogenezisi uyarmakta, dolayi-
siyla Wolbachia tedavisiyle insekt populasyonu azaltila-
bilmektedir ¥. Nitekim Wolbachia enfeksiyonunun bazi
Crustaced'larda ve Lepidoptera turlerinde genotipik erkekleri,
fenotipik fonksiyonel disilere cevirdigi belirlenmigtir 12,

iran'da yapilan bir calismada ), 770 arthropod (22
soya ait) ve 41 nematod (6 soya ait) Wolbachia yoniinden
arastiriimis ve %14.08'lik bir pozitiflik bulunmus ve bu
oranin daha yiksek olabilecegi belirtilmistir. Bahsi gecen
calismada incelenen 7 cinse ait artropodlarin 167'si pozitif
bulunmustur. incelenen érnekler icerisinde pozitif olarak
tespit edilen Diptera takiminda yer alan sineklerden en fazla
Drosphila melanogaster en az olarak da Musca domestica
tespit edilmistir. Sarcophaga haemorrhoidalis 6rnekleri ise
negatif bulunmus ve sineklerde tespit edilen Wolbachia'nin
A tipi Wolbachia oldugu belirlenmistir.

Werren ve Windsor ¥, ayni PZR metodunu kullanarak,
Kuzey Amerika'daki insektlerin %19.3'linlin Wolbachia ile
enfekte oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar, insekt takim-
lari arasinda B tip Wolbachia yerine A tipi ile enfeksiyon
olusmasi ile ilgili kesin bir farkliigin oldugunu belirtmislerdir.
Ozellikle, Hymenopterd'lar A tip Wolbachia ile daha yiiksek
enfeksiyon orani gosterirken, Lepidoptera’larda B tip daha
yiksek gozlenmistir. Bu sonugclar, A ve B tip Wolbachia'larin
farkh takim insektleri enfekte edebilme yeteneklerinin
olabilecegdi seklinde yorumlanabilir.

Bizim calismamizda hicbir 6rnekte Wolbachia pozitifligi
elde edilemedigi icin tiplendirme de yapilamamistir. Calis-
mada incelenen sineklerin hicbirinde Wolbachia spp. tespit
edilememesinin nedeni, bu sineklerin Filaria grubundaki
nematodlara arakonakgilik yapmamasi olabilir. Clinki
Wolbachia spp. Filarial nematodlar tarafindan tasinmakta
ve arthropodlari da bu yolla enfekte etmektedir. Tirkiye'de

ilk kez yapilan bu arastirma ileride yapilacak daha kapsamli
calismalara kaynak teskil edebilecektir.
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