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OZET

Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae), Akdeniz meyve sinegi (AMS)
diinya tizerinde ¢ok genis bir alana yayilmis, 6énemli meyve zararlilarindan biridir. Kisir
Bocek Saliverme Teknigi (KBT), C. capitata miicadelesinde yaygin olarak kullanilan
cevre dostu bir yontemdir. Fakat bununla birlikte radyasyon ile kisirlagtirma boceklerin
baz1 ozelliklerini olumsuz yonde etkilemektedir. Bunlarin en 6énemlilerinden biri sinegin

mikrobiyotasidir.

Calismamizda C. capitata bagirsak bakterileri kiiltire dayali yontemle belirlenmigtir.
Bagirsak florasinda Proteobacteria ve Firmicutes subelerine ait turler tespit edilmisgtir.
Enterobacteriaceae erginlerde en yogun gorilen familya olarak bulunmugtur. Dogal
ergin popiillasyonu mikrobiyotasinin laboratuvar erginlerine gore tiir bakimindan daha
zengin oldugu saptanmigtir. Isinlanmamis ve 1sinlanmig (100 Gy) erginlerde ise
radyasyonun bagirsak florasina etkileri belirgin olarak ortaya konulamamistir. Omiir
uzadikga tir sayisi ve turlerin birbirine oran1 degisiklik gostermigtir. Sonug olarak C.
capitata bagirsaklarinda toplamda sekiz cinse ait dokuz bakteri tirti belirlenmistir.
Bunlar; Klebsiella oxytoca, K. pneumoniae, Pantoea dispersa, Providencia vermicola,
Morganella morganii, Enterobacter sp., Lactococcus lactis, Acinetobacter calcoaeticus

ve Stenotrophomonas maltophilia’ dir.

C. capitata populasyonlarinin higbirinde Wolbachia, Arshenophonus, Cardinium,

Rickettsia ve Spiroplasma gibi ireme organt endosimbiyontlarina rastlanmamaistir.

Anahtar Kelimeler: Ceratitis capitata, KBT, radyasyon, endosimbiyontlar, bagirsak

bakterileri, ireme organi bakterileri, Wolbachia.
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EFFECT OF RADIATION ON STERIL CERATITIS CAPITATA WIEDEMANN
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ABSTRACT

Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae), the Mediterranean fruit fly
(Medfly) is known to be the most important fruit pest and it is widely spread in the
world. The sterile insect technique (SIT) is an environmentally friendly method widely
used in C. capitata control. Radiation-induced sterilization adversely effects certain

properties of insects. The most important of which is the microbiota of flies.

In our study, C. capitata gut bacteria were determined by cultere-based method. It was
found that the gut flora contained the species belonging to Proteobacteria and
Firmicutes. The most abundant family in adults was Enterobacteriaceae. The wild
population microbiota was found to be richer than the laboratory population. The effects
of radiation on the gut flora of adults were not clearly evident in the unirradiated and
irradiated (100 Gy). The number of bacteria species and the ratio of species varied as
the lifespan increased. Totally eight genera and nine species were identified in C.
capitata samples. These are Klebsiella oxytoca, K. pneumoniae, Pantoea dispersa,
Providencia vermicola, Morganella morganii, Enterobacter sp., Lactococcus lactis,
Acinetobacter calcoaeticus and Stenotrophomonas maltophilia.

None of the C. capitata populations had reproductive endosymbionts such as

Wolbachia, Arshenophonus, Cardinium, Rickettsia and Spiroplasma.

Keywords: Ceratitis capitata, SIT, radiation, endosymbionts, gut bacteria, reproductive
bacteria.
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GIRIS

Akdeniz meyve sinegi, Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera; Tephritidae), diinyada
tropikal ve 1liman kusaktaki tlkelerde yayilis gosteren, ekonomik 6neme sahip yaklasik
300 konukgusu olan polifag bir karantina zararlisidir [1]. C. capitata’nin bu biyolojik
basarisi, konukg¢u araliginin ve diger meyve sineklerine nispeten sicaklik toleransinin
genis olmasina baglidir [2]. Akdeniz meyve sineginin ekonomik 6nemi, irlin verimi ve
kalitesini etkileyerek meyve ihracatini tehdit etmesinden kaynaklanmaktadir. Zararlinin
tlkemizdeki en onemli konukg¢usu limon haricindeki diger turunggillerdir. Ayrica,
Trabzon hurmasi, kayisi, ayva, seftali, incir, nar ve avokado zarar yaptigi diger

konukgulardir [3, 4].

C. capitata miicadelesinde kimyasal yontemler oldukc¢a fazla kullanilmaktadir [5].
Cevre ve insan sagligina olumsuz etkileri sebebiyle arastirmacilar kimyasal micadeleye
alternatif olabilecek diger miicadele yontemleri gelistirmeye yoOnelmistir. Bu
yontemlerin en Onemlisi biyolojik mucadeledir [6]. Biyolojik miicadele kapsaminda
uygulanan kisir bocek saliverme teknigi, kisirlagtirilan zararli boceklerin kitle halinde
uretilerek dogaya saliverilmesi olarak oOzetlenebilir. Saliverilen kisir bocekler dogal
erginlerle ciftlegserek dol veriminin azalmasina hatta zararlinin yok olmasina neden
olmaktadir [7]. Kisir bocek saliverme teknigi, C. capitata’ nin da iginde oldugu, bir¢ok
bocege basarili bir sekilde uygulanmaktadir. Boceklerin kisirlagtirilmasinda gama
radyasyon kaynag kullanilmaktadir. Isinlama, kisir erkek bireylerin ¢iftlesme
performansi ve bazi 6zelliklerinde azalmaya neden olmaktadir [8]. Bu degisikliklerin,
radyasyonun bocek mikroflorasini etkilemesinden ileri geldigi dusuntlmektedir.
Zararlimin mikroflorasinda bulunan simbiyotik bakteriler, treme ve beslenmeyi
etkileyerek, dogrudan veya dolayli olarak konuk¢u biyolojisine etki edebilmektedir [9].
Kisir bocek saliverme teknigi kapsaminda simbiyotik organizmalarin kullanimi degisik

basamaklarda gergeklestirilebilmektedir. Uremeyi



etkileyen simbiyontlarla kisirlik olusturularak radyasyonun etkilerinden kaginilmast;
bagirsaktaki simbiyontlarin kisir boceklerin  yetistirilmesinde probiyotik olarak

kullanilmasi bunlara 6rnek verilebilir [10].

Calismamizda, dogadan toplanan ve laboratuvarda yetistirilen C. capitata erginlerinin
ureme ve sindirim sistemlerindeki bakteri florasi ve 1sinlamanin bagirsak florasina
etkileri aragtinlmistir. C. capitata bagirsak bakterilerinin karakterizasyonu ve bunlarin
radyasyon etkisiyle degisimi agisindan Turkiye’de daha once galisma yapilmamigtir ve

diinyada ise bu alanda ¢aligmalara yakin zamanda baslanmistir.

Caligmamizdan elde edilen verilerin C. capitata’nmin kitle Uretiminde ve 1sinlama
sonrasinda bakteri degisikligini belirleyerek dogal bireylerle rekabet edebilir duruma

getirebilmek i¢in yapilacak ¢aligmalara 1s1ik tutacagi disiniilmektedir.



1. BOLUM

GENEL BILGILER ve LITERATUR CALISMASI

1.1. Karantina Zararhs: Ceratitis capitata (Wiedemann), Akdeniz Meyve Sinegi

Akdeniz Meyve Sinegi (AMS) Ceratitis capitata (Wiedemann) nin anavatani sahra-alt:
Afrika olarak bilinmektedir. Buradan Asya, Avusturalya ve Amerika‘ya kadar
yayilmistir [11]. Baslica konukg¢ulart Myrtaceae, Rosaceae, Rutaceae, Sapotaceae ve
Solanaceae familyalarina ait bitkilerdir. Ulkemizdeki konukgular1 ise turunggiller,

kayist, incir, Trabzon hurmasi, ayva, elma, seftali, nar ve avokadodur [3, 4, 12,13].

1 KBT ile eradike edilmis alan
B Zararhnm bulindugu alan
(] Survey'ﬂe varhg belirlenmemis alan @213 FAO/IAEA Programme
O $ﬁ‘pheh EIEI.I b poetee L RIEE 10000 (Gt W GCARI € M|

Sekil 1.1. Dinya’da C. capitata dagilimi [14].



Gunumiizde, dogal ve organik yiyecekler ile beslenmeye olan yonelim dikkat
cekmektedir. Bundan dolay1 anti kanserojen, lif ve C vitamini igerigi yiksek, mineral
madde yoniinden zengin meyvelere ilgi oldukga yiksektir. Ulkemizde oncelikle
turunggiller olmak tizere bu 6zellige sahip Trabzon hurmasi, nar, incir ve avokado gibi
meyvelerin Uretimi ve ihracati gergeklestirilmektedir. C. capitata ticari degeri yuksek
buna benzer meyveleri enfekte edebilmektedir. Diger meyve sinekleri ile
karsilagtirildiginda sicaklik toleransit daha yiiksektir. Bu 6zelliklerinden dolayr Diinya
genelinde birinci derecede ekonomik oneme sahip bir zararlidir. Enfekte bir meyvenin
gorilmesi iriin ihracatinin gergeklestirilememesine sebep olmaktadir. Thracat triinleri
icin mevcut rekabet giicini korumak ve daha da arttirmak, i¢ piyasaya saglikli iiriin
sunmak i¢in bu karantina zararlis1 ile etkin bir sekilde miicadele gergeklestirilmelidir [2,

15].
1.1.1. C. capitata’nin Siiflandirmasi
C. capitata Diptera takimina ait Tephritidae familyasinin bir Gyesidir.
Domain: Eukaryota
Alem: Animalia
Bolum: Arthropoda
Alt Bolim: Uniramia
Sinif: Insecta
Takim: Diptera
Familya: Tephritidae
Cins: Ceratitis

Tur: Ceratitis capitata 2]



1.1.2. C. capitata’nin Biyolojisi ve Zararlari

Ergin bireyler 3,5-6 mm boyundadir. Viicut rengi sari-kahverengidir. Bag kismi sart,
parlak yesil gozlerin kenarlari kirmizidir. Bacaklan kirmizi-saridir, tzerinde killar
bulunur[2].Toraks bolgesi abdomene gore daha agik renktedir. Toraksin ikinci
segmentinin alt yarisi ile dordincii segmentin alt kisminin igte ikisini kapsayan gri
renkte iki serit vardir [16]. Kanatlar1 tzerinde siyah ve mat kahverengi c¢izgiler ve
lekeler bulunmaktadir (Sekil 1.2). Disilerin bas kisminda ocellar seta bulunurken
erkeklerde spatulat orbital seta bulunur. Disilerde abdomen sonunda ovipozitor vardir.

Erkeklerin abdomen sonu ise kiittiir [2, 17].

Sekil 1.2. C. capitata ergini A) Erkek B) Disi.

Yumurtalar yaklagtk 1 mm uzunlugunda, parlak beyaz renkte, silindirik, mekik
seklindedir (Sekil 1.3). Yumurtalar birakildiktan sonra 1-4 giin i¢inde agilir. Optimum
acilma sicaklig 25 °C’dir [18].

Sekil 1.3. C. capitata yumurtasi.



Larvalar1 beyaz sarimtirak renklidir. Yaklagik 4-8 mm boyunda olup iiye tagimazlar.
Bas bolgesi abdomen bolgesinin son kismina oranla gore daha ince ve hafif kivriktir
(Sekil 1.4). Pupa agik veya koyu kahverengi, fi¢t tiplidir. Yaklagtk 4-4,5 mm
boyundadir (Sekil 1.5) [18].

Sekil 1.4. C. capitata larvast.

Sekil 1.5. C. capitata pupast.

C. capitata ki mevsimini genellikle toprakta pupa halinde gecirir. dir fakat iliman
yerlerde aga¢ Uzerindeki meyveler igerisinde larva veya ergin olarak kiglayabilir.

Erginler iklim kosullarina gore bahar sonu-yaz baglangicinda sabah saatlerinde pupadan



cikar ve rizgarin da etkisiyle yaklagitk 2 kilometre gidebilirler. Erginler pupadan
ciktiktan sonra 4-8 giin icinde eseysel olgunluga erisirler fakat besin bulamazlarsa,
cikistan 2-4 giin sonra olirler. Besin varliginda ve iklim kosullari uygun oldugunda bazi
erginler 6-12 ay kadar yasayabilir. Bulunduklar1 alanda yaklasik 3-4 ay boyunca
konuk¢u meyvelerin olmadigr durumlarda, popiilasyonlar1 azalir. Konukgu varligt ve
iklim sartlarinin devamliligi, C capitata popiilasyonlarinda artisa neden olmaktadir.
Ergin disiler pupadan ¢iktiktan yaklagik 5-10 giin sonra yumurta koymaya baglar. Hava
sicakliginin 16°C’nin tzerinde oldugu giinlerde, yumurtalarint olgun meyve kabugunun
1-5 mm altina birakir. Bir digi tek seferde 1-10 tane olmak tizere, giinde iki kere
yumurtlar. Omrii boyunca ortalama 300 yumurta birakir. Koyulan yumurtalar 1liman
hava sartlarinda (25°C’de) 1,5-3 giin igerisinde agilir. Embriyo gelisimi 10°C’nin
altinda durur [16].

Larvalar yumurtadan ¢ikinca, meyvenin mezokarpina dogru ilerler ve burada beslenerek
3 larva donemi gegirirler. Larva donemleri meyve ¢esidi ve ortam sicakligina bagl
olarak 6-26 (25°C’de yaklagik 15 giin) gin sturer. 10°C’nin altinda larval gelisim
gerceklesmez. Su oraninin yiksek olmast nedeniyle, olgunlagmis meyvelerde yart ham
meyvelere gore yumurta ve larvalarda daha yuksek oranda olimler meydana gelir. 3.
donemin sonundaki larvalar meyveden ayrilarak topraga atlar ve 2-7 cm derinlikte pupa
haline déntigtr. Pupalarin agilmast biyiik oranda toprak nemi ve sicakligina baglidir.
Pupa donemi 25°C’de 6-13 giin strer. Pupalar 10°C’nin altinda gelisemez ve 2°C’nin
altindaki sicakliklarda ise bir haftadan daha uzun stre canli kalamaz. Ergin ¢ikist toprak
sicakligt 20°C’nin Uzerine ¢iktiginda ve nem orani yaklagtk %70 oldugunda

gortlmektedir [18].

Akdeniz meyve sinegi bir dongiisini konuk¢u ve sicakliga bagli olarak 2-4 haftada
tamamlar. Ergin gelisimi i¢in en uygun iklim sartlart 16-32°C sicaklik ve %75-85 nisbi
nemdir. Eseysel olgunluga ulagsmis disiler 16°C’nin altindaki sicakliklarda yumurta
birakmazlar. Iklim sartlarina bagl olarak yilda 4-9 dél verebilen C. capitata erginlerinin

digi:erkek orani 1:1 olarak bildirilmigtir [17-19].

C. capitata’nin yasam dongiisiinde bagirsak bakteri cesitliligi ve sayisinin en yiiksek
oldugu donem larva ve ergin evreleridir. Pupa evresinde beslenme olmamasina bagli

olarak bagirsakta bakteri ¢esitliligi ve sayisi diger evrelere oranla daha azdir [20].



Sekil 1.6. C. capitata’nin yagam dongusi ve mikrobiyota degisimi.

C. capitata konukgularinda, larvalarin meyve mezokarpinda beslenmesi, enfekte
meyveleri sekonder enfeksiyonlara acgik hale getirmesi, sonugta meyve dokularinda

curime gerceklesmesi seklinde zararlara neden olmaktadir [16, 18, 19].
1.1.3. C. capitata’nin Tiirkiye’deki Dagilimi

Ulkemiz, kaliteli turunggil iretim bakimindan uygun ekolojik kosullara sahiptir
[21]. Turunggil tretiminde ilk sirayr 32 milyon tonla Cin almakta olup, bu ilkeyi
Brezilya ve A B.D izlemektedir. Ulkemiz FAO 2014 yil1 verilerine goére 3,7 milyon
tonla turunggil tiretiminde 8. sirada yer almaktadir. Uriin bazinda; mandarin tiretiminde
2014 FAO verilerine gore tiilkemiz 4.sirada, greyfurt ve limonda 8. ve portakalda ise 10.
sirada yer almaktadir [22]. Ihracatta ise tilkemiz limonda ikinci sirada, mandarin ve
greyfurtta iigiincii, portakalda ise dordiincii sirada gelmektedir. Ulkemizde turunggillerin
% 99°’u Ege ve Akdeniz kiyilarinda tretilmektedir. Turunggil tretiminin, % 85’1
Cukurova ve Antalya yoresinde, % 14’ti Izmir ve civarinda, % 1’lik kismi da

Karadeniz’de yapilmaktadir [23].

Turkiye geneli yag meyve sebze ihraci iginde turunggil ihracatt miktar olarak yag meyve

sebze urinleri i¢inde % 45°lik bir payla en 6nemli alt grubu olusturmaktadir. 2015



yilinda en fazla turunggil % 33’lik bir pay ile Rusya Federasyonu’na ihra¢ edilmistir.
Rusya Federasyonu’nu sirasi ile Irak, Ukrayna, Suudi Arabistan, Romanya, Almanya,

Polonya, Gurcistan, Sirbistan ve Bulgaristan takip etmektedir[24].

Turunggil tretimi ve ihracati verileri incelendiginde trinin buytk bir kisminin ihrag
edilemedigi gorillmektedir. Thracatin gergeklesememe sebeplerinden biri C. capitata’dir.
C. capitata ihracatta toleranst ‘0’ olan bir dis karantina zararlisidir. Thrag edilecek
urinlerden birinin enfekte olmasi tim urGnin geri g¢evrilmesine sebep olmaktadir.
Turunggiller olgunlagsmadan once Trabzon hurmasi, seftali, nektarin, nar, avokado,
incir, yenidiinya ve kayisiyr enfekte ederek dongisiinii tamamlamaktadir. Bu sebeple

diger yas meyve ihracatint da kotii etkilemektedir [25].

C. capitata’min ana konukcusu olan turunggillerin ve diger bazi konukgularinin
yetistirilebildigi Karadeniz bolgesinde, iklimi sebebiyle zararlinin gelisemedigi
bildirilmigtir [26]. Kaya et al. [27] yaptiklar1 ¢alismada Dogu Karadeniz bolgesinde C.
capitata varligin1 belirlemis ve gelistirdikleri modelleme sonucunda Karadeniz

havzasinda gelecekte C. capitata igin uygun alanlarin olusacagini belirtmislerdir.

Sekil 1.7. Turkiye’de turunggil iiretimi ve C. capitata dagilimi [23, 26].
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1.2. C. capitata ile Miicadele

C. capitata, yukarida bahsedildigi gibi yas meyve ihracatint bulyik oranda
etkilemektedir. Bu sebeple zararliyla muicadele olduk¢a 6nem kazanmaktadir. Yapilan
kimyasal miicadele ¢alismalariyla etkin sonu¢ alinamamakta dolayisiyla daha farkli ve
cevre dostu yontemlerin kullanimi 6n plana ¢ikmaktadir. Bu amagla, mucadele igin
farkli yaklasimlar geligstirilerek, zararlilarin bakteri floralart tespit edilmektedir.
Belirlenen mikroorganizmalarin biyolojik mucadelede kapsaminda kullanilmast igin

stratejiler olugturulmaktadir.
1.2.1. C. capitata ile Miicadelede Kullanilan Yontemler
1.2.1.1. Fiziksel Miicadele Yontemleri

C. capitata ile miicadelede zararlinin yaz mevsimi basinda ilk tespiti ve erginlerin
faaliyete gecisinin saptanmast oldukg¢a Onemlidir. Kultirel onlem olarak meyve
bahgelerinin farkli ¢esitlerden kurulmasi, ozellikle turunggil bahgeleri igine veya
cevresine dikilen diger konukg¢u meyve agaglarinin uzaklagtirilmast lazimdir. Meyveler
olgunluga erigir erismez toplanmalidir [28]. Aga¢ izerinde veya dokulmis enfekte
meyveler ile hasat artig1 meyveler, besin kaynagi oldugu i¢in toplanip yok edilmelidir.
Ergin ¢ikisint engellemek i¢in kis sonu-ilkbahar basinda toprak iglemesi yapilarak

pupalar uzaklagtirilmalidir [29].
1.2.1.2. Kimyasal Miicadele Yontemleri

Diinya genelinde C capitata miicadelesinde kimyasal yontemler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Kimyasal yontemler pek ¢ok avantaja sahiptir. Ancak, pestisitlerin
insan sagligr ve c¢evreye zararl etkileri giin gectikce daha iyi anlagilmakta ve endise
yaratmaktadir [30, 31]. Kimyasal mucadele igin gelistirilen degisik cezbediciler,
insektisitlerle birlikte denenmig ve zararliya karst etkili olanlar gesitli ¢aligmalar ile
ortaya ¢tkarilmigtir [30, 32]. Son zamanlarda C. capitata ile kimyasal miicadelede Ziray
adli yerli Uretim cezbedici veya ithal cezbedicilerin, malathion 25 WP ile karistirilarak

kullanildigt “zehirli yem-kismi dal” ilaglama metodu uygulanmaya baslanmistir [33].



11

Yogun ve bilingsiz pestisit kullanimi sonucunda kimyasal maddeler gida, toprak, su ve
havaya bulagmaktadir. Toprak ve bitkilere atilan pestisitler, yagmur sulan ile ylzey
akisiyla veya toprak igerisinde yikanmak suretiyle taban suyu ve diger su kaynaklarini
kirletmektedir [34]. Ayrica zararlilarda direng gelisimi ve faydali bocekleri yok etmesi
diger onemli dezavantajidir. Ornegin, DDT nin kesfinden 6nceki tiriinde meydana gelen
kayip % 7 iken, 1980’lerin sonunda bu oran % 13’e yukselmistir [33]. Kullanilan
pestisitlerin olumsuz etkileri sebebiyle [35] kimyasal micadeleye karst alternatif

miicadele programlarinin kullanimi yayginlagmigtir.
1.2.1.3. Biyolojik Miicadele Yontemleri

Farkli ilkelerde C. capitata ile yapilan biyolojik miicadele ¢aligmalarinda daha ¢ok
zararlinin parazitoitleri kullanilmigtir. C. capitata parazitoitleri arasinda Fopius
arisanus, Diachasma tryonii, D. kraussii, D. fullawayi, Opius longicandatus var
malasiaensis, O. concolor, O. hirtus, O. perproximus, O. humilis, O. oophilus, O.
vandenboshi, Coptera occidentalis bulunmaktadir. Ayrica entomopatojen fungus,

Metarhizium anisopliae zararlinin pupalarinda patojendir [36, 37].

C. capitata‘nin yayiligt, konukgulari, zarari ve miicadelesine yonelik pek ¢ok caligma
yapitlmistir. Aragtirmacilar kisir bocek salimi, kitlesel tuzaklama ve ¢iftlesmeyi 6nlemek
amaciyla feromon tuzaklarinin kullanilmast gibi c¢esitli miicadele yontemlerini

denemiglerdir [38-42].

Gunumiizde biyolojik miicadele kapsaminda zararlilara karst boceklerde oldukg¢a yaygin
gorllen endosimbiyontlarin  kullanilmast fikri dikkat ¢ekmektedir. Bocekler ile
mikroorganizmalar arasinda patojeniteden mutualizme kadar degisen bir simbiyotik
iligki gorilmektedir. Bakterilerin bocek metabolizmas: tizerindeki etkileri dugtintilerek
biyolojik miicadele kapsaminda kullanimi tzerinde c¢aligmalar yapilmaktadir.
Gelistirilen biyolojik mucadele esasli entegre miicadele yontemlerden biri de Kisir

Bocek Saliverme Teknigi (KBT) (Sterile Insect Technique, SIT) dir [43,44].
1.2.1.3.1. Kisir Bocek Saliverme Teknigi (KBT) (Sterile Insect Technique, SIT)

Bu teknik dogada bulunan zararli poptilasyonu igerisine kisirlagtinlmig ¢ok sayida birey
salinmasi ve bu bireylerin dogal erginler ile giftlestiginde yeni dol verememesi

sonucunda populasyonun zarar esigi altinda tutulmasi esasina dayanir [45].
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Boceklerin kisirlagtirilmast fikri modern insektisitlerin ortaya ¢ikarilip kullanmaya
baglanmasindan daha eskilere kadar uzanmaktadir. Kisirlagtirma ilk defa 1916'da
Lasioderma serricorna (F.) (Sigara Bocegi) tizerinde denenmistir [46]. Daha sonraki
yillarda Knipling Amerikan Burgulu Yara Sinegi (Cochiiomyia hominivorax)nin
biyolojisi ve c¢iftlesme davraniglarini incelemis ve disi bocegin sadece bir defa
ciftlestigini tespit ettikten sonra erkek kisirlagtirma yontemi ile bu bécegin kontrol altina
alinabilecegi sonucuna varmigtir. Knipling, belli ekolojik kosullarda bocek
popiilasyonunun her generasyonda her disinin 5 disi birey meydana getirebilecegi
varsayimindan hareket ederek teorik modeller ortaya koymustur. Bu modeller, iki
uygulamay1 icermektedir. Birincisi bocegin laboratuvar kosullarinda yetistirilmesi,
kisirlagtirilmast ve kisir boceklerin dogal popiilasyondaki bireylerle rekabet edecek
sekilde dogaya salinmasidir. Ikincisi ise dogal popiilasyonun kisirlastiriimasidir [47,48].
Erkek  kisirlastirma  teknigi  ancak  belirli  boceklere, belirli  kosullarda
uygulanabilmektedir. Bu metodun arazide kullanilabilmesi i¢in bazi temel konularin
tam olarak bilinmesi gerekmektedir. Bunlar; bocegin ayrintili bir sekilde biyolojisinin;
ozellikle ciftlesme davramislarinin ¢ok 1iyi belirlenmesi, bocegin popiilasyonunun
belirlenmesi i¢in uygun bir yontem saptanmasi, kitle halinde uretilen kisir boceklerin
dogal bireyler ile rekabet edebilecek yeterlilikte olmasinin saglanmasi gibi konulardir

[47].

Bocek kisirlagtirmada esas olarak kemosterilantlar ve radyasyon olmak tzere iki kaynak
mevcuttur. Kemosterilantlar bocek tiirine ve kimyasala bagli olarak bocegin degisik
evrelerinde etki gostermektedir. Kemosterilant uygulanan bir bocek yumurta
koyamayabilir, birakilan yumurtalar agilmayabilir, pupa meydana gelemeyebilir veya
pupa ergine dontigemeyebilir. Simdiye kadar basarilt bir gekilde kullanilan kisirlagtirma,
erkegin sperminde dominant oldiriicii mutasyonlar meydana getirilmesi esasina
dayanmaktadir. Bu sekilde kisirlagtinilmis, fakat biyolojik aktivitesinde higbir
degisiklige ugramamig erkekler, normal erkekler gibi disiyi bulup ¢iftlesmekte, ancak

dol verememektedir [49].

Bocekleri kisirlagtirmada X veya gamma 1sinlart gibi elektromanyetik radyasyon ile
notron ve beta partikiilleri gibi partikiler radyasyon kullanilmaktadir. Kobalt—60 ve
Sezyum—137, bu amagla yararlanilan en yaygin kaynaklardir [46]. Radyasyon,

boceklerin gametlerinde dominant oldurticii mutasyonlar meydana getirmektedir. Bu
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oldurticii mutasyonlar, zigotun olgunlagsmasint engellemektedirler. Radyasyon,
erkeklerde spermatogenesis olayini sekteye ugratarak spermalarin meydana geligini
durdurmakta veya spermalarin aktivitesini iyice azaltmakta sonugta ¢iftlesme gliciiniin
kaybolmasina neden olmaktadir. Bu durumda erkek ciftlesmemekte veya ciftlesme
pozisyonunda yeterince kalamadigr i¢in déllenme olmamaktadir. Digilerde ise besleyici
hiicrelere zarar verdigi i¢in yumurta olusumu ¢ok az olmakta veya hi¢ olmamaktadir.
Bocekler, yumurtadan ¢iktiktan itibaren hayat devrelerinin degisik dénemlerinde ve
ergin sathada, esey hiicrelerini meydana getiren gonadlar da buna paralel olarak degisik
gelisme evreleri igerisindedirler. Bu nedenle, kisirlagtirmay1 gerceklestirebilmek igin
bocegin en uygun déneminde, optimal radyasyon dozunun uygulanmasi gerekmektedir

[49].

Kisir erkek ve disiler birlikte saliverildiklerinde, disi bocekler yumurta koymaya devam
ederek hem meyvelere zarar vermis hem de fungal ve viral enfeksiyonlara, hastalik
tastyan vektorlerle miicadelede hastaligin yayilmasina neden olmuslardir. Ikinci olarak
kisir erkeklerin fertil digileri bulmasini engellemislerdir. Ayrica kisir disilerin
yetistirilmesi ve dagitilmasi ekstra maliyet getirmigtir [SO]. Bu nedenlerden dolay1

giinimuzde sadece erkek bocek saliverme tercih edilmektedir.

Radyasyonla kisirlagtirmada basarili olunan bir¢ok bocek tiirleri arasinda C. capitata ilk
siralarda yer almaktadir. Akman ve Zimreoglu yaptiklari ¢aligmalarda ergin ¢ikigina bir
ve iki giin kalan pupalart 9, 10 ve 11 krad dozda iginlamis ve basarili sonuglar elde
etmigtir [S1]. C. capitata’ya kargt uygulanan kisir bocek saliverme programlarinin
etkinligi dogaya salinan kisir sineklerin yumurta birakma yetenegine baghidir. Kitle
uretimi ile yetistirilen kisir erkeklerin dogal hemcinslerine gore omiir uzunlugu ve
seksiiel rekabet agisindan daha disiik performansa sahip olduklan bildirilmistir. Bu
performans dugsukluginin kitle tretimi ile yetistirilen sineklerin kolonizasyonuna,
uretim kosullarina ve 1ginlama strecine bagli oldugu agiktir. Isinlama sonucu olusan
performans dusuklugi orta barsak dokularindaki hasarla veya bagirsagindaki
bakterilerin zarar gormesiyle iliskili oldugu disinilmektedir [52]. Yapilan galigmalar
isinlanmig  Akdeniz meyve sineklerinin dogaya saliverilmeden oOnce ¢iftlesme
performanst ve oémir uzunlugunun artirilmasinin gerekliligini ortaya koymustur [52,

53].
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Kisir bocek saliverme teknigi, sadece bir teknoloji degildir. Zararlinin biyolojisi,
yetistirilmesi, saliverilmesi ve arazide izlenmesi gibi yontemler hakkinda bilgiler
gereklidir. Iyi bir taahhiit ve yonetime ihtiyag duyan genis alanlara uygulanabilen bir

yontemdir [54].

Kisir bocek saliverme tekniginin etkinligini, kaliteli kisir bocek yetistirme, 1g1inlama ve
tarlaya saliverme asamalart belirlemektedir. Radyasyonla kisirlagtirllan bocekler
dogadaki hemcinsleriyle rekabette kismen geri kalmakta ve dogadaki disi bocekler
isinlamis  erkekleri tercih etmeyebilmektedir. Bu durum teknigin etkinligini
azaltmaktadir. Radyasyon ciftlesme rekabetini azaltmada 6nemli bir etkendir. Ayrica
omri kisaltmasi ve kur yapma sirasinda ¢ikarilan ses sinyallerini degistirmesi sebebiyle
ciftlesme hizini etkiler. Radyasyon dozunun artmasiyla rekabet yetenegi azalmaktadir.
Kullanilacak doz kisirlik meydana getirirken rekabet yeteneSinin azaltmayan bir
dizeyde olmalidir [55]. C. capitata’nin kitle iiretiminde kisirlastirict dozun belirlenmesi
icin yapilan ¢aligmalarda en uygun radyasyon dozlarinin 50 ve 145 Gy arasinda oldugu,
disik dozlarin ise (50, 60 Gy) omir uzunluguna onemli bir etkisinin olmadigt

bildirilmistir [56].

Son yillarda laboratuvarda kitle halinde boceklerin sadece bir cinsiyetinin (tsl 1rki)
yetistirilmesi ve salim Oncesi besinlerinin iyilestirilmesi (probiyotik ekleme) dogadaki
boceklerle rekabette onemli katkilar saglamistir. Ayrica, radyasyonla kisirlagtirma

yerine genetik olarak kisirlagtirilmig boceklerin kullanimi yeni bir yaklagimdir [S3, 57].
1.2.1.3.1.1. KBT’de Klasik Genetik Uygulamalar:

1972°de Lucilia cuprina mucadelesinde ilk kez kullanilan genetik olarak cinsiyet
ayriminda (genetic sexing strains, GSS) pupa evresinde cinsiyet ayrimi yapilarak sadece
kisir erkek bocekler dogaya saliverilmistir. C. capitata miicadelesi i¢in aynt yontemle Y
otozom translokasyonu ile 5. kromozom tizerinde beyaz pupa mutasyonu olusturularak

pupalarda cinsiyet ayrimi yaptlmistir (Sekil 1.8) [54].
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Sekil 1.8. GSS erkek pupalart dogal kahverengi renkte iken disi pupalar mutant beyaz
fenotiptedir.

Diger bir yaklagim ise disi oldirme (female-killing) sistemlerinin ger¢eklestirilmesidir.
Bu yontemde homozigot disilerde goz pigmenti mutasyonu olusturularak bocekler

korlestirilmekte ve saliverilen disi bocekler dlmektedirler [58, 59].

Genetik kisirlagtirmada bazi yontemler kullanilmaktadir. Bunlardan biri sicakliga dayali
uygulamalardir. Bu uygulamada klasik genetik cinsiyet irkina ait bireylerin cinsiyet

kromozomlar1 tizerinde ¢alisilmaktadir.

tsl* tsl tsl [Hts
wp”™ = wp Hwp = wp
@) @) @] @)
X Y X X

A A A A
Erkek Disi

Fenotip: Dogal tip Fenotip: Beyaz pupa, yuksek
sicaklikta 6lum (34°C)

]
|

Sekil 1.9. Sicaklik hassas oldurticii mutasyon (tsl). [54].
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Sicakliga duyarli oldirtcti genin allelleri (temperature-sensitive lethal (tsl) gene)
digilerde ¢ekiniktir, erkeklerde ise transfer edilen alleller Y-kromozomunda korunmusg
durumdadir. Bireyler sicakliga maruz birakildiginda disi embriyolarin olir ve kalan

erkek embriyolardan elde edilen bireyler ise kisirdir [60].

Su anda dinyada tsl GSS 1rki kullanilarak haftada 1.4 milyardan daha fazla kisir erkek
pupa uretilmektedir. Yaklasgtk 700 milyon XX disi birey daha embriyo iken
uzaklastirilmaktadir [54].

Bahsedilen kisir bocek olusturma tekniklerinin C. capitata’ya uygulanmasinda bir takim
avantaj ve dezavantajlar mevcuttur. Avantajlar; digik maliyetli ve etkin olmasidir.
Bununla birlikte mutant kromozomlarin bireylere aktarilmasinda gesitli problemlerin
yaganmasi, strecin uzunlugu, verimin azalmast ve birey biyolojisinin olumsuz

etkilenmesi yontemin dezavantajlari olarak belirtilmigtir [61].
1.2.1.3.1.2. KBT’de Modern Genetik Uygulamalan

Modern genetik, KBT’ nin pek ¢ok tiure karsi kullanilmasi ve maliyetin azaltilmasinda
buyuk katkilar saglamistir. Rekombinant DNA teknikleri ile béceklerin genomuna yeni
genler eklenebilmektedir. Ik uygulama Drosophila melanogaster’e P element
eklenmesi ile elde edilmistir. C. capitata’ya aktarilan Minos elementi (a white + cDNA
eye colour marking system) ile stabil gen hatlann olusturulmustur. Bu elementler
KBT’nin daha etkin bir teknik olarak kullanilmasina olanak saglamistir. Mariner,
Minos, Hermes ve piggyback gibi elementler Diptera, Hymenoptera, Lepidoptera ve
Coleoptera takimlarinda transformasyonu olanaklt kilmistir. Transgenik teknoloji
KBT’ne izleme, genetik cinsiyet ayrimi ve kisirlagtirmada yeni olanaklar saglamigtir

[58-62].

Transgenik genetik sistemler istenen evrede zararlimin oldurilmesi ve radyasyona
ihtiyag duymadan kisirlagtirma gibi potansiyele sahiptir. Bunlar igerisinde en iyi bilineni
tetrasiklin sistemidir (Sekil 1.10). Tetrasiklin yoklugunda sentetik transaktivator (tTA)
baglanma bolgesine (zetO) bir multimer baglayarak gen ekspresyonunu aktive etmekte,
varliginda ise tTA konformasyon degisikligi yaparak baglanma bolgesine (tetO)
baglanmay1 engelleyerek hedef genin caligmasini engellemektedir. Laboratuvarda

yetistirilen boceklerde lethal etkiyi baskilamak igin besine antidot “tetracycline’
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eklenmektedir. Tetracycline uygulanmadiginda disiler ergin olmadan 6lmekte ve sadece

erkek erginler ¢ikmaktadir [63].

(a) RIDL transgen promotor
w0, Aol
(b) l baskilayici yoklugunda ] (C) I baskilayici variginda |

== T
tTA

‘ " , | ‘l’ protein ‘rc(:\ ‘

et o &

‘4‘
(3
ITA+ baskilayici

Sekil 1.10. Dominant 6ldiiriicti mutasyonlar (RIDL) [63].

Yukarida bahsedilen sistemler kullanilarak Zika, Dengue virtisii ve diger virtsler igin
tagtyict olan Aedes aegyptii ile muicadele edilmektedir. Oxitec Biyoteknoloji bu amagla
mutant sivrisinekler iiretip salivermektedir. Uretilen erkek sivrisinekler dogal disilerle
ciftlesmekte ve olusan doller pupa evresinde elimine olmaktadir [58, 62, 63]. Bu
sistemlerin yani1 sira boceklerde simbiyont olan gesitli bakteriler de kisir bocek
saliverme teknigi kapsaminda kullanilabilmektedir. Bu bakteriler, simbiyontu oldugu
konukg¢usunun bazi biyolojik ozelliklerini ve tremesini etkileyerek kendilerine fayda

saglamaktadir [64, 65].
1.2.1.3.1.3. Kisir Bocek Saliverme Teknigi ve Simbiyotik Bakteriler
Boceklerdeki simbiyotik iligkiler dort farkli kategoride incelenmektedir;

1. Simbiyontun konukg¢usuna besin destegi (amino asit ve vitaminler gibi temel
bilesikler) sagladigr mutualistik iligki,

2. Simbiyontun konukgusuna sicakliga karst dayaniklilik, parazitoit ve patojenlere
karst savunma gelistirme sagladig iligki,

3. Simbiyontun konukg¢usunun tireme 6zelliklerini manipile ettigi iligki,
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4. Simbiyontun konukgusuna pestisitler ve bitkilerin savunma molekiillerine kargt

detoksifikasyon ozelligi kazandirdigr iligki [66].

Boceklerin normal gelisebilmeleri i¢in belirli bazi vitaminleri, makro ve mikro
elementleri almalart gereklidir. Aksi halde bu maddelerin noksanliginda beslenme
bozukluklari, tam gelisememe, hastalik, kisirlik veya olim meydana gelebilir.
Molekiiler tekniklerdeki yeni gelismelerle birlikte tanimlanan ¢ogu endosimbiyontun
sindirim streciyle beraber gelisimsel stirecle de baglantili oldugu ortaya ¢ikmigtir [66,

67].

Boceklerin sindirim sisteminde bulunan endosimbiyontlar ile ilgili ¢aligmalar devam
etmekle birlikte aralarindaki iligki hala tam olarak ¢oziilememigtir. Simdiye kadar
afitlerin primer ve sekonder endosimbiyontlarinin yani sira Blattidae, Rhinotermitidae,
Formicidae, Tephritidae, Curculionoidea ve diger bazi familyalarda simbiyotik
iligkilerle ilgili ¢aligmalar yapilmigtir. Bu ¢aligmalarda simbiyontlarin genellikle kan ve
bitki 6zsuyu gibi icerik yoninden yetersiz ve dengesiz besinlerle beslenen gruplarda
yaygin oldugu bildirilmistir [67-69]. Ornegin, Proteobacterium bolimiinde
siniflandirilan Buchnera sp., bezelye afitinin simbiyontudur. Afit amino asit yoniinden
fakir floem sivisiyla beslenir. Buchnera sp. afite amino asit ve vitaminler gibi besinsel
destekleri saglayarak yetersiz bir diyetle yasamasina olanak saglar [67]. Bununla
birlikte bulunan bazi endosimbiyontlarin Giremeyi manipile ettigi, bazilarinin parazitoit
ve patojenlere kargt savunma sagladigi belirtilmistir [70-72]. Baz1 endosimbiyontlarin
bocek ureme sistemi tizerinde, Ureme davranigini manipiile ederek konagin cinsiyet
belirleme suirecini etkileme yetenekleri vardir. Sonugta popiilasyon cinsiyet oraninda ve
genetik popiilasyon yapisinda degisiklige, iireme izolasyonu olusturarak tirlesmeye

neden olmaktadirlar [73-77].
1.2.1.4. C. capitata ile Miicadelede Yeni Yaklasimlar

Boceklerdeki simbiyont bakteriler tUizerine yogun caligmalar ile birlikte molekiiler
biyoloji ve genetik bilimindeki geligmeler biyolojik miicadelede yeni yaklasimlar ortaya
cikarmigtir. Simbiyotik organizmalar kisir bécek saliverme tekniginin her agamasinda
onemli olabilir. Kisir boceklerin kitle Gretiminde maliyetin azaltilmasi ve yetistirilen
boceklerin kalitesinin arttirilmast amaciyla kullanilabilir; dogada, larva tarafindan

kullanilan meyvelerin amino asit igerigi olduk¢a dustktir. Digiler yumurtlarken,



19

yumurta ile birlikte nitrojen fikse eden ve meyveyi pargalayarak larval gelisme

acisindan gerekli besinleri tireten bakterileri meyve kabugunun altina enjekte eder [78].

C. capitata’nin bagirsak bakteri florasinin belirlenmesi i¢in yapilan ¢aligmalar
sonucunda en yaygin gorilen Enterobacteriace familyasindan Klebsiella oxytoca,
Citrobacter freundii, Pectobacterium spp., Pantoea dispersa, Enterobacter spp. tirleri
oldugu bildirilmistir [79]. Bu tirlerden Pectobacterium spp., P. dispersa, K. oxytoca ve
C. freundii’nin C. capitata’nin ontogenisinde ana rol oynadig vurgulanmaktadir [80,

81].

Kitle tiretim iglemleriyle genellikle yetistirilen boceklerin dogal florast bozulmakta ve
yararli olmayan mikroroganizmalarin larva besiyerinde ¢ogalmasina neden olmaktadir.
Simbiyotik bakteriler larva besi yerine eklenerek bu eksiklikler giderilebilmekte ve
yetistirilen boceklerin kalitesi artinlmaktadir [82]. Caligmalardan elde edilen kanitlar
kitle uretimi ile tiretilen sineklerde radyasyonun sinegin lehine olan bazi bakterileri yok
etigini ve bazilarini baskiladigint desteklemektedir [78, 82]. C. capitata pupa evresinde
1sinlanmaktadir. Lauzon ve Potter [83]; SEM ve TEM kullanarak gamma radyasyonuyla
kisirlagtirilmis boceklerin bagirsak florasinin hasara ugradigini gostermisglerdir. Bir¢ok
caligmada simbiyotik bakterilerin probiyotik olarak kullanildiginda radyasyonun

bagirsak mikrobiyotasindaki zararini tamir edebilecegi belirtilmistir [84].

Konukgu popiilasyon cinsiyet oranini degistirebilen tiremeyi etkileyen endosimbiyontlar
bu etkileri sebebiyle zararlilarla miicadelede kullanilabilmektedir. Ureme
manipilasyonu yapan bakteriler konukgularinin treme davramigina sitoplazmik
uyumsuzluk olusturma, disilestirme (feminizasyonu tesvik), partenogenetik tremeyi
tesvik etme ve erkek oldiirticiilik seklinde etki edebilir [77, 85-87]. Uremeyi etkileyen
endosimbiyontlardan en fazla arastirilan1 Wolbachia’ dir. Boceklerin yaklasik % 65’inde
Wolbachia varligt tespit edilmistir. Dikey ve yatay transfer yoluyla yavrulara
aktarillabilen Wolbachia, omurgasizlarda sitoplazmik uyumsuzluk, partenogenez ve
genetik erkeklerin digilesmesine neden olmaktadir [88]. Son zamanlarda Wolbachia ve
benzer etkileri gosteren Arshenophonus Cardinium, Hamiltonella, Ricketsia ve
Spiroplasma gibi ireme organi simbiyontlarin bahsedilen 6zellikleri kullanilarak zararli
boceklerle miicadelede Uyumsuz Bocek Teknigi (UBT, incompatible insect technique

IIT) yonteminin gelistirilmesi yoninde ilgi artmistir [89].
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Sekil 1.11. Uyumsuz Bécek Tekniginin sematik gosterimi [88].

Boceklerdeki mikrobiyom biyolojik miicadele igin pek ¢ok firsat sunmaktadir.
Endosimbiyont poptilasyonu normalde dengelidir ve konukgu tarafindan kontrol altinda
tutulurlar fakat bu denge degisebilir veya mikrorganizmalar konukgu i¢in patojen olarak
avantajli durum saglayabilir. 16S rRNA genine dayali molekiler tanimlama
tekniklerinin gelistirilmesiyle karmasik mikrobiyom daha anlasilir hale gelmistir [90].
16S ¢ok iyt korunmus tniversal bir bakteri genidir. Bu gen evrimlesmenin ilk
basamaklarinda meydana gelmis ve ¢evresel baskilardan ¢ok az etkilenmistir. Bakteri
akrabaliklarini aragtirmada molekiler saat olarak yaygin bi¢imde kullanilmaktadir.
Ayrica bu gen bilinmeyen tiir ve cinslerin tanimlanmasinda 6nemli hale gelmistir. 16S
rRNA genlerinin dizi benzerligi % 97°den az ise ayn cinse aittiirler; benzerlik orani %

97’den daha fazla oldugunda ise ayn tiire ait suglar olarak siniflandirilmistir [87, 91].

Cikig, omir uvzunlugu, ciftlesme rekabeti ve arazide boceklerin dagilimi tzerine
kisirlagtirict radyasyonun etkileri pek ¢ok yazar tarafindan galisiimistir. Kitle tiretimi ve
radyasyon bakteri-bocek ortakligini tahrip etmekte ve bunun sonucunda kisir erkeklerin
ciftlesme rekabetini azalttigi ileri sirtilmektedir [92-95]. Elde ettigimiz verilerin C.
capitata’nin  kitle Uretiminde ve 1sinlama sonrasinda bakteri-bocek birlikteliginin
bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan performans degisikliklerini belirleyebilmek ve dogal
bireylerle rekabet edebilir duruma getirebilmek i¢in yapilacak ¢aligmalara 151k tutacagi

diasuntlmektedir.



2. BOLUM

YONTEM VE MATERYAL

2.1. Ceratitis capitata Kiiltiirii
2.1.1. C. capitata’nin Toplanmasi

Caligmalarda kullanmak tizere Haziran 2012- Aralik 2015 aylan arasinda, Tablo 2.1°de
verilen lokasyonlardan enfekte meyve (larva gelismis), pupa ve ergin C. capitata

ornekleri elde edilmigtir.

Tablo 2.1. C. capitata 6meklerinin toplandigi lokasyonlar ve koordinatlar.

Lokasyon Koordinatlar
I[zmir, Bornova 38°27'45.6"K 27°13'12.1"D
Mersin, Alata 36°37'56.7"N 34°20'36.1"E

Antalya, Manavgat 36°47'47.7"N 31°28'51.3"E

Araziden toplanan enfekteli meyveler, Ziimreoglu [96] tarafindan belirtilen yontemin
modifikasyonuyla igerisine yikanmig ve steril edilmig kum doldurulan plastik kaplara
konulmugtur. Meyvelerden atlayan larvalarin kagmasini engellemek igin tizerleri tel ile
kapatilmistir. Bu kaplar pupa olusumuna kadar 25 = 1°C sicakliga, % 60 + 5 nispi neme
ve 10:14 (aydinlik: karanlik) fotoperiyoda sahip iklimlendirme odasinda tutulmus,

olusan pupalar elekle kumdan ayrildiktan sonra plastik kafeslere alinmistir [97].
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Araziden toplanan pupalar direkt olarak plastik kafeslere alinarak 25 + 1°C sicakliga, %
60 = 5 nispi neme ve 10:14 (aydinlik:karanlik) fotoperiyoda sahip iklimlendirme
odasina kaldirilmigtir Pupadan ¢ikan erginlerin su ve besin ihtiyaglar gunlik olarak

kontrol edilmistir.

Ayrica Gida Tarnnm ve Hayvancilik Bakanligi’na bagli Bornova Zirai Mucadele
Aragtirma Istasyonu Midirligi (Izmir)’den alman C. capitata pupalan laboratuvar
kiltirinin olusturulmasi i¢in kullanilmistir. Bu pupalardan elde edilen erginlerin

yumurtalari larva besiyerine aktarilarak kultirin devamliligr saglanmigtir.
2.1.2. Larva Besiyeri

Kafeslerden alinan yumurtalar 230gr/l kepek, 120gr/1 seker, 50gr/l ruseym, 32gr/l maya

ve 2gr/l Sodyum benzoat ve su kullanilarak hazirlanan besiyerine aktarilmigtir [98].

Hazirlanan besiyeri5 cm derinligindeki plastik kaplara tagmayacak sekilde konularak
uzerleri pecete ile kapatilmistir. Olusan nemli ylizeye yumurtalar yayilmigtir. Besiyeri
igerisinde kum bulunan, hava alabilen, kapakli bir diger kaba yerlestirilmistir. Bu kaplar
25 + 1°C sicaklik, % 60 + 5 nispi neme sahip iklimlendirme odasinda gelismeye

birakilmigtir. Daha sonra kum elenerek olusan pupalar kafeslere alinmistir.
2.1.3. Boceklerin Isinlanmasi

Radyasyonun ergin ¢ikigina etkisini belirlemek igin 7 gunlik C. capitata pupalart 20
ml’lik cam deney tiplerine 30 adet konularak (3 tekerriir) giicii ca 111 TBq ve doz orant
2.77 Gy/dk. olan IRACELok-GK17 kaynaginda 50 ve 100 Gy dozda i1sinlanmigtir.
Kontrol grubu, 50 ve 100 Gydozda 1sinlanmis pupalar seker ve su ile birlikte kafeslere
yerlestirilerek 25 + 1°C sicaklik, % 60+5 nispi neme sahip iklimlendirme odasinda
gelismeye birakilmistir. Ergin ¢ikist gergeklesince omur uzunlugu takip edilerek digi-

erkek sayimi yapilmistir.

Bagirsak bakterilerinin radyasyonla degisimini belirlemek i¢in 7 giinlik C. capitata
pupalart 20 ml’lik cam deney tuplerine 30 adet konularak (3 tekerriir) giicii 111 TBq ve
doz oran1 2.77 Gy/dk olan IRACELok-GK17 kaynaginda 100 Gy dozda 1sinlanmistir.
Kontrol grubundaki ve 100 Gy dozda isinlanan pupalar 1, 5 ve 15 giinlik deneme

gruplarina ayrilmis, seker ve su ile birlikte kafeslere yerlestirilerek 25+1°C sicaklik, %
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60+5 nispi neme sahip iklimlendirme odasinda gelismeye birakilmistir. Cikan erginler

bagirsak bakterilerinin taranmast i¢in kullanilmigtir.
2.2. Bagirsagin Cikarilmasi

Disi ve erkek sinekler ayri ayri steril PBS solusyonu igine alinarak diseksiyon
mikroskobunda bagirsak ¢ikarilmistir. Ug disi ve ii¢ erkek bagirsak bir mikrosantrifiij
tipi igine konularak havuz olusturulmustur. Kontaminasyon riskini ortadan kaldirmak
icin pensetlerotoklavlanmis ve her bir 6rnek sonrasinda ates yardimiyla dezenfekte
edilmistir. Sindirim kanallart ¢ikarilir ¢ikarilmaz kultire dayali yontemle bakteri

belirlenmesi i¢in kullanilmigtir.
2.3. Kiiltiire Dayali Yontemle Bakterilerin Belirlenmesi

C. capitata bagirsagindaki bakteri florasimin kiltiire dayali yontemle belirlenebilmesi
icin her bir tipteki sindirim kanallart 300 ul PBS solusyonu i¢inde homojenize
edilmistir. Homojenatlardan 10'-10® oranlaninda diliisyon yapilmistir. Bakterileri
belirlemek ve CFU hesaplamast yapabilmek icin 10°, 107 ve 10® dilisyonlarindan
100’er pl kanli agar besiyerine 3 tekerriirli olarak yayma plak yontemiyle ekim

yapilmustir.

Sekil 2.1. Ekim yapilmig kanli agar petrileri.
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Ekim yapilan petriler aerob ve anaerob ortamda 24 saat 37°C’de inkiibasyona
birakilmistir. Bityliyen kolonilerden morfolojileri farkli olanlar alinip saf koloni kaltiirti
olusturmak amaciyla ¢izme plak yontemiyle yeniden kanli agar besiyerine ekilmis, 24

saat 37°C’de inkiibasyona birakilmistir.

E—

Sekil 2.2. Saf kolonilerden elde edilen DNA izolatlari.

Saf kolonilerden DNA izolasyonu yapilmig, 27F-1492R universal bakteri primerleriyle

PCR reaksiyonundan sonra DNA dizi analizine gonderilmigtir [99].
2.4. Ureme orgam Simbiyontlarimin Taranmasi
2.4.1. Total DNA Izolasyonu

Rastgele secilen erginlerden CTAB (Cetiltrimetilamoniumbromide) metoduna gore total

DNA izolasyonu yapilmistir [100].

Bunun i¢in; % 5 CTAB 2 ml, 8 M Tris-HCI 0.5ml, 8 M EDTA 0.2ml, 8 M NaCl 1.4 ml,
ddH2O 09ml kanstinlarak ekstraksiyon tamponu hazirlanmig ve 0,2 pl’lik
filtrelerlesteril edilmistir. Tampon steriledildikten sonra kullanmadan 6nce 20 pl 2-
Merkaptoetanol eklenerek 60°C’ye 1sitilmistir. C. capitata 6rnekleri 6nce %70’lik alkol
ile sonra saf su ile yikanarak mikrosantrifiij tiipii igerisine alinmistir. Uzerlerine 200 ul
isitilmig tampon eklenerek sterilcam baget yardimi ile homojenize edilmistir. Elde
edilen homojenat60°C’de 5 saat siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda tiiplere

200 pl kloroform:izoamilalkol (24:1) eklenmis ve maksimum hizda 10 dk santrifiy
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edilmistir. Siipernatantbir baska tiipe alinarak tizerine 2/3 oraninda izopropanoleklenmis
ve 1 gece -20°C’debekletilmigtir. Bekletilen tipler maksimum hizda 10 dk santrifiij
edilmis, siipernatant uzaklastirlmig, pellet %70’lik alkolle yikanmistir. Elde edilen
pellet, 35 °C’de 30 dakika siireyle kurutularak 30 ul saf suda ¢6ztlmiig ve tireme organi

bakterilerinin taranmasinda kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.
2.4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Izole edilen total DNA’lar, iireme organi bakterilerine ait spesifik primerler ile
cogaltilarak ilgili endosimbiyontun taramast yapilmistir. PCR ¢aligmalart i¢in reaksiyon

kartgimi;

Tagbuffer (Fermentas) 2 pl, MgCl, (25mM) (Fermentas) 1,8 ul, dNTP (her birinden
10mM) (Fermentas),1,25 pl F Primer (10mM) (IDT), 1,25 pl, R Primer (10mM)
(IDT)(Tablo 2.2.), TagPolimeraz (500 U) (Fermentas) 0,1 ul, total DNA 1 ul, ddH,O
12,1 pl seklinde hazirlanmigtir.

Sekil 2.3. PCR ¢aligsmalari i¢in reaksiyon karistminin yapildig steril kabin.
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Tablo 2.2. C. capitata 6reklerinde tireme organi simbiyont taramasinda kullanilan primerler.

Simbivont Baglanma
tmbtyon Primer [smi ve Sekanst Sicakligr | Referans
Adi 0
O
wspeck 5°-YATACCTATTCGAAGGGATAG-3" 53 [101]
wspecRS’AGCTTCGAGTGAAACCAATTC-3°
Wolbachia
wsp81-F 5-‘GTCCAATAAGTGATGAAGAAAC-3’ 58 [102]

wsp691-R5°-AAAAATTAAACGCTACTCCA-3’

Ricketsi Rb-F 5°-GCTCAGAACGAACGCTATC-3° 58 [103]
1eRetsid 1 Rb-R 5°-GAAGGAAAGCATCTCTGC-3

CHF 5’-TACTGTAAGAATAAGCACCGGC-3’

CHR 5’-GTGGATCACTTAACGCTTTCG-3’ 58 [104]

Cardinium
CLOF 5-GCGGTGTAAAATGAGCGTG-3’

CLOR 5’-ACCTMTTCTTAACTCAAGCCT-3’ ok [105]

h N 63F 5°-GCCTAATACATGCAAGTCGAAC-3’ 55 | 1106.107]
PITOPIASTA ] TR SSspR 5°-TAGCCGTGGCTTTCTGGTAA-3 ’

ArsF 5°-GGGTTGTAAAGTACTTTCAGTCGT-3’
Arsenophonuy ArsR2 5°>-GTAGCCCTRCTCGTAAGGGCC-3° 52 [108]
ArsR3 5’-CCTYTATCTCTAAAGGMTTCGCTGGATG-3"

Hamilionelia] HAME 3 -TGAGTAAAGTCTGGAATCTGG-3' " (1091
amutonetia) pramR 5°-AGTTCAAGACCGCAACCTC -3°

PCR kosullart; 95°de 2 dakika 1 dongii 6n denatiirasyon ardindan toplam 35 déngiiliik
94° C de 30 saniye denatiirasyon, primere gore baglanma sicakliginda (Tablo 2.2.) 30
saniye baglanma ve 72°C de 1 dk. uzamaile tamamlandi. Son uzama 72° C de 5 dk.

olarak gerceklestirilmistir.
2.4.3. Agaroz Jel Elektroforezi ile Goriintiileme

Ormneklerden total DNA izolasyonunun gergeklestirilip gergeklestirilemediginin
belirlenmesi ve PCR urtnlerini degerlendirebilmek i¢in agaroz jel elektroforez yontemi
kullanilmistir. Elektroforez tamponu olarak 1X TAE (Tris, Glacial Asetik Asit, EDTA)
kullanilmigtir. PCR trtinlerinin goruntilemek i¢in 1X TAE ile % 1°1lik (w/v)agarozjel
hazirlanmistir. Hazirlanan jele 5 pletidyum bromir eklenmigstir. Jel polimerize olunca
ornek DNA’lar yiklenmigtir. 80 V’da 1 saat akima birakildiktan sonra jel goriintilleme

cihazinda (CarestreamGel Logic) goriintiillenmigtir.



3. BOLUM

BULGULAR

3.1. Radyasyonun Ergin Cikisina Etkisi

Bu caligmada 0 (kontrol), 50 ve 100 Gy dozlarda gamma 151nina maruz birakilmig C. capitata
Izmir popiilasyonu pupalarinda ergin gikisi ve cinsiyet orani arastirilmis ve elde edilen degerler

Sekil 3.6’da verilmigtir.
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Sekil 3.1. Farkli dozlardaki radyasyonun C. capitata pupalarindan ergin ¢ikist ve cinsiyet orant
tizerine etkisi.

0 (kontrol), 50 ve 100 Gy dozlarda gamma i1sinina maruz birakilmis C. capitata Izmir
popiilasyonu pupalarinda en yuksek ergin ¢ikist kontrol grubunda gergeklesmistir. Kontrol grubu
ileS0 ve 100 Gy dozlarda gamma 1ginina maruz birakilmis gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (F=11,23, P<0.05). Disi birey ¢ikisina bakildiginda, kontrol grubu
ile 1ginlananlar arasindaki fark istatistiksel olarak onemli bulunmamistir (F= 3,12, P>0.05).
Erkek bireylerde ise kontrol grubu ile 50 ve 100 Gy dozlarda gamma 1sinina maruz birakilmig

gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (F=40,23, P<0.05).
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3.2. Bagirsak Bakterileri
3.2.1. Laboratuvarda Yetistirilen C. capitata Orneklerinin Bagirsak Bakterileri Taramasi

Bu caligmada 1sinlanmamig (kontrol, 0 Gy) ve 1sinlanmis (100 Gy) C. capitata laboratuvar irki 1,
5 ve 15 ginlik erginlerinin bagirsak florast 16S rDNA gen bolgesine ait Uiniversal primerler
(27F-1492R) kullanilarak arastirilmistir. Sekans uzunluklart 1300-1370 bg¢ arasinda degisiklik

gostermisgtir.

C. capitata laboratuvar 1rki 1ginlanmamis erginlerinin bagirsak florasinda yogun olarak
Proteobacteria (% 91) ve daha az yogun olarak Firmicutes (% 9)’e rastlanmistir. Laboratuvar 1rki
isinlanmig erginlerin bagirsak florasinda ise sadece Proteobacteria (% 100)’ ya rastlanmistir

(Sekil 3.2).

Isinlanmamis Ismlanmig
9.0

= Proteobacteria = Firmicutes = Proteobacteria

Sekil 3.2. Laboratuvarda yetistirilen C. capitata erginlerinin sube dizeyinde bagirsak bakteri
yogunlugu.

C. capitata laboratuvar irki erginlerinin bagirsak florasinda yogun olarak Proteobacteria (%

95,6)ve daha az yogun olarak Firmicutes (% 4.64)’e rastlanmistir. Floradaki Proteobacteria

subesi uyeleri, Enterobacteriaceae (% 95.69) ve nadiren Xanthomonadaceae (% 0.11)

familyalarina ait bakterilerdir. Daha az yogun olan Firmicutes subesinde ise Streptococcaceae (%o

4.30) familyasina ait bakterilere rastlanmistir (Sekil 3.3).
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4,64

= Enterobacteriaceae = Streptococcaceae

® Proteobacteria = Firmicutes
= Xanthomonadaceae

Sekil 3.3. Laboratuvarda yetistirilen C. capitata erginlerinin bagirsak bakteri yogunlugu.

C. capitata laboratuvar 1rki 1ginlanmamis 1 ginlik disilerin bagirsak florasinda yogun olarak
Enterobacteriaceae (% 89.50) ve daha az yogun olarak Streptococcaceae (% 10.50)
familyalarina; 1sinlanmamis 1 ginlik erkeklerin bagirsak florasinda ise yogun olarak
Xanthomonadaceae (% 62.96) ve daha az yogun olarak Enterobacteriaceae (% 37.04)

familyalarina rastlanmistir (Sekil 3.4).

A 1 giinkik 1sinlanmamis disi B 1 glinkik 1sinlanmams erkek

89.50

= Enterobacteriaceae = Streptococcaceae = Enterobacteriaceae = Xanthomonadaceae
Sekil 3.4. C. capitata laboratuvar 1rki 1ginlanmamig 1 ginlik erginlerinin familya dizeyinde

bagirsak bakteri yogunlugu(%o).

C. capitata laboratuvar irki 1ginlanmig 1 giinliik disi ve erkeklerin bagirsak florasinda sadece

Enterobacteriaceae (% 100) familyasina rastlanmigtir (Sekil 3.10).
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A 1 giinkik 1sinlannus disi B 1 glinlik 1sinlanmus disi

= Enterobacteriaceae = Enterobacteriaceae

Sekil 3.5. C. capitata laboratuvar irki 1ginlanmig 1 ginlik erginlerinin familya dizeyinde
bagirsak bakteri yogunlugu (%).

C. capitata laboratuvar 1rki 1ginlanmamis 1 ginlik disilerin bagirsak florasinda yogun olarak

Lactococcus (% 89.50) ve daha az yogun olarak Providencia (% 10.50) bakterilerine;

isinlanmamig 1 giinlik erkeklerin bagirsak florasinda ise yogun olarak Stenotrophomonas (%

62.96) ve daha az yogun olarak Morganella (% 37.04) bakterilerine rastlanmistir (Sekil 3.6).

A 1 giinhik ismlanmamus disi B 1 ginlik 1sinlanmamas erkek

10.50

62.96

Providencia ® Lactococcus = Morganella Stenotrophomonas

Sekil 3.6.C. capitata laboratuvar irki 1sinlanmamis 1 ginliik erginlerinin cins diizeyinde bagirsak
bakteri yogunlugu (%).

C. capitata laboratuvar irki 1ginlanmig 1 giinliik disi ve erkeklerin bagirsak florasinda sadece

Providencia (% 100) bakterisine rastlanmistir (Sekil 3.7).
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A 1 giinliik 1smlanmis disi B 1 giinliik 1sinlanmis erkek

» Providencia » Providencia

Sekil 3.7.C. capitata laboratuvar irki 1ginlanmig 1 giinlitk erginlerinin cins diizeyinde bagirsak
bakteri yogunlugu (%).

C capitata laboratuvar irki 1sinlanmamis 5 ginlik disilerin bagirsak florasinda sadece

Enterobacteriaceae (% 100) familyasina; 1sinlanmamig 1 ginliik erkeklerin bagirsak florasinda

ise yogun olarak Enterobacteriaceae (% 78.85) ve daha az yogun olarak Streptococcaceae (%

21.25) familyalarina rastlanmigtir (Sekil 3.8).

A 5 giinlik 1gmlanmams disi B 5 giinlik igmlanmamis erkek

m Enterobacteriaceae = Enterobacteriaceae = Streptococcaceae
Sekil 3.8. C. capitata laboratuvar 1rki 1iginlanmamig 5 ginlik erginlerinin familya dizeyinde

bagirsak bakteri yogunlugu (%).

C capitata laboratuvar 1rki 1ginlanmig 5 gunliik disi ve erkeklerin bagirsak florasinda sadece

Enterobacteriaceae (% 100) familyasina rastlanmistir (Sekil 3.9).
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A 5 gtinlik 1sinlanms disi B 5 glinlik 1sinlanmis erkek

= Enterobacteriaceae m Enterobacteriaceae

Sekil 3.9. C. capitata laboratuvar irki 1ginlanmig 5 ginlik erginlerinin familya dizeyinde
bagirsak bakteri yogunlugu (%).

C capitata laboratuvar 1rki 1sinlanmamis 5 ginlik disilerin bagirsak florasinda sadece
Providencia (% 100) bakterisine; 1s1tnlanmamis 5 gtunluk erkeklerin bagirsak florasinda ise yine
yogun olarak Providencia (% 46.25) ve daha az yogun olarak Klebsiella (% 32.50)
ileLactococcus (% 21.25) bakterilerine rastlanmustir (Sekil 3.10).

A 5 giinliik 1ginlanmamig disi B 5 giinliik 1ginlanmamig erkek

= Providencia m Klebsiella = Providencia ® Lactococcus

Sekil 3.10. C. capitata laboratuvar irki 1ginlanmamis 5 ginliik erginlerinin cins diizeyinde
bagirsak bakteri yogunlugu (%).

C.capitata laboratuvar 1rki 1ginlanmig 5 giinlik disilerin bagirsak florasinda yogun olarak

Providencia (% 59.56) ve daha az yogun olarak Klebsiella (% 40.44) bakterilerine; 1ginlanmig 5

giinliik erkeklerin bagirsak florasinda ise yogun olarak Providencia (% 70.91) ve daha az yogun

olarak Klebsiella (% 29.09) bakterilerine rastlanmigtir (Sekil 3.11).
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A 5 giinliik 1sinlanmis dist B 5 glinlik 1sinlanmis disi

59.56
70,91

= Klebsiella Providencia ® Klebsiella Providencia

Sekil 3.11. C. capitata laboratuvar 1rki 1sinlanmis 5 giinliik erginlerinin cins diizeyinde bagirsak
bakteri yogunlugu (%).

C. capitata laboratuvar 1rki 1ginlanmamig 15 gunlik disilerin bagirsak florasinda yogun olarak

Enterobacteriaceae (% 94.55) ve daha az yogun olarak Streptococcaceae (% 5.45) familyalarina;

isinlanmamig 15 ginlik erkeklerin bagirsak florasinda ise sadece Enterobacteriaceae (% 100)

familyasina rastlanmigtir (Sekil 3.12).

A 15 giinhik isinlanmams disi B 15 giinliik 1sinlanmamus erkek
548 |I
m Enterobacteriaceae = Streptococcaceae = Enterobacteriaceae

Sekil 3.12. C. capitata laboratuvar 1rki 1sinlanmamig 15 gunlik erginlerinin familya diizeyinde
bagirsak bakteri yogunlugu (%).

C. capitata laboratuvar 1rki 1ginlanmig 15 ginlik disi ve erkeklerin bagirsak florasinda sadece

Enterobacteriaceae (% 100) familyasina rastlanmigtir (Sekil 3.13).
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A 15 giinkik 1smlanms disi B 15 giinliik 1sinlanmus erkek
= Enterobacteriaceae = Enterobacteriaceae

Sekil 3.13. C. capitata laboratuvar 1rki 1sinlanmamig 15 gunlik erginlerinin familya dizeyinde
bagirsak bakteri yogunlugu (%).

C. capitata laboratuvar 1rki 1ginlanmamis 15 gunlik disilerin bagirsak florasinda yogun olarak

Klebsiella (% 94.55) ve daha az yogun olarak Lactococcus (% 5.45) bakterilerine; 1ginlanmamisg

15 ginliik erkeklerin bagirsak florasinda ise sadece Klebsiella (% 100) bakterisine rastlanmistir

(Sekil 3.14).

A 15 ginlik 1gmlanmamis disi B 15 giinliik 1smlanmamis erkek
545

‘55 a

m Klebsiella ® Lactococcus m Klebsiella

Sekil 3.14. C. capitata laboratuvar irki 1sinlanmamig 15 giinlik erginlerinin cins dizeyinde
bagirsak bakteri yogunlugu (%).

C. capitata laboratuvar 1rki 1ginlanmig 15 ginlik disi ve erkeklerin bagirsak florasinda sadece

Klebsiella (% 100) bakterisine rastlanmigtir (Sekil 3.15).
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A 15 giinliik 1sinlanmis disi B 15 giinliik 1smlanms erkek

m Klebsiella 8 Klebsiella

Sekil 3.15. C. capitata laboratuvar 1rki 1s1inlanmig 15 giinliik erginlerinin cins diizeyinde bagirsak
bakteri yogunlugu (%).
Isinlanmamis ve 1ginlanmig laboratuvar erginlerinin bagirsak florast incelendiginde Klebsiella
oxytoca, Morganella morganii, Providencia sp., Lactococcus lactis ve Stenotrophomonas
maltophilia tirlerine rastlanmigtir (Sekil 3.16). Isinlanmig1 glnliik ve 5 giinlik erginlerin bakteri
cesitliliginin birbirine benzer oldugu, 15 ginlik erginlerin ise farkli oldugu gozlenmistir.
Isinlanmamis 1 giinlikk erginlerde L. lactis, M. morganii, S. maltophilia ve Providenciasp.
bakterileri bulunurken, 1sinlanmig erginlerde sadece Providencia sp. bakterisine rastlanmigtir. S.
maltophilia bakterisi sadece 1sinlanmamis 1 ginlik erkeklerde gorilmustiir. 5 giinlitk erginlerde
yogun olarak K. oxytoca ve Providencia sp. bakterilerine; daha az yogun olarak L. lactis

bakterisine rastlanmisgtir.

15 gunlik erginlerde yogun olarak K. oxytoca bakterisi ve sadece iginlanmamig 15 giinlik
disilerde az yogunlukta L. lactis bakterisi tespit edilmistir. Isinlanmig ve 1sinlanmamis erginler
bakteri kompozisyonu yoniinden kargilastirildiginda en énemli faktérin yas oldugu gorilmustur.
1 ve 5 gunlik erginlerdeki bakteri tir sayisinin 15 ginlik erginlerden daha fazla oldugu
belirlenmigtir. Ayrica K. oxytoca ve Providencia sp. turlerinin 1sinlama ve yasa bakilmaksizin

surekli ve daha yaygin oldugu gozlemlenmistir.
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Sekil 3.16. C. capitata laboratuvar erginlerinin tir dizeyinde bagirsak bakteri yogunlugu (%o).

3.2.2. Mersin ve Antalya Dogal Popiilasyonlarma ait C. capitata Orneklerinin Bagirsak

Bakterileri Taramasi

Bu caligmada 1sinlanmamig (kontrol. 0 Gy) ve 1sinlanmis (100 Gy) C. capitataMersin ve Antalya
dogalpoptlasyonlart 1, 5 ve 15 gunliik erginlerinin bagirsak florast 16S rDNA gen bolgesine ait
tniversal primerler (27F-1492R) kullanilarak aragtirilmistir. Sekans uzunluklart 1300-1370 bg

arasinda degisiklik gostermistir.

C. capitata dogal 1rki 1ginlanmamig erginlerinin bagirsak florasinda yogun olarak Proteobacteria
(% 95,6) ve daha az yogun olarak Firmicutes (% 4,4)’e rastlanmistir. Laboratuvar irki 1sinlanmig
erginlerin bagirsak florasinda ise benzer olarak Proteobacteria (% 99,8) ve daha az yogun olarak

Firmicutes (% 0,2)’e rastlanmigtir (Sekil 3.17).

Isinlanmamis Isinlanmis
4.4 _ 02

= Proteobacteria = Firmicutes = Proteobacteria = Firmicutes

Sekil 3.17. Mersin ve Antalya populasyonlart isinlanmamig ve iginlanmis C. capitata erginlerinin
sube diizeyinde bagirsak bakteri yogunlugu.



37

C. capitata Mersin ve Antalya popilasyonu erginlerinin bagirsak florasinda yogun olarak
Proteobacteria (% 95.68) ve daha az yogun olarak Firmicutes (% 4.32) e rastlanmistir. Floradaki
Proteobacteria subesi tyeleri, Enterobacteriaceae (% 95.83) ve nadiren Moraxellaceae (% 0.02)
familyalarina ait bakterilerdir. Daha az yogun olan Firmicutes subesinde ise Streptococcaceae(%

4.17) familyasina ait bakterilere rastlanmistir (Sekil 3.18).

4,32 4,17 0,02

y o s Enterobacteriaceae Streptococcaceae
= Proteobacteria = Firmicutes » Moraxellaceae

Sekil 3.18. Mersin ve Antalya popuilasyonu C. capitata erginlerinin bagirsak bakteri yogunlugu.

C. capitata Mersin populasyonu 1ginlanmamig 1 ginlik erginlerin bagirsak florasinda

sadeceEnterobacteriaceae (% 100) familyasina rastlanmigtir (Sekil 3.19).

A 1 giinhik 1smmlanmamus disi B 1 giinkik 1sinlanmamus erkek

m Enterobacteriaceae = Enterobacteriaceae

Sekil 3.19. C. capitata Mersin popilasyonu 1sinlanmamig 1 ginlik erginlerinin familya
diizeyinde bagirsak bakteri yogunlugu (%).

C. capitata Mersin populasyonu 1ginlanmig 1 gunlik digilerin bagirsak florasinda sadece

Enterobacteriaceae (% 100) familyasina, erkeklerin bagirsak florasinda ise yogun olarak

Enterobacteriaceae (% 96.30) ve daha az yogun olarak Streptococcaceae (% 3.70) familyalarina

rastlanmigtir (Sekil 3.20).
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A 1 glinlik ismnlanmas disi B 1 giinliik 1smlanms erkek
‘l 3,70

= Enterobacteriaccae = Enterobacteriaceae = Streptococcaceae

Sekil 3.20. C. capitata Mersin populasyonu 1ginlanmig 1 giinliik erginlerinin familya dizeyinde
bagirsak bakteri yogunlugu (%).

C. capitata Mersin populasyonu 1sinlanmamig 1 gunluk disilerin bagirsak florasinda yogun
olarak Klebsiella (% 59.38) ve daha az yogun olarak Pantoea (% 37.50) ve Morganella (% 3.13)

bakterilerine; 1ginlanmamig 1 ginliik erkeklerin bagirsak florasinda ise sadece Klebsiella (% 100)

bakterisine rastlanmistir (Sekil 3.21).

A 1 giinlik 1smlanmams disi B 1 gilinliik ismlanmamas erkek

20

® Klebsiella

m Klebsiella = Morganella = Pantoea

Sekil 3.21. C. capitata Mersin populasyonu 1ginlanmamig 1 ginliik erginlerinin cins dizeyinde
bagirsak bakteri yogunlugu (%).

C. capitata Mersin popiilasyonu 1ginlanmig 1 gunliik digilerin bagirsak florasinda yogun olarak

Morganella(% 49.48)veKlebsiella (% 38.14); daha az yogun olarak Enterobacter (% 10.31) ve

Providencia (% 2.06) bakterilerine; erkeklerin bagirsak florasindayogun olarakKlebsiella (%

96.30) ve daha az yogun olarak Lactococcus (% 3.70) bakterilerine rastlanmistir(Sekil3.22).
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1 giinliik 1sinlanmus disi B 1 giinliik 1sinlanmis erkek
3.70
u Klebsiella % Enterobacter d Flobsiclla B e
= Providencia ® Morganella

Sekil 3.22. C. capitata Mersin popilasyonu 1ginlanmig 1 giinliik erginlerinin cins dizeyinde
bagirsak bakteri yogunlugu (%).

C. capitata Mersin popilasyonu 1sinlanmamig 5 ginliikk erginlerin bagirsak florasinda sadece

Enterobacteriaceae (% 100) familyasina rastlanmistir (Sekil 3.23).

A 5 guinhik isinlanmanus disi B 5 giinlik 1smlanmamus erkek

= Enterobacteriaceae = Enterobacteriaceae

Sekil 3.23. C. capitata Mersin populasyonu 1sinlanmamig 5 ginlikk erginlerinin familya
diizeyinde bagirsak bakteri yogunlugu (%).

C. capitata Mersin popilasyonu 1ginlanmig 5 giinlik disilerin bagirsak florasinda esit oranda

Enterobacteriaceae (% 50) ve Streptococcaceae (% 50) familyalarina; 1ginlanmis 5 giinlik

erkeklerin bagirsak florasinda ise yogun olarak Enterobacteriaceae (% 85.71) ve daha az yogun

olarak Moraxellaceae (% 14.29) familyalarina rastlanmigtir (Sekil 3.24).
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A 5 glinlik 1smlanmus disi B 5 giinlik 1smlanmis erkek

N ' ‘

m Enterobacteriaceae = Streptococcaceae s Enterobacteriaceae = Moraxellaceae

Sekil 3.24. C. capitata Mersin populasyonu 1ginlanmig 5 giinliik erginlerinin familya dizeyinde
bagirsak bakteri yogunlugu (%).

C. capitata Mersin populasyonu 1sinlanmamis 5 gunluk disilerin bagirsak florasinda yogun

olarak Pantoea (% 96.55) ve daha az yogun olarak Klebsiella (% 3.45) bakterilerine;

isinlanmamis 5 ginlik erkeklerin bagirsak florasinda ise yogun olarak Pantoea (% 63.33) ve

daha az yogun olarak Klebsiella (%3 3.33) ve Enterobacter (% 3.33) bakterilerine rastlanmistir

(Sekil 3.25).

A 5 giinhik 1smlanmams disi B 5 giinhik isinlanmanug erkek
345

0

s Klebsiella = Pantoea m Klebsiella w Enterobacter » Pantoea

Sekil 3.25. C. capitata Mersin populasyonu 1ginlanmamig 5 ginliik erginlerinin cins dizeyinde
bagirsak bakteri yogunlugu (%).

C. capitata Mersin popilasyonu 1ginlanmig 5 giinlik disilerin bagirsak florasinda egit oranda

Providencia (% 50) ve Lactococcus (% 50) bakterilerine; 1sinlanmamig 5 giinlik erkeklerin

bagirsak florasinda ise yogun olarak Klebsiella (% 85.71) ve daha az yogun olarak Acinetobacter

(%14.29) bakterilerine rastlanmistir (Sekil 3.26).
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A 5 giinliik 1smlanms disi B 5 giinliik 1smlanms erkek

= Providencia » Lactococcus m Klebsiella Acinetobacter
Sekil 3.26. C. capitata Mersin popilasyonu 1ginlanmis 5 giinliikk erginlerinin cins dizeyinde
bagirsak bakteri yogunlugu (%).

C. capitata Mersin populasyonu i1sinlanmamig 15 ginlikk disilerin bagirsak florasinda sadece
Enterobacteriaceae (% 100) familyasina; 1sinlanmamig 15 ginlik erkeklerin bagirsak florasinda
ise yogun olarak Enterobacteriaceae (% 52.16) ve daha az yogun olarak Streptococcaceae (%

47.84) tamilyalarina rastlanmigtir (Sekil 3.27).

A 15 glinlik 1smlanmarms disi B 15 gilinlik 1smlanmams erkek

47.84

® Enterobacteriaceae = Enterobacteriaceae = Streptococcaceae

Sekil 3.27. C. capitata Mersin popilasyonu 1sinlanmamig 15 ginlik erginlerinin familya
diizeyinde bagirsak bakteri yogunlugu (%).

C. capitata Mersin popiillasyonu iginlanmig 1 giinlik erginlerin bagirsak florasinda sadece

Enterobacteriaceae (% 100) familyasina rastlanmistir (Sekil 3.28).
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A 15 giinliik 1smlanms disi B 15 gilinlik 1smlanmis erkek

s Enterobacteriaceae m Enterobacteriaceae

Sekil 3.28. C. capitata Mersin popiilasyonu 1ginlanmig 15 giinliik erginlerinin familya diizeyinde
bagirsak bakteri yogunlugu (%).

C. capitata Mersin popilasyonu 1sinlanmamis 15 ginlik digilerin bagirsak florasinda yogun

olarak Morganella (% 59.59) ve Pantoea (% 34.93) bakterilerine, daha az yogun olarak

Klebsiella (% 5.48) bakterisine; 1sinlanmamig 15 gunluk erkeklerin bagirsak florasinda benzer

olarak Morganella (% 50.68) ve Pantoea (% 47.84) bakterilerine, daha az yogun olarak

Klebsiella (% 1.48) bakterisine rastlanmigtir (Sekil 3.29).

A 15 giinliik 1smlanmamas d1§1 B 15 giinlik 1smlanmamis erkek
34 1.48

20

m Klebsiella = Morganella = Pantoea ™ Klebsiella = Morganella = Pantoea

Sekil 3.29. C. capitata Mersin popiilasyonu 1ginlanmamig 15 giinlik erginlerinin cins diizeyinde
bagirsak bakteri yogunlugu (%).

C. capitata Mersin popilasyonu 1sinlanmig 15 giinliik disilerin bagirsak florasinda yogun olarak

Pantoea (% 92.48)vedaha az yogun olarak Morganella (% 7.52) bakterilerine; 1ginlanmig 15

gunlik erkeklerin bagirsak florasinda yogun olarak Morganella (% 80.43) bakterisine, daha az

yogun olarak Klebsiella (% 15.22) ve Pantoea (% 4.35) bakterilerine rastlanmigtir (Sekil 3.30).
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A 15 giinhik 1smlanmis disi B 15 giinkik 1smlanms erkek

I 4.35

= Morganella = Pantoea m Klebsiella = Morganella = Pantoea

Sekil 3.30. C. capitata Mersin populasyonu 1sinlanmig 15 gunlik erginlerinin cins dizeyinde
bagirsak bakteri yogunlugu (%).
Isinlanmamis ve 1sinlanmigs Mersin popiilasyonu erginlerinin bagirsak florasi incelendiginde
K.oxytoca, K. pneumoniae, M.morganii, Providenciasp., L.lactis, Pantoeadispersa,
Enterobactersp.veAcinetobactercalcoaeticus tirlerine rastlanmigtir (Sekil 3.31). Isinlanmig 5
ginliik ve 15 giinlik erginlerin bakteri ¢esitliliginin birbirine benzer oldugu, 1 ginlik erginlerin
ise farkli oldugu gozlenmistir. Isinlanmamis 1 gunlik erginlerdeK. oxyfoca, K. pneumoniae, M.
morganii ve P. dispersa bakterileri bulunurken, 1sinlanmig erginlerde K. oxyfoca, M. morganii,
Enterobacter sp. Providencia sp. ve L. lactis bakterilerine rastlanmustir. A. calcoaeticusbakterisi
sadece 1sinlanmig 5 ginlik erkeklerde gorilmistir. 5 ginlik erginlerde yogun olarak P.
dispersa, ve K. oxytoca, bakterilerine; daha az yogun olarak K. pneumoniae, Providencia sp., L.

lactis, Enterobacter sp ve A. calcoaeticus bakterilerine rastlanmigtir,

15 gunlik erginlerde yogun olarak P. dispersa, M. morganii ve L. lactis bakterilerine; daha az
yogunlukta K. oxytoca ve Enterobacter sp. bakterilerine rastlanmigtir. 5 ginlik erginlerdeki
bakteri tiir sayisinin 1 ve 15 giinliik erginlerden daha fazla oldugu belirlenmistir. P. dispersa ve

K. oxytoca tirleri yastan bagimsiz olarak siirekli ve daha yaygin bulunmustur.
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Sekil 3.31. C. capitata Mersin popilasyonu erginlerinin tir diizeyinde bagirsak bakteri
yogunlugu (%).

C. capitata Antalya populasyonu iginlanmamig 1 giinlik erginlerin bagirsak florasinda sadece

Enterobacteriaceae (% 100) familyasina rastlanmistir (Sekil 3.32).

A 1 giinliik 1sinlanmanus disi B 1 giinliik 1simnlanmanus erkek

® Enterobacteriaceae = Enterobacteriaceae

Sekil 3.32. C. capitata Antalya popilasyonu iginlanmamig 1 giinlik erginlerinin familya
diizeyinde bagirsak bakteri yogunlugu (%).

C. capitata Antalya populasyonu 1sinlanmig 1 giinliilk erginlerin bagirsak florasinda sadece

Enterobacteriaceae (% 100) familyasina rastlanmistir (Sekil 3.33).
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1 giinlik 1smlanms disi 1 giinhik 1smlanms erkek
= Enterobacteriaceae s Enterobacteriaceae

Sekil 3.33. C. capitata Antalya poputlasyonu 1sinlanmig 1 giinlik erginlerinin familya diizeyinde
bagirsak bakteri yogunlugu (%).

C. capitata Antalya popiillasyonu 1sinlanmamig 1 gunlik disilerin bagirsak florasinda yogun

olarak Morganella (% 55.55) ve daha az yogun olarak Klebsiella (% 44.44) bakterilerine;

1sinlanmamig 1 gunlik erkeklerin bagirsak florasinda ise yogun olarak Klebsiella (% 70.59) ve

daha az yogun olarak Providencia (% 19.61) ile Pantoea (% 9.80) bakterilerine rastlanmistir

(Sekil 3.34).

A 1 giinliik 1gmlanmamus disi B 1 giinlik 1smlanmanus erkek

= Klebsiella = Morganella m Klebsiella » Providencia = Pantoea

Sekil 3.34. C. capitata Antalya populasyonu iginlanmamig 1 glnlik erginlerinin cins dizeyinde
bagirsak bakteri yogunlugu (%).

C. capitata Antalya popilasyonu 1ginlanmig 1 giinlik disilerin bagirsak florasinda yogun olarak
Klebsiella (% 62.31)ve daha az yogun olarak Enterobacter (% 37.69) bakterilerine; 1ginlanmig 1
ginliik erkeklerin bagirsak florasinda yogun olarak Providencia (% 75.13) ve daha az yogun
olarak Enterobacter (% 23.21) ile Pantoea (% 1.67) bakterilerine rastlanmigtir (Sekil 3.35).
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A 1 giinliik 1smlanmis disi B 1 giinliik 1smlanms erkek

m Klebsiella = Enterobacter u Enterobacter » Providencia = Panfoea

Sekil 3.35. C. capitata Antalya popilasyonu 1sinlanmig 1 giinliikk erginlerinin cins dizeyinde
bagirsak bakteri yogunlugu (%).

C. capitata Antalya populasyonu 1ginlanmamig 5 gunlik disilerin bagirsak florasinda yogun

olarak Streptococcaceae (% 94.83) ve daha az yogun olarak Enterobacteriaceae (% 5.17)

familyalarina; 1ginlanmamig 5  giunlik erkeklerin  bagirsak florasinda ise sadece

Enterobacteriaceae (% 100) familyasina rastlanmigtir (Sekil 3.36).

A 5 giinliik iginlanmanus disi B 5 giinliik 1smmlanmarms erkek
2‘57 a
= Enterobacteriaceae = Streptococcaceae = Enterobacteriaceae

Sekil 3.36. C. capitata Antalya popilasyonu iginlanmamig 5 ginlik erginlerinin familya
diizeyinde bagirsak bakteri yogunlugu (%).

C. capitata Antalya popilasyonu 1sinlanmig 5 giinlik disilerin bagirsak florasinda yogun olarak

Enterobacteriaceae (% 78.22) ve daha az yogun olarak Streptococcaceae (% 21.78)

familyalarina; 1ginlanmis 5 giinlikk erkeklerin bagirsak florasinda ise sadece Enterobacteriaceae

(% 100) familyasina rastlanmistir (Sekil 3.37).
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A 5 giinliik 1smlanmis disi B 5 giinliik 1smlanms erkek

= Enterobacteriaceae = Streptococcaceae = Enterobacteriaceae

Sekil 3.37. C. capitata Antalya poptlasyonu 1sinlanmig 5 giinlik erginlerinin familya diizeyinde
bagirsak bakteri yogunlugu (%).

C. capitata Antalya popiillasyonu 1ginlanmamis 5 gunlik disilerin bagirsak florasinda yogun

olarak Klebsiella (% 36.73) ile Morganella (% 34.18) ve daha az yogun olarak Lactococcus (%

28.57) ile Enterobacter (% 0.51) bakterilerine; 1sinlanmamis 5 ginlik erkeklerin bagirsak

florasinda ise yogun olarak Klebsiella (% 47.41) ile Morganella (% 43.10) ve daha az yogun

olarak Enterobacter (% 9.48) bakterilerine rastlanmigtir (Sekil 3.38).

A 5 giinlik 1gmmlanmams disi B 5 giinkik 1smlanmamis erkek
0.51 I‘.
m Klebsiella = Enterobacter
u Klebsiella = Enterobacter = Morganella
= Morganella = Lactococceus

Sekil 3.38. C. capitata Antalya populasyonu iginlanmamig 5 glnlik erginlerinin cins dizeyinde
bagirsak bakteri yogunlugu (%).

C. capitata Antalya popilasyonu 1ginlanmig 5 giinlik disilerin bagirsak florasinda yogun olarak

Enterobacter (% 61.22)ve daha az yogun olarak Klebsiella (% 38.78) bakterilerine; 1ginlanmig 5

gunlik erkeklerin bagirsak florasinda yogun olarakPantoea (% 71.43) ve daha az yogun olarak

Klebsiella (% 28.57) bakterilerine rastlanmigtir (Sekil 3.39).
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5 giinliik 1smlanms disi B 5 giinliik 1smlanmus erkek

o

m Klebsiella m Enterobacter m Kiebsiella Pantosii

Sekil 3.39. C. capitata Antalya popilasyonu 1sinlanmig 5 giinliikk erginlerinin cins dizeyinde
bagirsak bakteri yogunlugu (%).

C. capitata Antalya populasyonu iginlanmamig 15 gunlik digilerin bagirsak florasinda yogun

olarak Streptococcaceae (% 94.83) ve daha az yogun olarak Enterobacteriaceae (% 5.17)

familyalarina; 1ginlanmamig 15 ginlik erkeklerin  bagirsak florasinda ise sadece

Enterobacteriaceae (% 100) familyasina rastlanmistir (Sekil 3.40).

A 15 giinkik 1smlanmamis disi B 15 ghnlik isinlanmanus erkek
517

94,83

= Enterobacteriaceae = Streptococcaceae s Enterobacteriaceae
Sekil 3.40. C. capitata Antalya poputlasyonu isinlanmamig 15 giinlik erginlerinin familya
diizeyinde bagirsak bakteri yogunlugu (%).

C. capitata Antalya popiilasyonu 1ginlanmig 15 giinlik disilerin bagirsak florasinda sadece

Enterobacteriaceae (% 100) familyasina rastlanmistir (Sekil 3.41).
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A 15 giinlik 1smlanmis disi

m Enterobacteriaceae

Sekil 3.41. C. capitata Antalya popiilasyonu 1ginlanmig 15 giinliik disilerinin familya dizeyinde
bagirsak bakteri yogunlugu (%).

C. capitata Antalya populasyonu iginlanmamig 15 gunlik digilerin bagirsak florasinda yogun

olarak Lactococcus (% 94.83) ve daha az yogun olarak Klebsiella (% 5.17) bakterilerine;

isinlanmamig 15 ginlik erkeklerin bagirsak florasinda yogun olarak Klebsiella (% 82.61) ve

daha az yogun olarak Morganella (% 17.39) bakterilerine rastlanmigtir (Sekil 3.42).

A 15 ginlik 1sinlanmamus disi B 15 giinhik 1gmlanmams erkek
5,17

u Klebsiella B Lactococcus u Kiebsiella 8 Morganella

Sekil 3.42. C. capitata Antalya popiilasyonu 1ginlanmamig 15 giinliik erginlerinin cins diizeyinde
bagirsak bakteri yogunlugu (%).

C. capitata Antalya popiilasyonu 1ginlanmig 15 ginlik disilerin bagirsak florasinda yogun olarak
Enterobacter (% 61.39) ve daha az yogun olarak Lactococcus (% 21.78) ile Klebsiella (% 16.83)
bakterilerine rastlanmigtir (Sekil 3.43).
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A 15 glinlik 1smlanmis disi

m Klebsiella = Enterobacter ® Lactococcus

Sekil 3.43. C. capitata Antalya popiilasyonu 1sinlanmig 15 gunlik digilerinin cins dizeyinde
bagirsak bakteri yogunlugu (%).
Isinlanmamis ve 1sinlanmig Antalya popiilasyonu erginlerinin bagirsak florasi incelendiginde K.
oxytoca, K. pneumoniae, M. morganii, Providencia sp., L. lactis, P. dispersa ve Enterobacter sp.
turlerine rastlanmistir (Sekil 3.44). Isinlanmamis 1 ginlik ve 5 ginlik erginlerin bakteri
cesitliliginin birbirine benzer oldugu, 15 ginlik erginlerin ise farkli oldugu gozlenmistir.
Isinlanmamis 1 ginlik erginlerdeK. oxytoca, K. pneumoniae, M. morganii, P. dispersave
Providencia sp. bakterileri bulunurken, 1sinlanmig 1 glnlik erginlerde K. oxytoca, Enterobacter
sp. Providencia sp. ve P. dispersa bakterilerine rastlanmigtir. 5 giinliik erginlerde yogun olarak
K. oxytoca, P. dispersa ve Enterobacter sp. bakterilerine; daha az yogun olarak L. lactis, ve M.

morganii bakterilerine rastlanmigtir (Sekil 3.45).

15 gunlik erginlerde yogun olarak L. lactis ve K. oxytoca bakterilerine; daha az yogunlukta
Enterobacter sp. ve M. morganii bakterilerine rastlanmigtir. Bakteri tiir sayisinin yaglandikg¢a
azaldiginin belirlenmesinin yant sira K. oxytoca tirinin i1ginlama ve yastan bagimsiz olarak

surekli ve yaygin oldugu bulunmustur.
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Sekil 3.44. C. capitata Antalya popilasyonu erginlerinin tir diizeyinde bagirsak bakteri
yogunlugu (%).
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3.2.3. C. capitata ergin Bagirsaklarindan izole Edilen Bakteri 16S
rDNADizilerinin Filogenetik Analizi

C. capitata ergin bagirsaklarindan izole edilen bakterilere ait16S rDNA gen bolgesi
PCR ile ¢ogaltilmig ve DNA dizi analizi yaptirilmigtir. Geneious programi [110] ile
NCBI veri tabaninda her bir dizi verisinin BLAST analizi sonucunda bakterilerin cins

ve tirleri belirlenmistir.

Belirlenen ve veri tabamindaki turler arasindaki filogenetik iligki, MEGA6 [111]
programinda Neighbor Joining (NJ) [112] metodu ile Maksimum Likelihood (ML)
analizi ve 1.000 tekrarli Kimura-2-parametre (K2P) baz degisim modeli [113]
kullanilarak olusturulan NJ, ML agaglari ve bootstrap degerleri Sekil 3.46 ve 3.47°de
gosterilmistir. Shewanella irciniae (KJ372438) agaclarda dig grup olarak kullanilmistir.
Calismamizda Proteobacter ve Firmicutes subelerine ait bakterilere rastlanmigtir. Elde
edilen K. pneumoniae (Tr.Cc.Kp.1) izolat1 NCBI veri tabanindan elde edilen verilerden
(K. pneumoniae EU360791, EU360792, KC990817) farkli bir dal olusturmustur. Elde
ettigimiz  Enterobacter sp. (Tr.CcEn.1) izolati gen bankast verileri ile
karsilastinldiginda, Enterobacter sp.(KX953296, KX609732, KY672862)izolatlarindan
farkli bir grupta (klad) yer almistir. K. oxytoca (Tr.Cc.Ko.1) izolat: ise veri tabanindaki
K. oxytoca(AB004754, LC133345, Y17655) ile ayn1 yerde kiimelenmistir.

Calismamizdan elde edilen P. dispersa (Tr.Cc.Pd.1) izolati, veri tabanindaki P.
dispersa(EU239146, KP279652, KF527217) ile aym1 grupta yer almistir. Providencia
sp. (Tr.Cc.Pr.1) izolat1 ise Providencia sp. (KY910432, KX377568, KX879807) ile bir
grup olusturmustur. M. morganii (Tr.Cc.Mm.1) izolati, M. morganii (AB089244,
MF033453, JX875917) izolatlarinin olusturdugu gruptan farkli bir grupta yer almistir.
Calismamizdan elde edilen A. calcoaceticus (Tr.Cc.Ac.1) izolati veri tabanindaki
verilerden (A. calcoaceticus HQ180183, NR 042387, AB859067, AB626122) farkl bir
dal olusturmustur. S. maltophilia (Tr.Cc.Sm.1) izolat1 ise veri tabanindaki S. maltophilia
(DQ230920, FJ657669, NR_112030, AB008509) ile ayni grupta yer almistir. L. lactis
(Tr.Cc.L1.1) izolati, veri tabanindan alinan L. lactis (FJ859680, FJ429979, FJ429977,
AB100796) ile bir grup olusturmustur. ML metodu ile olusturulan agag, Enterobacter
sp. (Tr.Cc.En.1) izolat1 haricinde, NJ agaciyla benzer topoloji gostermektedir (Sekil 51
ve 52).
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Sekil 3.46. C. capitata ergin bagirsaklarindan izole edilen bakterilere ait filogenetik
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Sekil 3.47. C. capitata ergin bagirsaklarindan izole edilen bakterilere ait filogenetik
iligkiyi gosteren K2P model ve MLmetodu ile olusturulan agag.

3.24. C. capitata Ergin Bagirsaklarindan izole Edilen Bakteriler Arasindaki
Genetik Uzakhigin Hesaplanmasi

C. capitata ergin bagirsaklarindan izole edilen bakteriler arasindaki genetik uzaklik
degerleri MEGAG6 programinda K2P baz degisim modeli kullanilarak elde edilmistir
(Tablo 3.1).
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Genetik uzaklik degerleri incelendiginde; A. calcoeticus (Tr.Cc.Ac.1) izolat1 ile gen
bankasi verisi (A. calcoaceticus, HQ180183) arasinda % 0,29 (0.029) genetik uzaklik
bulunmustur. Enterobacter sp (Tr.Cc.En.1) izolat1 ile en buyiik genetik uzaklik degeri
% 0.15 (0.015) Enterobacter sp (KX609732) arasindadir. K. oxytoca (Tr.Cc.Ko.1)
izolat1 ile K. oxytoca (LC133345) arasindaki genetik uzaklik ¢ok azdir (% 0.03, 0.003).
K. pneumoniae (Tr.CcKp.1) izolatt ile en biiyiikk genetik uzaklik degeri ise % 0.28
(0.028) olarak K. pneumoniae (JQ003560) arasinda bulunmustur. L. lactis (Tr.Cc.LI1.1)
izolat1 ile L. lactis (FJ859680) arasindaki genetik uzaklik % 0.03 (0.003)tir. P.
dispersa (Tr.Cc.Pd.1) izolatt ile gen bankasi verisi P. dispersa (EU239146) birbirine
benzerdir. Providencia sp (Tr.Cc.Pr.1) izolat1 ile Providencia sp (KX377568) arasindaki
en buyik genetik uzaklik degeri % 0.15 (0.015) iken, S. maltophilia (Tr.Cc.Sm.1)
izolat1 ile S. maltophilia (F1657669) arasindaki en buylk genetik uzaklik degeri % 0.16
(0.016) bulunmustur. M. morganii (Tr.Cc.Mm.1) izolat1 ile en buyiik genetik uzaklik
degeri % 0.08 (0.008) M. morganii (MF033453) ve M. morganii (JX875917) arasinda

bulunmustur.
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3.3. Ureme orgam Bakterileri

3.3.1.Wolbachia Taramasi

Izmir popiilasyonundan 415, Mersin popiilasyonundan 142 ve Antalya popiilasyonundan 92 birey
Wolbachia spesifik primerler ile taranmistir (Tablo 3.2). Ceratitis capitata 6rmeklerinde Wolbachia

enfeksiyonu tespit edilememistir (Sekil 3.48).

Tablo 3. 2. Wolbachia taramasi yapilan C. capitata 6mekleri.

Toplanilan Yer, Wolbachia
Cinsiyeti (wspecF/wspecR)
I[zmir ¢ 0/175
I[zmir & 0/240

Mersin ¢ 0/73
Mersin & 0/69
Antalya ¢ 0/63
Antalya & 0/29
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L 12 3 4 65§ 6 7 8 9 10 1112 13 1415 16 17 18 19

L 12 3 4 66 7 8 9 10 1112 13 1416 16

Sekil 3. 48. Wolbachia primerleri ile gergeklestirilen aplifikasyon sonrasinda elde edilen PCR
tirtinlerinin jel gorintisi. (Ilk satir; L: Ladder, 1-2: Mersin ¢, 3-7 Mersin &, 8-
9: Antalya ©, 10-14 Antalya &, 15-19. Izmir ¢ -Ikinci satir; (L: Ladder, 1-6:
[zmir @, 7-16: Izmir &, NC: Negatif kontrol, E: Bos, PC: Pozitif kontrol).

3.3.2. Spiroplasma Taramasi

Izmir popiilasyonundan 415, Mersin popiilasyonundan 142 ve Antalya popiilasyonundan
92 birey Spiroplasma spesifik primerler ile taranmistir (Tablo 3.3). Izmir popiilasyonunda
17, Mersin populasyonunda 19 ve Antalya popiilasyonunda 3 ornekte pozitif kontrolden

farkli uzunlukta bantlar (Sekil 3.49) elde edilmistir.

Tablo 3. 3. Spiroplasma taramasi yapilan C. capitata 6rnekleri.

Toplanilan Yer, Spiroplasma
Cinsiyeti 63FGC/TK55pR
[zmir ¢ 0/175
Izmir & 0/240

Mersin & 0/73
Mersin & 0/69
Antalya ¢ 0/63
Antalya & 0/29
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Sekil 3.49. Spiroplasma primerleri ile gerceklestirilen aplifikasyon sonrasinda elde edilen PCR
tirinlerinin jel goriintileri. (A. Ilk satir; L:Ladder, 1-5: Mersin ¢, 6-10 Mersin -
Ikinci satir;L: Ladder, 1-6: Mersin 9, 7-10: Mersin &, NC: Negatif kontrol, PC:
Pozitif kontrol. B. Ilk satir; L: Ladder , 1-10 : Izmir &, 11-12: Antalya & -Ikinci
satir; L: Ladder, 1-10: Antalya ¢, PC: Pozitif kontrol, NC: Negatif kontrol. C. Ilk
satir;1-2: Mersin 9, 3-7: Mersin &, 8-9: Antalya ¢, 10-14: Antalya 3 ,L: Ladder -
Ikinci satirSekil 3. 1;1-10: IzmirQ,PC: Pozitif kontrol, E: Bos, NC: Negatif kontrol,
L: Ladder.

3.3.3. Cardinium Taramasi

Izmir popiilasyonundan 415, Mersin popiilasyonundan 142 ve Antalya popilasyonundan 92
birey r Cardinium spesifik primerler ile (Tablo 3.3) taranmig ve herhangi bir enfeksiyon tespit

edilememistir(Sekil 3.50).
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Tablo 3.4. Cardinium taramasi yapilan C. capitata 6rnekleri.

Toplanilan Yer, Cardinium
Cinsiyeti (CLOf1/CLOr1)
[zmir ¢ 0/175
Izmir & 0/240

Mersin & 0/73
Mersin & 0/69
Antalya ¢ 0/63
Antalya & 0/29

B OEWE & T 12 1 4 15

O . —— — ——

Sekil 3.50. Cardinium primerleri ile gerceklestirilen aplifikasyon sonrasinda elde edilen PCR
tirtinlerinin jel gorintileri. (Ilk satir; L: Ladder, 1-2: Antalya 9, 3-4: Antalya &, 5-
7: Mersin ¢, 8-12: Mersin &, 13-14: Mersin ¢, 15: Izmir Q-Ikinci satir; L: Ladder,
1-3: Izmir &, 4: Negatif kontrol.)

3.3.4. Arsenophonus Taramasi
Izmir popiilasyonundan 415, Mersin popiilasyonundan 142 ve Antalya popiilasyonundan 92

birey Arsenophonus spesifik primerler ile (Tablo 3.5) taranmis ve herhangi bir enfeksiyon

tespit edilememistir (Sekil 3.51).
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Tablo 3.5. Arsenophonus taramasi yapilan C. capitata ornekleri.

Toplanilan Yer, Arsenophonus
Cinsiyeti (ArsF/ArsR2)
[zmir ¢ 0/175
Izmir & 0/240

Mersin & 0/73
Mersin & 0/69
Antalya ¢ 0/63
Antalya & 0/29

2 345 67389 101112131415

Sekil 3.51. Arsenophonus primerleri ile gergeklestirilen aplifikasyon sonrasinda elde edilen
PCR iiriinlerinin jel goérintisi. (Ik satir;, 1-10: Izmir 9, 11-20: Izmir &, 21-26:
Mersin ¢, 27-29: Mersin &, L: Ladder-Ikinci satir; 1-10: Antalya §, 11-17: Antalya
A, 18-23: Mersin ¢, 24-28: Mersin &, 29: Negatif kontrol,Ladder.)
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3.3.5. Rickettsia Taramas

Izmir popiilasyonundan 415, Mersin popiilasyonundan 142 ve Antalya popiilasyonundan 92
birey Rickettsia spesifik primerler ile taranmig (Tablo 3.6) ve herhangi bir enfeksiyon tespit
edilememistir (Sekil 3.52).

Tablo 3.6. Rickettsia taramasi yapilan C. capitata 6rnekleri

Toplanilan Yer, Rickettsia
Cinsiyeti (RbF-RbR)
[zmir ¢ 0/175
Izmir & 0/240

Mersin & 0/73
Mersin & 0/69
Antalya ¢ 0/63
Antalya & 0/29

Sekil 3.52. Rickettsia primerleri ile gergeklestirilen aplifikasyon sonrasinda elde edilen PCR
tirtinlerinin jel goriintisi. (Ilk satir; L: Ladder, 1-2: Antalya 9, 3-4: Antalya £, 5-
7: Mersin ¢, 8-12: Mersin J, 13-14: Mersin @, 15: Izmir Q-lkinci satir; L:
Ladder, 1-8: Izmir &, NC: Negatif kontrol.)



4. BOLUM

TARTISMA-SONUC ve ONERILER

4.1. Tartisma

Polifag bir zararli olan Ceratitis capitata ile ilgili simdiye kadar pek ¢ok caligma
yapilmistir. Bu g¢aligmalar genellikle zararlinin 6nemi, biyolojisi, yayilist ve kimyasal
miicadelesi tizerinedir. Tarimsal zararlilarla miicadelede kullanilan kimyasal maddeler
basta insan sagligini ve ¢evreyi tehdit etmesi sebebiyle ¢evre dostu yontemlerin
gelistirilmesine oncelik verilmektedir. Bu amagla giinimiizde tarimsal zararlilarla
miicadelede daha gevreci ve etkinligi yiiksek kisir bocek teknigi (KBT), uyumsuz bocek
teknigi (UBT) gibi yontemler uzerine yogunlagilmaktadir. Calismamiz KBT
kapsaminda C. capitata bagirsagt ile treme organindaki bakteriyel c¢esitliligin
arastirilmast ve bu ¢esitliligin radyasyon ile degisiminin belirlenmesi Uzerine
yogunlagmistir. C. capitata mikrobiyotasinin karakterizasyonu ve bunlarin radyasyon
etkisiyle degisimi agisindan ¢aligmalar dinyada sinirlidir. Tirkiye’de ise herhangi bir

caligmaya rastlanmamigtir [53, 80, 83, 133].

KBT kapsaminda kisir boceklerin labortuvarda yetistirilmesi ve radyasyon nedeni ile
bakterit degisikligi konusunda arastirmalar yapilmistir. Bu gine kadar yapilan
caligmalar konuyu tam agikliga kavusturmamistir [53, 83]. UBT kapsaminda maternal
kalitilan ve konak¢i treme seklini maniplle eden bakteriler ve bunlarin kullanimi
lizerine aragtirmalar yapilmistir. Bunlar Gireme organindaki bakterilerin konakg¢1 fenotipi
ve genotipi Uzerindeki etkilerine yonelik ¢aligmalardir [40, 114-116]. Bu c¢aligmada
labortuvarda yetistirilen ve dogadan toplanan C. capitata erginlerinin barsak bakteri
florast iizerine 1ginlamanin etkisi aragtirlmigtir. Ayrica tireme organlarinda bulunan ve
boceklerin  tUreme sekillerini etkileyen Wolbachia, Arshenophonus, Cardinium,

Rickettsia ve Spiroplasma gibi bakterilerin taramast da gerceklestirilmistir.
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Kisir bocek saliverme teknigi zararlilarla kullanilan ¢evre dostu bir yontem olarak
entegre miucadele kapsaminda olduk¢a tercih edilmektedir. C. capitata‘nin kitle
uretiminde kisirlastirict dozun belirlenmesi i¢in yapilan ¢aligmalarda en uygun
radyasyon dozlarinin 50 ve 145 Gy arasinda oldugu, disik dozlarin (50, 60 Gy) ise
omur uzunluguna 6nemli bir etkisinin olmadig bildirilmigtir [56]. Calismamizda ise,
1sinlanmamig ve 1sinlanmig pupalardan ergin ¢ikisi incelendiginde kontrol grubu ile 50
ve 100 Gy dozlarda gamma 1ginina maruz birakilmig gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Disi birey ¢ikisina bakildiginda, kontrol grubu ile
1sinlananlar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir (P<0,05).. Erkek
bireylerde ise kontrol grubu ile 50 ve 100 Gy dozlarda gamma 1s1nina maruz birakilmig

gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (P<0,05).

Endosimbiyotik bakteriler i¢cin 6nemli bir ortam olusturan bocek bagirsagt aym
zamanda barindirdigt mikrobiyomu etkileyen farkli morfolojik ve fizikokimyasal
faktorler de igermektedir. Burada yer alan bakterilerin konukg¢usunu parazit ve
patojenlere karst korudugu disinilmekle birlikte bu rolleri heniiz tam olarak
aciklanamamistir [117]. Guniimiizde bocek bagirsak mikrobiyomunun aydinlatilmast ile
antimalariyal, antiviral, antikanserojen enzimler ve metabolitler belirlenebilecek ve
belirlenen patojenlere karsi  biyolojik miucadele kapsaminda etkili olarak
kullanilabilecektir. Yapilan ¢aligmalarda boceklerde zengin ve kompleks bir
mikroorganizma toplulugu bulundugu ifade edilerek, bunlarin ¢ogunlugunun patojen ve

zorunlu mutualist olduklarini belirtilmigtir [117-119].

Son zamanlarda ozellikle zararli boceklerin sindirim sistemlerindeki mikrobiyota
arastinlmakta ve belirlenen bakterilerin bu zararlilarin biyolojik miicadelesinde
kullanilabilecegi degisik metodlar iizerinde ¢alisilmaktadir. Bununla ilgili Leptinotarsa
decemlineata (Coleoptera: Chrysomelidae) larvalarinin bakteriyel florast tzerine
yapilan bir ¢alismada; Leclercia adecarboxylata, Pantoea agglomerans, Citrobacter
braakii, C. freundii, C. werkmanii, Enterobacter amnigenus, E. ludwigii, E.
nimipressuralis, E. hormaechei, , E. aerogenes, E. cloacae, E. cancerogenus ve
Klebsiella ornithinolytica turleri tammlanmis ve bu bakterilerin insektisidal etkileri
arastinlmistir.  Sonug olarak larvalara 1.8 x 10° ODeg konsantrasyonda Lecl.
adecarboxylata verildiginde 5 giin igerisinde % 100 ¢lum gergeklestigini dolayisiyla bu

bakterinin potansiyel biyolojik miicadele ajani olarak kullanilabilecegini belirtilmigtir
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[120]. Ay grup tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada ise ladin zararlisi olan Ips
typographus (L.)’tan 8 bakteri izolat1 (Bacillus sphaericus, Acinetobacter sp., Kluyvera
cryocrescens, Vagococcus sp., Proteus vulgaris ve Serratia liquefaciens) elde
etmiglerdir. En yuksek insektisidal etkiyi gosteren S. liquefaciens bakterisinin Ips
typographus turine karst biyolojik kontrol 6zelligine sahip oldugunu belirtmislerdir
[121]. Etkin bir biyolojik miicadele ajan1 belirlemek amaciyla Agrotis segetum Shchiff.
(Lepidoptera: Noctuidae) larvalart tizerinde yapilan bir ¢alismada, floradaki bakterileri
belirlemek i¢in VITEK 32 bakteriyel tanimlama sistemi kullanilmigtir. Sonug olarak
Bacillus sp., B.cereus, B. megaterium, Enterobacter aerogenes, Pseudomonas putida ve
Enterococcus gallinarum bakterilerinin yanisira sunulan g¢alismada da izole edilen
Enterobacter sp., Acinetobacter calcoaceticus ve Stenotrophomonas maltophilia turleri

tanimlanmis ve insektisit etkilerinin olup olmadig belirlenmeye calisilmigtir [122].

Boceklerin kisirlagtirilmast fikri modern insektisitlerin kullanmaya baglanmasindan
daha eskilere uzanmaktadir. Calismalardan elde edilen kanitlar kitle tiretimi ile tiretilen
boceklerde radyasyonun bocegin lehine olan bazi bakterileri yok etigini ve bazilarini
baskiladigini desteklemektedir. Lauzon ve Potter [83] SEM ve TEM kullanarak gamma
radyasyonuyla kisirlagtiilmis  boceklerin - bagirsak  florasinin - hasara ugradigini
gostermiglerdir.  Birgok calismada simbiyotik bakterilerin  probiyotik  olarak
kullanildiginda radyasyonun bagirsak mikrobiyotasindaki zararini tamir edebildigi

belirtilmigtir [80, 83].

Calismamizda 1ginlanmamis (0 Gy) ve 1sinlanmig (100 Gy) C. capitata laboratuvar ve
dogal populasyonlart (Mersin ve Antalya) 1, 5 ve 15 ginlik erginlerinin bagirsak
floras116S rDNA gen bolgesi kullanilarak aragtirillmistir. C. capitata laboratuvar
popilasyonu erginlerinin bagirsak florasinda yogun olarak Proteobacteria ve daha az
yogun olarak Firmicutes’e rastlanmistir. Floradaki Proteobacteria subesi tyeleri,
Enterobacteriaceae ve nadiren Xanthomonadaceae familyalarina ait bakterilerdir.
Firmicutes subesinden ise Streptococcaceae familyasina ait bakterilere rastlanmigtir.
Mersin ve Antalya popilasyonu erginlerinin bagirsak florasinda laboratuvar
popiilasyonu ile uyumlu gekilde yogun olarak Proteobacteria ve daha az yogun olarak
Firmicutes’e rastlanmistir. Floradaki Proteobacteria subesi lyeleri, Enterobacteriaceae
ve nadiren Moraxellaceae familyalarina ait bakterilerdir. Daha az yogun olan Firmicutes

subesinde ise Streptococcaceae familyasina ait bakterilere rastlanmigtir.
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Isinlanmamig ve 1ginlanmig Mersin  populasyonu erginlerinin  bagirsak florasi
incelendiginde K. oxytoca, K. pneumoniae, M. morganii, Providencia sp., L. lactis,
Pantoea dispersa, Enterobacter sp. ve Acinetobacter calcoaeticus tiirlerine
rastlanmigtir. Isinlanmig S giinliik ve 15 giinliik erginlerin bakteri ¢esitliliginin birbirine
benzer oldugu, 1 giinlik erginlerin ise farkli oldugu goézlenmigtir. Isinlanmamig 1
ginluk erginlerde K. oxytoca, K. pneumoniae, M. morganii ve P. dispersa bakterileri
bulunurken, 1sinlanmig erginlerde K. oxytoca, M. morganii, Enterobacter sp.
Providencia sp. ve L. lactis bakterilerine rastlanmistir. A. calcoaeticus bakterisi sadece
1sinlanmig 5 gunluk erkeklerde gorulmugtir. 5 ginlik erginlerde yogun olarak P.
dispersa ve K. oxytoca bakterilerine; daha az yogun olarak K. pneumoniae, Providencia
sp., L. lactis, Enterobacter sp.ve A. calcoaeticus bakterilerine rastlanmigtir. 15 ginlik
erginlerde yogun olarak P. dispersa, M.morganii ve L. lactis bakteri tiirlerine; daha az
yogunlukta K. oxytoca ve Enterobacter sp. bakterilerine rastlanmistir.1 ve 5 giinlik
erginlerdeki bakteri tiir sayisinin 15 glinlik erginlerden daha fazla oldugu belirlenmistir.
Ayrica P. dispersa ve K. oxytoca turlerinin 1ginlama ve yastan bagimsiz olarak daha
yaygin oldugu gozlemlenmigtir. Literatiirde yas ile bagirsak bakteri yogunlugu degisimi

tizerine bir ¢aligmaya rastlanmamaistir.

Lauzon [123], Tephritidiae familyas: bagirsak florasi tizerine yaptigr ¢alismada genel
floradaki bakterilerin fazla degisiklik gostermedigini ve bizim g¢alismamizla uyumlu
olarak baskin olarak Enterobacteriaceae familyasindan tirlerin bulundugunu; bagirsak
florasindaki bu tekduzelik ile mikrobiyota yapisinin sineklerin yagsam dongisi ve
beslenmesiyle yakindan iligkili oldugunu bildirmistir. Daser ve Brandl, baska bir
caligmada c¢esitli meyve sinegi erginlerinin bagirsak florasini incelemis ve verilerimizle
benzer sekilde Enterobacteriaceae familyasindan tiirlerin en yaygin tirler oldugunu

belirtmiglerdir [124].

Calismamizda, C. capitata laboratuvar ve dogal erginlerin bagirsak bakteri cesitliligi
arasindaki fark 6énemli bulunmustur. Dogal ergin bagirsak mikrobiyotasinin laboratuvar
irkina kiyasla tir bakimindan daha zengin oldugu saptanmigtir. Mersin ve Antalya’dan
toplanan dogal erginlerin bagirsak florasindaki tiirlerin birbiriyle benzer, laboratuvarda
yetistirilen erginlerden elde edilen turlerin farkli oldugu belirlenmistir. B. tryoni ve B.
cacuminata ile yapilan bir calismada laboratuvar ile dogal popilasyon bagirsak

mikrobiyom tur cesitliligi karsilagtirildiginda, calismamizla benzer sekilde dogal
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erginlerdeki bakteri gesitliliginin daha yiiksek oldugu bildirilmigtir [125]. Bagirsak
mikrobiyotasindaki tir gesitliligi ve tirlerin birbiriyle orani, ¢evresel kosullar ve
besinlerin farklilagmasiyla degisiklik gostermektedir. [40, 126, 127]. Sunulan ¢aligmada
yasam siresinin de bakteriyel cesitliligi etkiledigi yoniinde veri elde edilmistir. Omiir
uzadikga tiir sayist ve tirlerin birbirine oramt degisiklik gostermistir. Calismamizda
mikrobiyotadaki bakteri oranlarinin radyasyondan etkilenmedigi gozlenmistir. Bagirsak
florasindaki baskin tiirler Enterobacteriaceae familyasina aittir. Farkli popiilasyon ve
yastaki C. capitata o6rneklerinde Klebsiella, Pantoea, Morganella, Enterobacter ve
Lactococcus bakterilerinin daha yogun oldugu bulunmustur. Bununla birlikte
digerleriyle kiyaslandiginda laboratuvar 1rkinda Streptococcaceae familyasindan

Lactococcus cinsinin yogun oldugu gozlenmistir.

Radyasyonun bagirsak bakteri ¢esitliligi tzerine daha oOnce yapilan caligmalara
bakildiginda ise C. capitata bagirsak florasi bakteri ¢esitliligi ve oraninin 1ginlamadan
onemli derecede etkilendigi ileri striilmustir [80]. Dogal irk ve kitle Giretimi ile tretilen
isinlanmig  bireyler karsilagtinldiginda 1sinlama  sonrasinda Enterobacteriaceae
tiyelerinin oran ve ¢esitliliginin azaldig1 ve buna karsin Pseudomonas cinsi bakterilerin
arttig bildirilmistir [81]. Insanlarda radyasyon terapisi lzerine yapilan farkli bir
caligmada radyasyonun bagirsak florasinda olusturdugu degisim incelenmigtir.
Incelemeler sonunda Enterobacteriaceae ve Bacteroides iiyesi bakteriler artis
gosterirken  Bifidobacterium, Clostridium, Faecalibacterium turlerinin  azaldig

belirlenmisgtir [127].

Calismamizda laboratuvarda yetistirilen C capitata erginleri silkroz ve maya igeren
kontrollu diyet ile beslenirken dogal erginler polifag olmalarindan dolayr dogadaki
cesitli besin kaynaklanyla beslenmektedir. Dogal ergin bagirsak florasinda bakteriyel
cesitliligin yuksek olmasinin kontrolsiiz ve dogal diyetle beslenmelerinden ileri geldigi
dustntlmektedir. Ergin sivrisineklerin bagirsak mikrobiyomunun arastirildign bir
caligmada bizim sonuglarimizi destekler sekilde mikrofloranin bireyler arasinda farkls
oldugu ve cevresel faktorler ile degisiklik gosterdigi bildirilmistir [128]. Yine
Lymantria dispar (Lepidoptera: Erebidae) [129] ve Vespula germanica (Hymenoptera:
Vespidae) [130] ile yapilan ¢aligmalar diyet kompozisyonunun bagirsak mikrobiyotasi

tizerindeki etkisinin olduk¢a baskin oldugunu gostermektedir.



69

Anastrepha ludens (Diptera: Tephritidae) eski (30 yillik) ve yeni (2 yillik) laboratuvar
irklariyla yapilan bir galigmada erginlerin bagirsaginda bizim caligmamizla benzer
sekilde  Enterobacteriaceae (en yogun), Pseudomonadaceae, Vibrionaceae,
Micrococcaceae, Deinococcacea ve Bacillaceae (daha az yogun) familyalarindan
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae spp. pneumoniae, Serratia fonticola,
Enterobacter cloacae, E. sakazakii, Providencia alcalifaciens, P. rettgeri, P. stuartii,
Aeromonas hydrophila, Staphylococcus aureus, S. carnosus, S. xylosus, Lactococcus
sp., Enterococcus faecalis, Aerococcus viridans, Bacillus cereus ve Listeria sp. tirleri
tantmlanmistir. Bu tiurlerden B. cereus, E. sakazakii, P. stuartii ve P. aeruginosa sadece
yeni kolonide bulunurken; A. hydrophila ve K. pneumoniae spp. pneumoniae’ye
yalnizca eski kolonide rastlandigi bildirilmistir. Disi ve erkek bagirsaginda tiir ¢esitliligi
yontinden ¢ok az fark oldugu, calismamizla benzer sekilde bakterilerin eseyden
bagimsiz olarak metabolizmada ayni etkiye sahip olabilecegi belirtilmistir. Bunlarin
yani sira izole ettikler alti bakteri turtinde (Enterobacter cloacae, E. sakazakii, K.
pneumoniae spp., Providencia rettgeri, P. aeruginosa ve Bacillus cereus on iki
antibiyotigin etkisini arastirmiglar ve tim izolatlarin rifampisin ve streptomisine; altt
izolattan besinin ise penesillin ve ampisiline direngli oldugunu bulmuslardir.
Antibiyotige direncin farkli bakteri suslarini belirlemede, sineklerde tiir igi-tiirler arasi
rekabetin artirilmasinda ve direngli bakterilerin biyolojik miicadele ajant olarak

degerlendirilmesi yontinde kullanilabilecegini belirtmislerdir [131].

Boceklerdeki simbiyotik mikroorganizmalar konakgilarinin evrimi, biyoloji ve ekolojisi
tizerinde kritik rol oynar [69, 132]. Ureme orgamindaki simbiyotik bakterilerin en
onemli o6zellikleri, konagin cinsiyet belirleme strecine etki etmeleridir. Bu etki
sonucunda popilasyon cinsiyet oraninda degisiklige, cinsel o6zelliklerin farkll
geligsimine, tireme izolasyonuna ve sonugta tiirlesmeye neden olabilmektedirler [74-76].
Ureme sistemi tizerinde etkili olan endosimbiyontlar popiilasyon cinsiyet oranina etki
edebilmeleri o6zelligiyle zararlilarla miucadele igin kullanilabilmektedir [77, 85].

Uremeyi etkileyen endosimbiyontlardan en fazla arastirilant Wolbachia’ dir [88].

Bourtzis et al. [133] tarafindan yapilan bir ¢alismada Drosophila melanogaster ve C.
capitata’da Wolbachia varligl incelenmis ve C. capitata’da enfeksiyon gozlenmedigi
bildirilmigtir. Zchori-Fein ve Perlman [134] tarafindan gergeklestirilen bir ¢aligmada ise

icinde C. capitata’nin bulundugu 99 bocek tirtinde Wolbachia ve Cardinium taramast
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yaptlmigtir. Tarama yapilan turlerin % 24’tinde Wolbachia, % 6’sinda Cardinium
enfeksiyonu tespit edildigi, C. capitata’da herhangi bir enfeksiyona rastlanmadigi
bildirilmigtir. Bahsedilen her iki ¢aligma da bizim ¢aligmamizla uyumludur. Weeks et
al. [104] tarafindan yapilan bir bagka c¢aligmada 223 farkli tir izerinde Wolbachia ve
Cardinium’a yonelik tarama gergeklestirilmistir. Calisma sonucunda 223 tiiriin 16’sinda
Cardinium, 49’unda Wolbachia ve 7’sinde ise Cardinium ile Wolbachia koenfeksiyonu
tespit edilirken; Neotephritis sp. (Tephritiade)’ de enfeksiyona rastlanmadigi ifade
edilmistir. Rocha et al. [135] tarafindan yapilan bir c¢alismada ise C. capitata’da
Wolbachia taramasi yapilmis ve sonugta enfeksiyon oldugu bildirilmistir. Bu ¢aligma
haricinde C. capitata’nin Wolbachia tasidigina dair bagka bir veriye rastlanmamistir.
Augustinos et al. [136] Bacterocera dorsalis kompleksi (Diptera, Tephritidae) bes tiyesi
tizerinde yaptiklart ¢alismada Wolbachia, Spiroplasma, Arsenophonus, Rickettsia ve
Cardiniumr Ureme organi bakterilerini taramiglardir. Elde ettikleri sonuca gore B.
dorsalis kompleksi bes tyesinin higbirinde iireme organi simbiyont enfeksiyonuna

rastlamamuglardir.

Diger bir tireme organi simbiyontu olan Rickettsia, artropodlarda erkek olimiine sebep
olmaktadir. Lawson et al. [137] tarafindan Brachy stessellatus’da (Coleoptera:
Buprestidae) Rickettsia enfeksiyonu tespit edilmistir. Bir diger ¢aligma Werren et al.
tarafindan Adalia bipunctata [138]’da Rickettsia enfeksiyonu tizerinedir ve pozitif
sonu¢ alindigt bildirilmigtir. Bizim o6rneklerimizde ise Rickettsia enfeksiyonu
gortilmemigtir. Alleck et al. [139] tarafindan yapilan ¢alismada, Bactrocera zonata ve
Zeugodacus  cucurbitae (Tephritiade) tUreme orgamt simbiyontlar1 yoniinden
arastinlmigtir. Calismaya gore B. zonata’da Wolbachia, Spiroplasma ve Arsenophonus
enfeksiyonu tespit edilirken Z. cucurbitae'de Rickettsia ve Arsenophonus enfeksiyonu
bulundugu bildirilmigtir. Tsiamis et al. [140] B. dorsalis sensustricto, B. zonata, B.
cucurbitae, B. scutellaris, B. carambolae, B. correcta ve B. nigrofemoralis tirlerinde
Wolbachia, Spiroplasma, Cardinium, Rickettsia ve Arsenophonus taramasi
yapmiglardir. B. scutellaris, B. correcta ve B. nigrofemoralis turlerinde Wolbachia

enfeksiyonuna rastladiklarini bildirmiglerdir.

Kaya tarafindan yapilan calismada, C. capitata 1zmir popiilasyonu Arshenophonus,
Hamiltonella, Spiroplasma ve Rickettsia enfeksiyonu yoniinden incelenmigtir. Taranan

bireylerde Wolbachia, Hamiltonella ve Rickettsia enfeksiyonu tespit edilemedigi,
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Cardinium spesifik primerlerle c¢alisildiginda daha once literatiirde belirtilmeyen

uzunlukta PCR urtnleri elde edildigi bildirilmistir [141].

Bizim c¢aligmamizda taranan tG¢ C. capitata populasyonunda Wolbachia, Rickettsia,
Arsenophonus ve Cardinium enfeksiyonuna rastlanmamistir. Uyumsuz bocek teknigi
kapsaminda kullanabilmek agisindan Tirkiye’nin C. capitata enfeksiyonu gorilen diger

bolgelerinde bu iireme organi bakterilerinin taranmasi gerektigi diginiilmektedir.

Calismamizda C. capitata Izmir, Antalya ve Mersin popiilasyonlarinda taranan bir
bagka simbiyont Spiroplasma’dir. Spiroplasma’nin konak¢i treme sisteminde erkek
oldirme seklinde bir etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Akar, kene, predator ve
herbivor bocekleri enfekte ettigi bildirilen bu simbiyontun D. hydei‘de erkek oldiirmeye
sebep olmadigi, enfeksiyonun parazit arilara karst koruyuculuk sagladig: belirtilmigtir
[142-144]. Sunulan c¢alismada taranan orneklerin ¢ogunda Spiroplasma pozitif
kontrolden farkli uzunlukta bantlar elde edilmistir. Elde edilen PCR {riinlerinin baz
dizisi BLAST analizinde Pectobacterium ve Providencia cinsi bakterilere % 96
benzerlik gostermistir. Bu sebeple caligmalarin yeniden literatirdeki baska primerler

kullanilarak tekrarlanmasi gerektigi duginilmektedir.
4.2.Sonu¢ ve Oneriler

Sonug olarak; C. capitata birinci derecede ekonomik oOneme sahip bir zararli
durumundadir. Ozellikle Turunggiller gibi en onemli ihrag triinlerimizde kayiplara
neden olan bu zararliya kars1t miicadele olduk¢a 6nem kazanmaktadir. Yapilan kimyasal
micadele c¢alismalariyla etkin sonu¢ alinamamakta dolayisiyla daha farkli ve ¢evre
dostu yontemlerin kullanimi 6n plana g¢ikmaktadir. Bu amagla yeni bir yaklagim
geligtirilerek  zararlilarin ~ bakteri  floralann  tespit edilmekte ve belirlenen
mikroorganizmalarin  biyolojik miucadelede ile entegre micadele kapsaminda
kullanilmast i¢in stratejiler gelistirilmektedir. Calismamizda C. capitata’nin {reme
organt ve sindirim sistemlerindeki bakteri floralari tespit edilmeye, kitle tretimi ve
1sinlama ile bakteri yogunlugunun degisimi belirlenmeye calisgilmigtir. Elde edilen
verilerin bu zararlilara karsi gelistirilecek miicadele yontemleri konusunda alt yapi

olusturacag disinilmektedir.
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Konuk¢u iremesini kendi lehine manipiile eden bakterilerin kisir bocek saliverme
teknigi kapsaminda kullanimina dair pek ¢ok arastirma yapilmistir. Bizim ¢alismamizda
taranan ¢ C. capitata popilasyonunda Wolbachia, Rickettsia, Arsenophonus ve
Cardinium enfeksiyonu gorilmemigtir. Turkiye’nin C. capitata enfeksiyonu gorilen
diger bolgelerinde bu iireme organi bakterilerin taranmasinin uyumsuz bécek teknigi ile
zararli miicadelesinde kullanabilmek agisindan iyi olacagi disintlmektedir. Taramasini
gergeklestirdigimiz bir diger Ureme organt simbiyontu Spiroplasma’dir. Pozitif
kontrolden farkli uzunlukta elde edilen bantlardan dolayr c¢alismalarin yeniden

literatiirdeki bagka primerler kullanilarak tekrarlanmasi gerektigi digiinilmektedir.

Bagirsak mikrobiyotasinin belirlenmesi ¢aligmalarimizda, C. capitata laboratuvar ve
dogal erginlerin bagirsak bakteri ¢esitliligi arasindaki fark anlamli bulunmustur. Dogal
ergin bagirsak mikrobiyotasinin laboratuvar irkina kiyasla tir bakimindan daha zengin

oldugu saptanmigtir.

Bu calismada yasam siiresinin de bakteriyel cesitliligi etkiledigi yontinde veri elde
edilmistir. Omiir uzadik¢a tiir sayist ve tiirlerin birbirine oram degisiklik gostermistir.
Isinlanmamig ve 1sinlanmig ergin bagirsaklarindan elde edilen kolonileri DNA dizi
analizi ile belirlememize ragmen bakteri c¢esitliligine radyasyon ve eseyin etkisi
hakkinda soyleyebileceklerimiz kisitlidir. Ayrica laboratuvarda yetistirilen C capitata
erginleri siikkroz ve maya igeren kontrolli diyet ile beslenirken dogal erginler polifag
olmalarindan dolay1 dogadaki ¢esitli besin kaynaklariyla beslenmektedir. Dogal ergin
bagirsak florasinda bakteriyel cesitliligin yiksek olmasinin kontrolsiiz ve dogal diyetle

beslenmelerinden ileri geldigi diiginilmektedir.

Elde ettigimiz bu verilerin C. capitata’nin kitle uretiminde ve 1sinlama sonrasinda
bakteri-bocek birlikteliginin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan performans degisiklikleri
belirleyebilmek ve dogal bireylerle rekabet edebilir duruma getirebilmek i¢in yapilacak

caligmalara 1s1k tutacagi diginilmektedir.
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