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OZET

Trakya’daki Bazi Kene Tiirlerinde Sitogenetik incelemeler

Ug kene tiriniin, Hyalomma detritum, H. excavatum ve H. marginatum, hiicre
kultarine dayali karyotiplendiriimesini amacglayan bu ¢alismada, primer hicre
kalturlerini kurmada basari saglanamadigindan karyotiplendirme yapilamamis, ancak
genom buayuklukleri flow sitometrik olarak oOlgculmuastir. H. detritum’un disisi ve
erkeginin haploid genom buyUukligu sirasiyla 1046 Mbp (1.07 pg) ve 861 Mbp (0.88
pg), H. excavatum’un 1086 Mbp (1.11 pg) ve 949 Mbp (0.97 pg) ve H. marginatum’un
1213 Mbp (1.24 pg) ve 968 Mbp (0.99 pg) olarak bulunmustur. XX:XO cinsiyet
belirleme sistemi bulunan bu kene turlerinde disi ve erkek genom buyUklugu
arasindaki fark X kromozomunun buyukligine denk geldiginden, H. detritum, H.
excavatum ve H. marginatum’un X kromozomunun sirasiyla 0.19 pg, 0.14 pg ve 0.25
pg DNA igerigine sahip oldugu anlasiimistir.

Vi



ABSTRACT

Cytogenetic Investigations on Some Tick Species from Turkish Thrace

In this study aiming karyotyping of three tick species, Hyalomma detritum, H.
excavatum and H. marginatum, based on cell culture, karyotyping could not be
achieved because of failure in establishing primary cell cultures; however their
genom sizes were measured flow cytometrically. The haploid genom sizes of female
and male H. detritum were found to be 1046 Mbp (1.07 pg) and 861 Mbp (0.88 pg),
respectively, while H. excavatum 1086 Mbp (1.11 pg) and 949 Mbp (0.97 pg), and H.
marginatum 1213 Mbp (1.24 pg) and 968 Mbp (0.99 pg), respectively. Since
differences in the haploid genom size of the female and male of these ticks which
have an XX:XO sex determination system indicate X chromosome size, it is
understood that the X chromosome of H. detritum, H. excavatum and H. marginatum
may be composed of as much as 0.19 pg, 0.14 pg and 0.25 pg of DNA, respectively.

Vi



1. GIRiS

Toplum kokenli enfeksiyonlarin  %60’n1 zoonotik enfeksiyonlar meydana
getirmektedir (Oztlirk 2008). Keneler diinya capinda insan hastaliklari agisindan
sivrisineklerden sonraki ikinci buyuk vektor grubudur. Evcil ve yaban hayvanlarinda
ise hastalik etkenlerinin bir numarali vektorudur; bulastirdiklari hastaliklarin yani sira
kan emdikleri hayvanlarda gug¢ kaybi, verim dusuklugu, hatta kiiguk hayvanlarda asiri
anemi dolayisiyla dlumlere yol acar ve bundan dolayl oldukga buyuk ekonomik
kayiplara neden olur (Jongejan ve Uilenberg 2004, de la Fuente ve ark. 2008, Aktas
2008). Kentlesme, cevresel kaynaklarin kullaniimasi ve agik hava rekreasyonel
faaliyetleri insanlarin kenelerle temas etmesini ve kene kaynakli patojenlerin
bulagmasini arttinir.  Ayrica, iklim degigikligi nedeniyle kene populasyonlari
geniglemektedir. Bundan dolayi, yeni ve yeniden ortaya cikan kene kaynakl
hastaliklar halk sagligi Uzerinde dinya genelinde ¢ok blyuk bir etki yaratmaktadir
(Estrada-Pefa ve ark. 2014, de la Fuente ve ark. 2016).

Tarkiye iklimi, yuzey sekli ve bitki ortusi bakimindan, kenelerin biyolojik
aktivitelerini surdirmek ig¢in uygun kosullara sahip bir Glkedir; bu nedenle Ulkemizde
pek ¢cok kene turine rastlamamiz mumkundar (Guler 1982, Guller ve ark. 1993).
Tarkiye’den bugline kadar 41 tanesi Ixodidae ve 8 tanesi Argasidae ailesinden olmak
Uzere toplam 49 kene turU bildirilmigstir (inci ve ark. 2016, Kar ve ark. 2017, Orkun ve
Karaer 2018). Bunlardan Hyalomma cinsine ait H. anatolicum, H. detritum, H.
dromedarii, H. excavatum ve H. marginatum Qgibi turler Ulkemiz dahilinde ve
yayildiklari bolgelerde sigir, koyun ve kegilerde tropikal tayleriyoza neden olan bazi
Theileria turlerinin 6nemli vektorudur. Ayrica sigirlardaki babesioz etkeni olan
Babesia occultans ve riketsial enfeksiyon etkeni Rickettsia aeschlimannii bu kene
turleri ile bulastinlan patojenlerdir (Aktas ve ark. 2014, Bakirci ve ark. 2015, Keskin
ve Bursali 2016, Ribeiro ve ark. 2017). H. marginatum Avrupa’da ve ulkemizde Kirim-
Kongo kanamali atesi virusunun esas vektorudur (Vatansever ve ark. 2007) ve H.
excavatum’a da bu virlsun suUpheli vektori olarak bakilmaktadir (Ribeiro ve ark.
2017).

Konak bulma, konak Uzerinde uzun sure beslenme, kitin sentezi, emilen kanin
konsantre edilmesi, hemoglobin sindirimi, hem detoksifikasyonu, vitellogenez, treme,
yumurtlama, konaktan ayri uzun sire yasayabilme, kene-konak-patojen iligkileri ve
pestisitlere direng gelistirebilme gibi keneye 6zgu parazitik sureglerin molekuler ve
genetik temelinin bilinmesi kene ve kene kaynakli hastaliklarin kontrolinun etkili ve
cevre dostu bir bigimde saglanmasinda énemli bir ¢igir agacaktir (de la Fuente ve
ark. 2016, Gulia-Nuss ve ark. 2016). Karyotiplendirme, fizik haritalar ile dizi ve
baglanti haritalari kene evrimi ile filogenisinin ve parazitik strecglerin molekiler ve
genetik temelinin anlasilmasinda vazgecilmez araclardir (Valenzuela ve ark. 2002,
Hill ve Wikel 2005, Gulia-Nuss ve ark. 2014). Genom buyukliginin belirlenmesi,
genomik calismalara karar vermede vyararli bir baslangic noktasidir, ¢unkli ne
bayuklukte bir genomun dizileneceginin bilinmesi genom projesinin maliyetinin
belirlenmesi igin gereklidir (Geraci ve ark. 2007).

Bu calismada ulkemizde de insan ve hayvan saghgr acgisindan oOnemli
vektorler olan Hyalomma detritum, H. excavatum ve H. marginatum'un
karyotiplendiriimesi ve genom buyukligunun belirlenmesi amacglanmigtir.



2. GEREG ve YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Kene ornekleri

Sitogenetik ve flow sitometrik ¢calismalarda Dog. Dr. Sirn Kar (Tekirdag Namik
Kemal Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Bolimu) tarafindan Trakya'nin
cesitli bolgelerinden sigirlardan toplanarak kolonize edilmis ve konvansiyonel
yontemler ile tur tayini yapilmis olan Hyalomma detritum, H. excavatum ve H.
marginatum turu keneler kullanildi.

2.1.2. Sitogenetik analizler i¢in kimyasallar

2.1.2.1. Hucre kulturia besi ortami

Bir litre besi ortami 13.8 g toz besi ortami [L-15 Medium (Leibovitz) (L4386
SIGMA), L-glutamin igeren toz besi ortami] icerecek sekilde hazirlandi. igerisine 3.7 g
sodyum bikarbonat (ChemCruz sc203271A) eklenerek karbondioksit icermeyen
etivde kullanilabilecek formulasyon elde edildi. pH 7’ye ayarlandi ve filtre edilerek
sterilizasyonu sagland. igerisine 80 mM glukoz (Sigma 16301), %10 triptoz fosfat
broth (Sigma T9157), %20 isiyla inaktive edilmis fotal sigir serumu (Gibco 10270),
100U/ml penisilin-streptomisin-amfoterisin B (Sigma A5955) ve %1 100mM L-
glutamin (Techlabs 609.065-ZL) eklenerek kultlr besi ortami elde edildi.

2.1.2.2. Hipotonik sollisyon
0.075 M KCI (Sigma 12636)

2.1.2.3. Carnoy fiksatifi
3:1 oraninda metanol (Merck 1754008 447) ve glasiyal asetik asit (Merck
K44534763319) karistirilarak hazirlandi.

2.1.2.4. Tripsin sollisyonu
0.1 g tripsin (Multicell 625-035-EG) ve 0.9 g NaCl (Sigma S-3014) 100 ml gift
distile suda ¢ozuldu. pH 7’ye ayarlandi.

2.1.2.5. Giemsa sollisyonu

42.9 ml 0.133 M K2HPO4 (Sigma 04243) solisyonu ve 57.1 ml 0.133 M
Na2HPO4 (Sigma 04273) solusyonu karistirihp 4 ml'si atildi. Geriye kalan karigima 4
ml Giemsa boyasi (Merck HX068167) eklenerek %4’lik Giemsa solisyonu elde
edildi.
2.1.3. Flow sitometrik analizler i¢cin kimyasallar
2.1.3.1. Galbraith tamponu

4.26 g MgCI2 (21mM), 8.84 g sodyum sitrat (30mM), 4.2 g 3-[N-morfolino]
propan sulfonik asit (“MOPS”) (18mM), 1 ml triton X-100 ve 1 mg kaynatimis

ribonlkleaz A 1 L ¢ift distile suda ¢dzluldu. pH 7.2’ye ayarlandi, 0.22 um filtreden
suzildu ve 4°C’de kullanilana kadar saklandi.

2.1.3.2. Propidyum iyodiir (Pl) boyasi
25 mg PI, 5 ml ¢ift distile suda ¢6zuldu.

2.1.3.3. Pl caligma soliisyonu (0.5mg/ml)



5 ml (5mg/ml) Pl boyasi 45 ml Dulbecco’s PBS ile 0.1 mg/ml'ye seyreltildi.
2.2. Yontem
2.2.1. Sitogenetik analizler
2.2.1.1. Orneklerin hazirlanmasi

2.2.1.2. Yumurta (embriyo) dezenfeksiyonu ve ekim

Kene embriyonik hicre kultlrh olusturmak igin yumurtalar dnce dezenfeksiyon
isleminden gegirildi. Bunun i¢in yumurtalar 10 mm plastik petri kabi (Sarstedt
83.3902) icerisinde iki defa %70’lik etanol ile yikandi. Bes dakika tween 20 (Biomatik
Corporation 9005-64-5) iceren %70’lik etanol icerisinde bekletildi (10 ml %70 etanol
icerisine 50 pl tween 20 eklenerek hazirlandi). iki defa deiyonize su ile yikandiktan
sonra HBSS (Hanks’ balanced salt solution, Sigma H9269) icerisine alindi. Bu
asamadan sonra yumurtalarin pargalanmasi ve embriyonik hucrelerin birbirinden
ayrilmasi igin HBSS igerisindeki yumurtalar steril cam baget ile ezilerek pargalandi.
Tam yumurtalarin pargcalanmasi ile elde edilen lizat 15 ml’lik steril santriflij tipine
aktarildi. 1200 rpm hizda 5 dakika santrifij igslemi gerceklestirildi. Dokelti
uzaklastirildi ve ¢okelti Gzerine 33°C’ye 6nceden isitiimis 5 ml taze besi yeri eklendi.
Cozelti haline gelen ¢okelti T25 flasklara alindi ve inkibasyona birakildi. Tum kene
turlerinde inkiibasyon igin etlv 33°C’ye ayarlandi.

2.2.1.3. Metafazlarin elde edilmesi

Kalture veya hucre suspansiyonu uzerine 50 pl kolsisin sollisyonu ilave edilip
karistirnildi. 1.5 saat slrreyle 33°C etlivde inklibe edildi. Stre sonunda kultur tipundeki
materyal dibi konik cam santriflj tUpune aktarildi. 1500 rpm’de 7 dakika santrifij
edildi. Dokelti atildi, ¢dkelti cam pastor pipeti ile karistirildi. Uzerine 8 ml hipotonik
solusyonu (0.075 M KCI) eklendi. 33°C etuvde 15 dakika inkibe edildi. Sure sonunda
1500 rpm’de 7 dakika santrifij edildi. Dokelti atildi, ¢Okelti cam pastor pipeti ile
karigtinldi ve Uuzerine 5 ml yeni hazirlanmig Carnoy fiksatifi (3:1 oraninda
metanol:glasiyal asetik asit) eklendi. 1500 rpm’de 7 dakika santrifiij edildi. Carnoy
fiksatifiyle ylkama asamasi U¢ defa tekrarlandi.

2.2.1.4. Yayma preparat

Son santrifij islemini takiben tiplin dibinde ¢okelti ve 0.5 ml fiksatif kalacak
sekilde dokelti atildi. Cokelti iyice karistirildi ve ¢okeltiden bir damla nefesle yuzeyi
nemlendiriimis lamlara damlatilarak homojen bir sekilde yayillmasi saglandi. Yayma
preparatlar 37°C etlvde 3 gln sure ile yaglanmaya birakildi.

2.2.1.5. Bantlama

Yaslandiriimis preparatlar 1-2 dakika tripsin solusyonu ile muamele edildi,
sonra akan musluk suyu altinda yikandi. 5-6 dakika %4’lik Giemsa sollisyonunda
bekletildi. Boyanmig preparatlar akan musluk suyu altinda yikandi, kurutma kagidi
arasinda kurutuldu ve mikroskopta kontrol edildi.

2.2.2. Flow sitometrik analizler
2.2.2.1. Orneklerin hazirlanmasi

2.2.2.2. Ergin bireylerden 6rneklerin hazirlanisi



Kenelerden hlcre nikleuslarinin eldesi Desalle ve ark. (2005)'nin gelistirmis
oldugu metodun degistiriimis sekli kullanilarak gergeklestirildi. Bu amagla
mikrocerrahi seti kullanilarak disi ve erkek keneler stereo mikroskop altinda ayri ayri
disekte edildi. Her bir tur igin her bir tipe ayni cinsiyete ait U¢ keneden disekte edilen
synganglia ve tukurik bezi dokulari alindi. Bir ml Galbraith tamponunda hucreler
ezildi (Galbraith ve ark. 1983). Daha sonra hucre lizatt 40 pm naylon filtrelerden
suzuldu ve Pl boyama igin hicre nukleus suspansiyonlari elde edildi.

2.2.2.3. Larvalardan orneklerin hazirlanisi

H. excavatum turine ait kene larvalarinda nukleus preparatlarinin
hazirlanmasi igin larvalar soguk porselen havan igerisinde 1 ml Galbraith tamponu
kullanilarak ezildi. Daha sonra hucre lizati 40 ym naylon filtrelerden stzuldi. Elde
edilen nukleus suspansiyonu Pl boyama icin 1:10 oraninda Galbraith tamponu ile
seyreltildi.

2.2.2.4. Propidyum iyodiir (Pl) ile 6rneklerin boyanmasi

Nukleus preparatlart Pl ile boyanmadan o©Once, genom buyukligunun
hesaplanmasinda standart olarak kullanilan Gallus domesticus (tavuk) kirmizi kan
hiicre silispansiyonu bir tiipte yaklasik 1.5x10° son konsantrasyon olacak sekilde
hazirlandi ve drnek tlpleri icerisine de internal kontrol olarak ayni Gallus domesticus
kirmizi kan hucre suspansiyonu eklendi. Daha sonra orneklerin Gzerine hazirlanan Pl
calisma soliisyonundan 100 pl (75 puM) Pl boyasi eklendi. Ornekler yaklasik 30
dakika 4°C’de karanlik bir ortamda Pl boyanma islemi igin bekletildi.

2.2.2.5. Flow sitometrik olgiimler

Hazirlanan nukleus suspansiyonlari BD Facs Calibur flow sitometri cihazinda
(BD Biosciences, USA) 488 nm 20 mW eksitasyon output (¢ikisina) ayarl argon-iyon
lazer kullanilarak analiz edildi. Eksite edilmis (uyariimis) materyalden Pl Floresan
lazer emisyonu 623 nm dalga boyunda 20 nm spektral bantta ayarlanmis bir foto
multiplikator kullanilarak kaydedildi. Elde edilen verilerde sapmalari engellemek igin
disarda kalan forward ve site scatter sinyalleri kapilama (gating) islemi uygulandi
(Sekil 2.1). Histogramlarin olusturulmasi igin partikiler duzeyde Pl isima olgulari
kullanildi (Sekil 2.2). Genomik buyuklik hesaplamasi icin 2C Gallus domesticus
kirmizi kan hicre suspansiyonu ve kene nlkleus suUspansiyonlarina ait
histogramlarda medyan 1sima sinyalleri ayri ayri kapilar (gate) alinarak
gerceklestirildi. Her bir érnek igin, ortalama olarak 30.000 nikleus sayildi. TUm bu
islemler BD CellQuest™ yazilimi kullanilarak gergeklestirildi.
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Sekil 2.1. H. excavatum disi ve erkek oOrneklerinde Pl boyasi ile flow sitometri olgiimleri. R1
kapilanmis Gallus domesticus kirmizi kan hiicre nikleus sinyallerini, R2 kapilanmis H. excavatum
erkek bireylere ait nlkleus sinyallerini, R3 ise kapilanmis H. excavatum disi bireylere ait nukleus
sinyallerini géstermektedir.
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Sekil 2.2. PI floresan sinyallerine ait histogramlar. Kirmizi renkli histogram Gallus domesticus’a ait 2C
(diploid) genomu, yesil renkli histogram H. excavatum erkek bireylere ait 2C genomu ve pembe
histogram H. excavatum disi bireylere ait 2C genomu gostermektedir.

2.2.2.6. Genom biiyukligliniin hesaplanmasi
Genom bulyukligunin hesaplanmasinda standart olarak kullanilan Gallus
domesticus kirmizi kan hicrelerine ait 2C (diploid) genom degeri daha 6nce yapilan



calismalarda 2.33 pg DNA olarak belirlenmistir (Geraci ve ark. 2007). Ayrica, 1 pg
DNA 0.978x10° baz ciftine karsilik gelmektedir.

Yapilan bu g¢alismada, genom buyukliginuin saptanmasinda Dolezel ve ark.
(2003)’'nin tanimladig1 déntugim formuld kullanildi. Genom buayUklugu (GS)viinmeyen=
GSstandart X PI-Flouriinmeyen/Pl-flourstandart formali kullanilarak hesaplandi.



3. BULGULAR

3.1. Sitogenetik bulgular
Hucre ekiminin hemen sonrasinda kultirde canli embriyonik hlcre ve hucre

kimelerinin varhgi gozlenmigtir (Sekil 3.1). Primer kllturde hicrelerin tutunmaya ve
¢ogalmaya basladigli gozlenmistir. Ancak yumurtalarin pargalanmasi ile beraber bazi
turlerde daha yogun olmakla beraber tum yumurtalarda bulunan endosimbiyont
mikroorganizmalar kultur ortamina dagilmistir. Bu mikroorganizmalarin varligi besi
ortamindaki nutrientlerin gok hizli tikenmesine ve ortamin asitliginin hizla artmasina
neden olmustur. Sekil 3.2a’da tutunan ve ¢gogalmaya baslayan embriyonik hicreler
gozlenmektedir. Sekil 3.2b’de ise yaygin simbiyont mikroorganizma kontaminasyonu
g6zlenmektedir.
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Sekil 3.1. Primer hlcre kiltiranun ilk kuruldugu ana ait mikrograf. Canli hiicreler ve hiicre kiimeleri
oklarla gosterilmistir.



Sekil 3.2. ) Kdltar kan tutunmus hicre ok. b) Simbiyont irooganimalarl nfekte olmg
klltdr besi ortami.

Kultdr agsamasinin basinda karsilasilan bu problemi ¢6zmek amaci ile kulturler
yuksek dozda antibiyotik ve antifungal iceren besi ortami ile yikanmistir. Ancak in
vitro kosullarda boélinme hizi zaten dusik olan bu hicrelerin antibiyotigin artan
dozlarina kargi ¢ok hassas oldugu goézlenmistir. Yuksek doz antibiyotik ve antifungal
iceren besi ortami ile yikanan kltirlerde az sayida tutunan hicreler de hizla yikima
ugramiglardir. Sekil 3.3’te de gdzlendigi sekilde, her Gg ture ait kilttirde htcrelerde
bluyuk vakuoller olusmus ve hlcreler 6lume gitmigtir.



g
Sekil 3.3. Primer hicre kiltiriinde gozlenen fibroblast benzeri hiicreler (kalin ok) ve kiresel hiicreler
(ince ok). Hiicrelerdeki vakuolizasyon belirgin sekilde gdzlenmektedir.

Hucre kudltarlerinden kromozom eldesi dolayisi ile sitogenetik analiz
yapilabilmesi icin hlcre kuilttrlerinin T25 flaskin en az %60’in1 kaplamasi ve yuksek
mitotik indeks gerekmektedir. Simbiyont bakteri baskisi nedeni ile kurulan kultirlerin
higbirinde bu yogunlukta hiicre elde edilememigtir.

Yumurtadaki spontan metafaz sikhdini gézlemek ve mumkun olursa dogrudan
yumurtadan sitogenetik analiz yapmak icin de denemeler gergeklestiriimigtir.
Yumurtalar bastaki dezenfeksiyon ve pargalama iglemini takiben ekim yapilmadan
dogrudan kolgisin ile muamele edilerek spontan metafazlarin eldesi saglanmistir.
Daha sonra yayma preparatlar hazirlanmis ve G-bantlama iglemleri uygulanmigtir.
Bu yontemle yumurtalardan c¢ok az sayidaki metafaz elde edilmistir. Ancak bu
metafazlarin kalitesi de sitogenetik analiz yapmak icin yeterli olmamistir (Sekil 3.4).



Sekil 3.4. lyi yayilmadigi igin karyotiplendirilmesi miimkiin olmamis metafaz kromozomlari.

Son olarak bagirsak ve malpigi tuplerinden doku kultird kurulmaya
calisiimistir. Erigskin kenelerden alinan dokular besi ortami icerisinde bisturi
kullanilarak parcalanmigtir. Elde edilen doku pargalari ile ekim yapilmistir. Bu sekilde
olusturulan kultirlerde hicreler ilk basta tutunmus (Sekil 3.5), ancak ¢ok kisa sure
sonra 6lmeye baslamistir. Embriyonik hicre kaltira icin formulize edilen besi ortami
erigkin kenelerin hucrelerinin cogalmasini destekleyememisgtir.

Sekil 3.5. Pargcalanmis bagirsak ve malpigi tlpleriyle kurulmus kultirde vakuolizasyon gdsteren
fibroblast benzeri hiicreler.

3.2. Flow sitometri bulgular

Her bir tarun erigkin digi ve erkeginden Uger tane olmak Uzere toplam 18
kenede flow sitometrik Slctimler yapilmistir. Olgiimler Ucerli havuzlar seklinde
yapllmistir. Hyalomma excavatum’ a ait flow sitometri sonucu Sekil 3.6'de, H.
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marginatunr’a ait flow sitometri sonucu Sekil 3.7'de ve H. detritum’a ait flow sitometri
sonucu Sekil 3.8'de gosterilmistir. Flow sitometrik dlgimlerden hesaplanan ortalama
genom buyuklikleri Tablo 3.1°de gosterilmigtir.
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Sekil 3.6. H. excavatum tirline ait flow sitometri dlgimleri. M1: Gallus domesticus; M2: H. excavatum
erkek bireyler; M3: H. excavatum disi bireyler.
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Sekil 3.7. H. marginatum ve H. detritum tirlerinin erkek bireylerine ait flow sitometri dlgiimleri. M1:
Gallus domesticus; M2: H. detritum erkek bireyler; M3: H. marginatum erkek bireyler.
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Sekil 3.8. H. marginatum ve H. detritum turlerinin disi bireylerine ait flow sitometri élcimleri. M1:
Gallus domesticus; M2: H. detritum disi bireyler; M3: H. marginatum digi bireyler.

Tablo 3.1. Hyalomma cinsi Ug¢ tir kenenin genom buyuklagu verileri.

Tiir 2C GB pg (DNA) 1C GB pg (DNA) 1C GB (Mbg)
H. detritum & 1.75 0.88 861

H. detritum 213 1.07 1046

H. excavatum & 1.94 0.97 949

H. excavatum < 2.21 1.1 1086

H. marginatum & 1.98 0.99 968

H. marginatum < 248 1.24 1213

2C: Diploid genom, 1C: Haploid genom, GB: Genom buyukligu, pg: Pikogram, Mbg: Mega baz cifti.

Hyalomma cinsi kenelerde haploid genom buyuklugu karsilastinidiginda, H.
marginatum tard kenelerin en blyuk genoma sahip oldugu, H. detritum tira kenelerin
ise arastirilan turler iginde en kuguk genom buyukligune sahip oldugu gorulmektedir.
Bununla beraber, H. excavatum ile H. marginatum genom bUyukligunun erkek
bireylerde; H. detritum ile H. excavatum genom buyuklugunun digi bireylerde birbirine

yakin oldugu goze ¢arpmaktadir.
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4. TARTISMA ve SONUC

Kene hucre kulturlerinin kurulmasi zaman gerektiren, zahmetli, sabir ve el
becerisi isteyen bir istir. ilk siirekli kene hiicre kiiltiiriiniin kurulmasi 30 yildan fazla bir
zaman almistir. GUnimuzde de primer kultirden surekli kaltir olusturulmasi 5 yil
bulabilmektedir ve basari orani olduk¢a dusuktur (Bell-Sakyi ve ark. 2007). 1970’li
yilllarda baslayan kene hucre kultiri calismalarinda (Bell-Sakyi ve Attoui 2016)
bugiine kadar 16 kene turinden 57 surekli hicre hatti elde edilmigtir (Bell-Sakyi ve
ark. 2012). Bu 16 kene turinden bir tanesi Hyalomma anatolicun’dur, ancak bizim
calistigimiz Hyalomma turlerinin hicre kultarlerinin olusturulmasiyla ilgili herhangi bir
¢alisma bulunmamaktadir.

Primer hiucre ve doku kultirinde gozlemledigimiz besi ortaminda yuzen hucre
kimeleri, vakuolli fibroblast benzeri hlicreler ve kiresel hicreler, endosimbiyont
riketsia varligi, hdcre bolinmesinin olmayisi veya durmasi ve hdcre olumu gibi
Ozellikler bagka arastirmacilarin yaptiklari ¢alismalarda da goriimustir (Bell-Sakyi
1991, Chen ve ark. 1994, Bell-Sakyi ve ark. 2009, Lim ve ark. 2017). Bu ¢alismada
da hdcre bolunmesinin olmayigi veya durmasi, hicre oliumU ve riketsia benzeri
mikroorganizma enfeksiyonu nedeniyle hicre kiltird kurma calismalari proje
suresinin sinirli olmasi nedeniyle sonlandiriimigtir.

Feulgen densitometri, reasosiasyon kinetigi ve flow sitometri genom
buyukligunun belirlenmesinde kullanilan yontemlerdir. Flow sitometri hizli sonug
alinmasi, daha kesin sonug¢ vermesi ve az hucresel materyal gerektirmesi nedeniyle
diger yontemlere gore Ustundur (Geraci ve ark. 2007, Nene 2009) ve yapilan
calismalar flow sitometri ile elde edilen C deg@eri tahminlerinin, tim genom dizilemesi
ile elde edilen C degerleri ile daha uyumlu oldugunu, reasosiasyon kinetiginin genom
bayukligunu flow sitometriye goére daha dusuk tespit ettigini gdstermistir (Bennett
2003, Dolezel ve Bartos 2005). Bugune kadar, reasosiasyon kinetigi ile Amblyomma
americanum (1.04 Gbg=Giga baz ¢ifti) (Palmer ve ark. 1994), Ixodes scapularis (2.1
Gbg) ve Rhipicephalus (Boophilus) microplus’un (7.1 Gbg) (Ullmann ve ark. 2005),
flow sitometri ile Amblyomma americanum (3.11 Gbg), A. cajennense (2.78 Gbg), A.
maculatum (2.95 Gbg), Argas brevipes (1.47 Gbg), Dermacentor andersoni (2.74
Gbg), D. variabilis (2.86 Gbg), Ixodes pacificus (1.99 Gbg), I. scapularis (2.26 Gbg)
ve Ornithodoros turicata’nin (1.09 Gbg) genom buyuklugu belirlenmigstir (Geraci ve
ark. 2007) (Bu genom buyuklugu degerleri disi ve erkek genom buyUklugu
ortalamalaridir.). Hyalomma detritum, H. excavatum ve H. marginatum’'un genom
blayuklugu ilk kez bu calisma ile flow sitometrik olarak Olglilmis olup bu tirlerin
genom buyuklugu Ornithodoros turicata’nin genom buyuklugu civarindadir.

Kahn (1964) Hyalomma dromedarii, H. marginatum, H. excavatum ve H.
rufipes’in  karyotip agisindan birbirinden ayirt edilemedigini, Dermacentor
andersoninin karyotip analizinin Hyalomma turleri ile ayirilamayacak kadar c¢ok
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benzer oldugunu bildirmistir. Dermacentor andersoni de sitogenetik olarak D.
variabilise ¢ok benzerdir (Gunn ve Hilburn 1990). Bu durumda, kromozom
kondensasyonundaki farkliliklar bu turlerin genom buyukluklerindeki farki karyotipe
yansitmiyor olabilir. Ixodes scapularis, Rhipicephalus microplus ve Amblyomma
americanum genomunun onemli bir ylzdesinin ¢ok sayida tekrarll DNA'dan ibaret
oldugu (Palmer ve ark. 1994, Van Zee ve ark. 2007, Meyer ve ark. 2010) ve ixodid
kenelerde tekrarli DNA miktarinin ve organizasyonunun oldukga varyasyon gosterdigi
(Ullmann ve ark. 2005), genom buyukligunin tar icinde dahi degisiklik gosterebildigi
bilinmektedir (Nene 2009). Calismamizda, Hyalomma detritum, H. excavatum ve H.
marginatum genomlarinin buyudkligundeki farklarin nedeni tekrarli DNA’daki kopya
sayllarindaki fark olabilir.

Hyalomma detritum, H. excavatum ve H. marginatum XX:XO cinsiyet belirleme
sistemine sahiptir ve her Gg tlrin de disileri 22 (20 otozom ve 2 gonozom), erkekleri
21 (20 otozom ve 1 gonozom) kromozom tasir (Oliver 1977). Bu nedenle, disi ve
erkek arasindaki genom buyukluga farki X kromozomunun DNA igerigini yansitmakta
olup, bu Hyalomma detritum’'un 0.19 pg, H. excavatum'un 0.14 pg ve H.
marginatum’un 0.25 pg’lik X kromozomuna sahip oldugu anlamina gelir. TUm genom
bayUklugu ile kiyaslandiginda X kromozomunun otozomlara gore ¢ok buyuk oldugu
anlasilmaktadir. Bu ¢ikarim, sitogenetigi incelenmis olan kenelerde X kromozomunun
en buylk kromozom oldugunu gostermis olan Oliver (1977) ve Chen ve ark.
(1994)' nin bulgulariyla desteklenebilir.

Ixodes scapularisin genom dizilemesi tamamlanmis (Mansfield 2017) ve
oldukga buyuk bir genoma sahip olan Rhipicephalus microplus’un genom
dizilemesinin yapilmasi onerilmigtir (Meyer ve ark. 2010). Calismamiz Hyalomma
detritum, H. excavatum ve H. marginatum tarlerinin bugune kadar galisiimis diger
kene turlerine gore daha kiuguk bir genoma sahip oldugunu gostermistir. Hem insan
hem de hayvan sagligi agisindan onemleri géz onune alindiginda, kene-konak-
patojen iligkilerinin genetik ve molekuler temelini ortaya g¢ikarmak igin arastirmis
oldugumuz turlerin genom dizilemelerinin yapilmasi daha az maliyetli olacaktir.
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