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OZET

ANTALYA, AYDIN VE DENIiZLI ILLERINDEN FARKLI KONUKCULARDAN
TOPLANAN PAMUK UNLUBITI [Phenacoccus solenopsis Tinsley (Hemiptera:
Pseudococcidae)] POPULASYONLARINDA ddRAD YONTEMI iLE GENETIK
YAPI VE ENDOSMBiYONTLARIN BELIRLENMESI

Merve AYGUN
Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dal
Damisman: Dog. Dr. Cengiz IKTEN
Temmuz 2025; 58 sayfa

Bu ¢aligsmada, istilac1 ve ekonomik agidan énemli bir zararli olan Phenacoccus
solenopsis Tinsley, 1898 (Hemiptera: Pseudococcidae) tiirii Antalya, Aydin ve Denizli
illerinden toplanan Ornekler lizerinden genetik varyasyon ve popiilasyon diizeyindeki
yapisal ozellikler bakimindan incelenmistir. Calismanin temel amaci, ddRAD (double
digest Restriction-site Associated DNA) teknolojisi kullanilarak bu tiiriin genetik
cesitliligini ve popiilasyon yapisini ortaya koymaktir. Ayrica, aym1 ornek bireylerde
simbiyotik iligki i¢erisinde bulunan endosimbiyont bakterilerin varlig1 ve olasi etkileri de
degerlendirilmistir.

Arazi calismalari kapsaminda, 25 farkli lokasyondan toplam 125 disi birey
toplanmis; Orneklerin DNA izolasyonu CTAB protokolii kullanilarak laboratuvar
ortaminda gerceklestirilmistir. Yeni nesil dizileme (NGS) analizleri sonucunda toplamda
40.165 yiiksek kaliteli ve giivenilir SNP verisi elde edilmistir. Elde edilen bu veriler,
STRUCTURE ve PCoA (Principal Coordinates Analysis) gibi popiilasyon genetigi
analizlerinde kullanmilmistir. STRUCTURE analizinden elde edilen sonuglar,
STRUCTURE Selector web sitesi ile gorsellestirilmis ve dort temel genetik alt
popiilasyonun varhigi ortaya konmustur. Ozellikle Denizli ve Antalya illerine ait
bireylerde yiiksek diizeyde genetik farklilagmalar tespit edilmistir. Fst analizleri de bu
farklilasmalar1 desteklemis ve ortalama Fst degeri 0.2832 olarak belirlenmistir. Farkli
konukgu bitkilerden elde edilen bireyler karsilastirildiginda, konukc¢u bazinda anlamli bir
genetik ayrisma gézlemlenmemistir. Hardy-Weinberg dengesi, heterozigotluk oranlar1 ve
kaplama (coverage) analizler ile elde edilen verilerin yiiksek giivenilirlige sahip oldugunu
gostermistir. Ayrica, MEGA 12 yazilimi kullanilarak UPGMA metoduna dayali bir
filogenetik agac olusturulmustur. Endosimbiyont analizlerinde ise tiim bireylerde, tiiriin
bilinen birincil simbiyontu olan Candidatus Tremblaya phenacola tespit edilmistir.
Endosimbiyont miktar1 agisindan incelenen bireylerde farkliliklar olmasima ragmen,
bolgesel ve/veya konukgu bitkiye 6zgii bir farklilagma tespit edilmemistir.

ANAHTAR KELIMELER: Candidatus Tremblaya phenacola, NGS,
Phenacoccus solenopsis, SNP

JURI: Dog. Dr. Cengiz IKTEN

Prof. Dr. Fedai ERLER
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ABSTRACT

DETERMINATION OF GENETIC STRUCTURE AND ENDOSYMBIONTS IN
POPULATIONS OF COTTON MEALYBUG [Phenacoccus solenopsis Tinsley
(Hemiptera: Pseudococcidae)] COLLECTED FROM DIiFFERENT HOSTS IN

ANTALYA, AYDIN, AND DENiZLI PROVINCES USING THE ddRAD
METHOD

Merve AYGUN
MSc Thesis in Plant Protection
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Cengiz IKTEN
July 2025; 58 pages

This study investigated the genetic variation and population-level structural
characteristics of Phenacoccus solenopsis Tinsley, 1898 (Hemiptera: Pseudococcidae),
an invasive and economically significant pest species, using specimens collected from
Antalya, Aydmn, and Denizli provinces. The primary objective of this study was to
elucidate the genetic diversity and population STRUCTURE of this species through the
application of double-digest Restriction-site Associated DNA (ddRAD) sequencing
technology. Additionally, the presence and potential effects of endosymbiotic bacteria
associated with the same individual specimens were evaluated.

As part of the field investigation, a total of 125 individuals were collected from
25 different locations. Total nucleic acid isolation was performed in the laboratory using
the CTAB protocol. Following next-generation sequencing (NGS) analyses, 40,165 high-
quality and reliable single nucleotide polymorphism (SNP) data points were obtained.
These data were subsequently used in population genetic analyses, including
STRUCTURE and Principal Coordinates Analysis (PCoA). STRUCTURE results,
visualized using the STRUCTURE Selector web platform, revealed the presence of four
distinct genetic subpopulations. A high level of genetic variation was observed,
particularly among individuals collected from Denizli and Antalya provines. This
differentiation was supported by Fst analysis, with an average Fst; value of 0.2832.
Comparisons of individuals from different host plants showed no significant genetic
divergence observed based on host. Analyses of Hardy-Weinberg equilibrium,
heterozygosity rates, and sequencing coverage assessment confirmed the high reliability
of the dataset. Furthermore, a phylogenetic tree was constructed based on the UPGMA
method using MEGA 12 software. Endosymbiont analysis revealed that all individuals
harbored Candidatus Tremblaya phenacola, the primary symbiont species in all
specimens. Despite theendosymbiont load was differing on individuals, there was no
regional or host plant-specific differentiation.

KEYWORDS: Candidatus Tremblaya phenacola, NGS, Phenacoccus solenopsis, SNP
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AKADEMIK BEYAN

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Antalya, Aydin Ve Denizli illerinden Farkh
Konukgulardan Toplanan Pamuk Unlubiti [Phenacoccus solenopsis Tinsley
(Hemiptera: Pseudococcidae)] Popiilasyonlarinda ddRAD Yontemi ile Genetik
Yap1 Ve Endosmbiyontlarin Belirlenmesi” adli bu ¢alismanin, akademik kurallar ve
etik degerlere uygun olarak yazildigini belirtir, bu tez ¢alismasinda bana ait olmayan tiim
bilgilerin kaynagini gosterdigimi beyan ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR
Simgeler
A : Adenin
+4 : Art1 dort
rpm  : Dakikadaki devir sayisi
G : Guanin
MgCl. : Magnezyum klortir

ul : Mikrolitre

°C : Santigrat derece

C : Sitozin

T : Timin

% : Yiizde

Kisaltmalar

CTAB : Cetyltrimethyl-ammonium bromide

DNA : Deoksiribo niikleik asit

dNTP : Deoxynucleotide

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RAPD : Random Amplified Length Polimorfizm
RFLP : Restriction Fragment Length Polimorfizm
SSR : Simple Sequence Repeat

SNP : Single Nucleotide Polimorfizm

NGS : New generation sequencing (Yeni nesil dizileme)
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1. GIRIS

Unlubitler olarak bilinen bocekler, Hemiptera takimi, Sternorrhyncha alt takimi
ve Coccoidea iist familyasina ait olup yaklasik 8.500 tiirii kapsamaktadir (Cizelge 1.1).
Bu iist familyada yer alan onemli gruplardan biri olan Pseudococcidae, Coccoidea
icindeki ikinci en biiylik familyadir. Diinya genelinde genis bir yayilim gdsteren bu
familya, toplamda 2.143 tiirii icermektedir (Garcia Morales vd. 2016). Tiirkiye’deki eski
ve glincel verilere gore Pseudococcidae familyasina ait 41 cins ve 120 tiir tanimlanmistir
(Ulgentiirk vd. 2022).

Cizelge 1.1. Phenacoccus solenopsis’in taksonomik siniflandirmasi

Sube Arthropoda

Sinif Insecta

Takim Hemiptera

Ustfamilya Coccoidea

Familya Pseudococcidae

Cins Phenacoccus

Tiir Phenacoccus solenopsis

Pseudococcidae familyasinda tanimlanan tiirler arasinda yer alan Phenacoccus
solenopsis Tinsley 1898 (Hemiptera: Pseudococcidae) bitkilere ciddi zarar veren
ekonomik agidan Onemli istilact bir tiirdiir. P. solenopsis, pamuk unlubiti olarak
bilinmektedir. ilk olarak Tinsley (1898) tarafindan New Mexico eyaletinde Amerika'da
yabani otlarin kok ve gdvdelerinden karincalarin yuvalarinda tespit edilmistir. Ancak, P.
solenopsis'in pamuk iiriiniine zarar verdigine dair ilk rapor ABD'nin Teksas eyaletinden
bildirilmistir (Fuchs vd. 1991).

Phenacoccus solenopsis disi bireyi unlu tabaka ile kaphidir. P. solenopsis tiiriiniin
morfolojik olarak disi bireyler ilizerinden ayirt edilebildigi belirlenmistir (McKenzie
1961). Disi bireyin viicut uzunlugu 2-5 mm, genisligi 2-4 mm’dir. Thoraks segmentinde
6 adet enlemesine koyu bantlar bulunur (Hodgson vd. 2008). P. solenopsis ergin
bireylerin viicudunun etrafinda mumla kaplanmis killar bulunur ve abdomen sonundaki
bir ¢ift kil digerlerine gore daha uzundur (McKenzie 1961; Kosztarab 1996). P.
solenopsis erkek bireyleri ise siyahimsi kahverengi, yaklasik 1 mm uzunlugundadir.
Kanatlar1 saydamdir (Wagas vd. 2021).

Bir disi yagsam siiresi boyunca ortalama 150-600 arasinda yumurta birakir.
Genellikle dollenmis yumurta ile ¢ogalirlar. Yumurtalarini mumsu bir yapidaki yumurta
kesesi i¢erisine birakmaktadir. Yumurtalarin bu kese i¢cinde bulunmasi ve hem nimf hem
de ergin bireylerin viicutlarinin mumsu bir tabaka ile kapli olmasi, kimyasal miicadelenin
etkinligini azaltmakta ve kontrolii zorlastirmaktadir (Sahito vd. 2011). Ergin bir disi
olarak odunsu bitkilerin kuytu yerlerinde, kabuk, govde, catlak ve yariklarina kisi
gecirmektedir (Spodek vd. 2018). Bir disi birey iic nimf donemi gegirerek ergin
olmaktadir. Zararlinin bir doliinli tamamlayabilmesi 25-30 giinde olmaktadir. Zararl O-
45°C’de yasamini siirdiirmektedir (Sharma 2007).

Bitkiye zararlar1 ergin ve nimfler vermektedir. Bitkinin floem dokusuyla beslenir,
bitki 6z suyunu emerek zayiflatir (Rizvi vd. 2015). Yaprak, govde, dal, kok ve


https://www.cabidigitallibrary.org/doi/10.1079/cabicompendium.109097#core-ref-82
https://www.cabidigitallibrary.org/doi/10.1079/cabicompendium.109097#core-ref-72
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meyvelerinde beslenerek zarar verirler. Yapraklarda bozulmalara, renk agilmalarina,
kivrilma, nekrotik lekeler ve solgunluk olur. Meyve saplarina zarar vererek meyve
dokiilmelerine de neden olmaktadir. Zararli ballimsi madde salgilamaktadir. Bu da
fumajine neden olmaktadir. Bu durumda stomalar kapanmakta, bu da bitkinin fotosentez
stirecinin durmasinda neden olarak bitki de biiyiime geriligine yol agmaktadir (Hodgson
vd. 2008). P. solenopsis’in gelisimi kapsamli bir sekilde incelenmis olup, asir1 diisiik ve
yiiksek sicakliklara tolerans gosterdigi bilinmektedir (Prasad vd. 2012). Tahmin edilen
kiiresel sicaklik artislari nedeniyle bu zararlinin yakin gelecekte diinyanin diger
bolgelerine yayilmasi ve tropikal ile subtropikal bolgelerdeki tarimsal ve bahgecilik
iiretim sistemleri lizerinde artan bir tehdit olusturmasi muhtemeldir (Fand vd. 2013;
2014).

Phenacoccus solenopsis kolonileri siklikla karincalar tarafindan ziyaret edilmekte
olup, Ates karincasi [Solenopsis invicta Buren (Hymenoptera: Formicidae)] ile arasinda
mutualist bir iliski bulunmaktadir. incelenen bu mutualist etkilesim, her iki tiiriin
popiilasyon artisint desteklemekte ve yeni alanlara tagindiklarinda istilact basarilarini
arttirmada etkili olabilmektedir (Zhou vd. 2012; Mani ve Shivaraju 2016).

Avrupa ve Akdeniz Bitki Koruma Orgiitii (EPPO) veri tabanimna gore, 5 kitada
65'ten fazla lilkede ve en az 213 konukcu bitkide belgelenmistir (Chen vd. 2021; Zala vd.
2021). P. solenopsis genis bir konukgu yelpazesine sahip olan bu tiir; basta pamuk
(Gossypium hirsutum L.), domates (Solanum lycopersicum L.), bamya (Abelmoschus
esculentus L.), patlican (Solanum melongena L.) soya (Glycine max L. Merr. ), susam
(Sesamum indicum L.), ay¢igegi (Helianthus annuus L.) ve biber (Capsicum annuum L.)
gibi kiiltiir bitkilerinin yan1 sira, siis bitkilerinden aksamsefasi (Mirabilis jalapa L.) ve
mine ¢alis1 (Lantana camara L.) yabanci otlardan ise sirken (Amaranthus spp.), kanada
sifa otu (Conyza canadensis L.), semizotu (Portulaca oleracea L.) ve topalak (Xanthium
spp.) gibi bir¢ok bitki tiirii tizerinde beslenmektedir (Culik ve Gullan 2005; Abbas vd.
2010; Spodek vd. 2018).

Phenacoccus solenopsis, zamanla bircok farkli bdlgeye yayillmis ve diinya
genelinde genis bir alanda goriilmeye baglanmigtir. Bugiine kadar Afrika, Amerika, Asya
ve Karayip Adalari’ni icine alan ¢ok sayida iilkede tespit edilmistir. Son on yil i¢inde
Ozellikle Akdeniz havzasinda da varligina rastlanmis; Cezayir, Fas, Kibris, Misir,
Yunanistan, Israil, Tiirkiye, Italya ve Suudi Arabistan gibi iilkelerde bildirilmistir (Ben-
Dov vd. 2019).

Phenacoccus solenopsis ilk olarak Tinsley (1898) tarafindan New Mexico
eyaletinde Amerika'da tespit edilmistir (Tinsley 1898). 1980°1i yillarda ise Amerika kitasi
disinda; Giliney Amerika, Karayipler ve Orta Amerika’da da varhig tespit edilmistir
(Williams ve Granara de Willink 1992). 2005 yilindan itibaren ise Giliney Asya’nin
baslica pamuk iiretim bolgelerinde, 6zellikle Pakistan (Abbas vd. 2005) ve Hindistan’da
(Jhala vd. 2008), yaygin bir sekilde goriilmeye baglanmstir.

2000’1i yillarin baslarindan itibaren, P. solenopsis’in Hindistan ve Pakistan’da
ciddi bir pamuk zararlis1 haline geldigi bildirilmektedir (Hodgson vd. 2008). Bu durum,
ozellikle diinyanin en biiytik ticlincli pamuk ihracatgisi olan Pakistan’da 6nemli ekonomik
kayiplara yol agmistir. 2005-2009 yillar1 arasinda Hindistan ve Pakistan’daki pamuk
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tiretiminde, bu zararli nedeniyle %30 ila %60 arasinda verim kaybi yasandig
belirtilmistir (Dhawan vd. 2007; Jhala vd. 2008; Nagrare vd. 2009).

Phenacoccus solenopsis Tiirkiye’de ilk olarak 2012 yilinda Adana'da siis
bitkisinde (Hibiscus rosasinensis L.) tespit edilmistir (Kaydan 2013). Daha sonra Adana,
Antalya, Mersin, Osmaniye, Kahramanmaras, Hatay, izmir ve Aydin’da tespit edilmistir
(Caliskan ve Ulusoy 2018; Kahya 2020).

Pseudococcidae familyasina ait zararli tiirler {izerine yapilan c¢alismalarda,
biyolojik yapilar1 hakkinda olduk¢a fazla sayida literatiir bulunmasina ragmen, bu
familyanin genetik yapisi ve filogenetik iliskilerine dair bilgiler olduk¢a sinirlidir.
Mevcut taksonomik siniflandirmalar biiyiik olglide disi ergin bireylerde gozlenen
morfolojik karakterlere dayanmaktadir (Gullan ve Cook 2007). Ancak, yalnizca
morfolojik karakterlere dayanilarak P. solenopsis tiiriiniin kesin teshisi yapilmasi giigtiir.
P. solenopsis’nin tiim genom bilgisine bakildiginda 5 kromozomlu 292 Mb
biiytikliigiinde oldugu bildirilmistir (Li vd. 2020).

Bocekler ile bakteriyel endosimbiyontlar1 arasindaki simbiyotik iligkiler, ekolojik
ve evrimsel acgidan biiyiik 6neme sahiptir ve son yillarda bu iligkiler lizerine yapilan
calismalar artis gostermistir. Mevcut veriler, toplam bocek tiirlerinin yaklasik %15’inin
bakteriyel endosimbiyontlar ile yasamlarini siirdiirdiigilinii ortaya koymaktadir (Douglas
1998). Ozellikle Hemiptera gibi bitki 6zsuyu ile beslenen bdcekler, karbonhidrat
bakimindan zengin fakat amino asit ac¢isindan yetersiz bir sekilde beslendikleri icin, bu
beslenme eksikliklerini telafi etmek amaciyla bakteriyel endosimbiyontlar
barindirmaktadirlar (Douglas 1998; Shigenobu vd. 2000).

Bakteriyel endosimbiyontlar, islevlerine gore iki ana gruba ayrilmaktadir: birincil
(P-endosimbiyontlar) ve ikincil (S-endosimbiyontlar) (Baumann 2005). Birincil
endosimbiyontlar, konukcu bécegin hayatta kalabilmesi i¢in gerekli besin maddelerinin
sentezinden sorumlu iken, ikincil endosimbiyontlar; konukgu bocege parazitlere kars
diren¢ kazandirmak, 1siya toleransi artirmak, cinsiyet oranlarini degistirmek ve bazi
durumlarda viriislerin taginmasini kolaylastirmak gibi ¢esitli avantajlar saglamaktadir
(Hurst vd. 2000; Montllor vd. 2002; Oliver vd. 2003; Rana vd. 2012).

Unlubitler, genellikle bir birincil endosimbiyont olan Candidatus Tremblaya
princeps (a-proteobakteri) monofiletik bir kdkene sahip olan Proteobacteria’nin B-alt
bolimiinii tasimaktadir (Munson vd.1992; Kantheti vd. 1996). Bu baglamda, unlubitler
icerisinde yer alan Phenacoccus tiirlerinin baska bir B-proteobakteriyel endosimbiyont
olan Candidatus Tremblaya phenacola’y:r barindirdigini géstermektedir. Bu durum,
simbiyotik iligkiler agisindan dikkat ¢ekici bir 6rnek sunmaktadir. T. phenacola ve T.
princeps ortak bir atadan gelmekte ve bu da Pseudococcidae'nin endosimbiyontlarin ortak
ve tek bir evrimsel kaynagini paylastigini 6ne siirmektedir (Downie ve Gullan 2005;
Gruwell vd. 2010).

Ozellikle dikkat ceken durum ise, unlubitlerde ikincil endosimbiyontlarin birincil
endosimbiyontlar tarafindan barindirilmasidir. Bu durum, literatiirde oldukg¢a nadir
goriilen prokaryot-prokaryot simbiyozu olarak tanimlanmakta ve simbiyotik evrimin
karmagikligini ortaya koymaktadir (Von Dohlen vd. 2001).



GIRIS M. AYGUN

Bu tez ¢alismasinda, Antalya, Aydin ve Denizli illerinden toplanan P. solenopsis
popiilasyonlar1 tizerinde yeni nesil dizileme teknolojilerine dayali ddRAD (double digest
Restriction-site Associated DNA) yontemi kullanilarak molekiiler diizeyde tanimlama
yapilmis ve popiilasyonlar arasindaki genetik polimorfizm incelenmistir. Bu sayede,
tiriin genetik cesitliligi ve olas1 popiilasyon yapilart hakkinda bilgiler elde edilmesi
amaclanmistir. Buna ek olarak, toplanan ayni bireylerin bakteriyel endosimbiyontlarinin
varlig1 tespit edilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Morfolojik, Ekolojik ve Miicadele Calismalari

Hodgson vd. (2008), Pakistan ve Hindistan'da yayilis gosteren Phenacoccus
solenopsis, P. solani Ferris ve P. defectus Ferris tiirleri tizerinde gergeklestirdikleri
calismada, bu tiirler arasindaki morfolojik farkliliklar1 detayli sekilde incelemislerdir.
Asya kitasindan elde edilen oOrnekler iizerinde yapilan degerlendirmelerde belirli
morfolojik farkliliklar tespit edilmistir. Ancak bu farkliliklarin, g¢evresel kosullarin
etkisiyle ortaya ¢ikabilecegi ve aslinda s6z konusu ii¢ tiiriin tek bir tiiriin varyasyonlari
olabilecegi yoniinde goriisler ileri stiriilmiistiir. Bu durum, Phenacoccus cinsi igerisindeki
taksonomik sinirlarin netlestirilmesinde yalnizca morfolojik verilere degil, molekiiler
bulgulara da ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir. Bu baglamda, tiir teshisinde entegre
yaklasimlarin gerekliligi vurgulanmistir.

Kousar vd. (2016), Pakistan’in Khairpur bolgesinde pamuk tarim alanlarinda ciddi
zarara neden olan P. solenopsis’e karsi insektisit denemeleri gergeklestirmislerdir.
Calismada yalnizca pamuk bitkisinden degil ¢esitli alternatif bitkilerden de P. solenopsis
toplanmistir. Bes farkli insektisit (Lambda cyhalothrin, Imidacloprid, Profenofos,
Cypermethrin ve Neem yagi) konsantrasyonu kullanilarak biyoassay testleri yapilmaistir.
Laboratuvar kosullarinda gerceklestirilen bu deneylerde yaprak daldirma ydntemi
uygulanmis, tiglincii donem nimf ve ergin disiler kullanilmistir. Her bir uygulama igin
100 birey sayilarak hazirlanmis test ortamlarina aktarilmistir. Denemeler 25+£2°C oda
sicakligr ve 20+2°C hava sicakliginda yiiriitiilmiistiir. Bu calisma, Profenofos’un P.
solenopsis popiilasyonunu kontrol etmede en etkili insektisit oldugunu, Neem yaginin ise
dogal bir alternatif olarak iyi sonug¢lar sundugunu ortaya koymuslardir.

Kahya vd. (2019), P. solenopsis’in etkili parazitoitlerinden biri olan Aenasius
arizonensis (Girault) (Hymenoptera: Encyrtidae)’in konuk¢usunu parazitlemede hangi
biyolojik donemleri tercih ettigini belirlemeye yonelik calismalar yiiriitmislerdir.
Zorunlu (no-choice) ve tercihli (choice) olmak tizere iki ayri1 deneme diizenegi kurmuslar
ve her iki durumda da A. arizonensis’in en ¢ok ti¢iincii nimf donemini (%30 un iizerinde)
ve ergin disileri (%70’in lizerinde) parazitledigini saptamiglardir. Parazitoidin birinci ve
ikinci nimf donemlerini ise konukgularin daha kiiclik ve hareketli olmasi1 nedeniyle tercih
etmedigi tespit etmislerdir.

Kece (2019), dort farkli konukcu bitki (biber, domates, pamuk ve patlican)
tizerinde P. solenopsis’in yasam ¢izelgesi parametrelerini incelemis ve en yiiksek
biyolojik performansin patlican bitkisinde gerceklestigini ortaya koymustur. Bu sonug,
konuk¢u bitki tiiriiniin zararlinin gelisim parametreleri {izerinde belirleyici etkisi
oldugunu gostermektedir

Goriir ve Karut (2021), P. solenopsis’in biyolojik miicadelesinde Chrysoperla
carnea  (Stephens)  (Neuroptera:  Chrysopidae)’nin  kullanilmas1  olanaklari
arastirmiglardir. Elde edilen sonuglara gore, C. carnea’nin P. solenopsis’in biyolojik
miicadelesinde kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Yerlikaya vd. (2023), Aydin ilinde 2019 yilinda, tarim ve tarim dis1 alanlarda
unlubit ile bulasik bitkiler lizerindeki Coccinellidae familyasina ait predator tiirlerini
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arastirmiglardir. Unlubitlerle bulagik 22 farkli konukcu bitki {izerinde Coccinellidae
familyasma ait 10 predatdr tiirii tespit edilmistir. Orneklerde en yaygm gériilen
Coccinellid tiirii Scymnus subvillosus (Goeze) olup, biiyiik bir kismi1 Cupressus sp.
tizerinde Planococcus vovae (Nasonov) (Hemiptera: Pseudococcidae) ile toplanmustir.
Ikinci en sik goriilen tiir ise Nephus hiekei (Fursch) olup, siis bitkileri {izerinde en fazla
P. solenopsis ve P. madeirensis Green ile toplanmistir. Tespit edilen bu tiirlerin gelecekte
biyolojik miicadele uygulamalar1 i¢in kitle iretimde Onemli bir bilgi alt yapisi
olusturabilecegini, diisiindiiklerini bildirmislerdir.

Paul ve Paul (2024), P. solenopsis'e karsi gevre dostu biyopestisit alternatifi olarak
dort farkli ekstraktin Neem (Azadirachta indica A. Juss.), Karanfil (Syzygium
aromaticum L.), Defne yapragi (Laurus nobilis L.) ve Karabiber (Piper nigrum L.)
etkinligini degerlendirmeyi amaglamiglardir. Yapilan ¢alismada her petri kabi iginde 2.
ve 3. nimf donemlerinden 20 birey yerlestirmis ve ekstrakt uygulamalar1 sonrasi 6lim
oranlar1 12, 24, 36, 48, 60 ve 72 saat sonra kaydedilmistir. Elde edilen sonuglara gore
neem ekstrakti P. solenopsis lizerinde en yiiksek oldiiriicii etkiyi gostermistir. Bu etkiyi
sirastyla karanfil ve karabiber ekstraktlari izlemistir. Buna karsin, defne yapragi test
edilen ekstraktlar arasinda en az etkili olan1 olarak bulundugunu tespit etmislerdir.

2.2. Molekiiler Calismalar

Chu Dong vd. (2009), Mart-Mayis ayinda Cin’in Hainan, Lingshui ve Sanya
eyaletinden P. solenopsis 6rnekleri toplamislardir. ABD’nin Floridadaki P. solenopsis
mtCOI gen bolgesi dizilerden referans edilmistir. mtCOI primerleri kullanilarak PCR
yapilmigtir. Orneklerin mtCOI gen bolgesi ve ABD’nin Floridadaki tiirlerin bilinen
mtCOI bolgesi ile karsilastirilmistir. Sonug olarak Cin ve ABD’nin genetik mesafesine
bakildiginda %3 bulundugunu bildirmislerdir.

Ashfaq vd. (2010), Pakistan’daki pamuk tarlalarindan P. solenopsis tiiriine ait
ergin bireyler ve tiglincii donem nimfler toplamislardir. Bu calismada molekiiler diizeyde
tanimlama amaciyla RFLP-PCR yo6ntemi kullanilmistir. Molekiiler tanimlama i¢in 18S,
288S, COI, ITS1 ve ITS2 gen bolgelerinde 6zgii primerler kullanilmistir. Ayrica ti¢ farkl
endoniikleaz enzimi (Mlul, Alul, Sall) kullanilmistir. Analizler sonucunda ornekler
arasinda genetik polimorfizme rastlanmamistir. COI gen bolgesi iizerinden
gerceklestirilen DNA barkodlama ¢alismalari ise, Pakistan’dan elde edilen bireylerin, Cin
ve Amerika Birlesik Devletleri'nde rapor edilen P. solenopsis popiilasyonlari ile yiiksek
diizeyde niikleotid benzerligi tasidigini ortaya koymuslardir.

Singh vd. (2012), Hindistan’da alt1 eyaletten (Abohar, Bathinda, Mansa, Muktsar,
Farika ve Punjab) P. solenopsis’in konuk¢usu oldugu dort konukgu bitkiden [pamuk,
bamya, Pennisetum glaucum (L.) ve Parthenium hysterophorus (L.)] ergin disi bireyler
toplanmiglardir. Toplanan P. solenopsis popiilasyonlari iizerinde RAPD-PCR yontemiyle
molekiiler karakterizasyon gergeklestirmistir. 12 farkli RAPD primeri kullanilmis ancak
4 polimorfik RAPD primeri elde edilmis ve dendrogram olusturulmustur. Orneklerin %68
benzerlik oraniyla iki ana genetik gruba ayrildigini ortaya koymuslardir. Abohar
bolgesine ait tiim orneklerin tek bir grupta toplanmasi ve Pakistan siniria yakinligi, bu
popiilasyonlarin dis kaynakli olabilecegini diisiindiirmiistiir. Ayrica ayni bélgeden farkl
konukgulardan elde edilen bireyler arasinda yliksek diizeyde genetik benzerlik
saptanmasi, bu bitkiler arasinda zararlinin etkin sekilde tasindigimi ve P. hysterophorus
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gibi yabanci1 otlarin 6nemli bir yayilim kaynagi olabilecegini gostermektedir. Elde edilen
bulgular, P. solenopsis’in yiiksek genetik ¢esitlilik gosterdigini, bu nedenle bolgede farkl
biyotiplerin gelisebilecegini ve bu durumun insektisit direnci ile konukgu tercihi gibi
ozellikleri etkileyebilecegini ortaya koymustur. Sonug olarak, bu tiiriin genetik yapisinin
anlasilmasi, entegre zararli yonetimi i¢in ¢ok Onemlidir ve yabanci otlarin kontrolii,
miicadelenin basarisi i¢in 6nemli bir faktér oldugu vurgulanmaistir.

Pacheco da Silva vd. (2014), Brezilya’nin bag alanlarindan 48 popiilasyondan 20
unlubit Ornegi toplamiglardir. Bu Orneklerde molekiiler ve morfolojik tanimlama
yapilmistir. Molekiiler tanimlama i¢in 28S-D2, ITS2 ve COI gen bolgelerinden primerler
dizayn edilip, multiplex PCR yontemi gelistirip, denenmistir. Gelistirilen PCR
yontemiyle Brezilya’da ekonomik Oneme sahip bes unlubit bulunmustur. Bunlar;
Dysmicoccus brevipes (Cockerell), Planococcus citri Risso, Pseudococcus viburni
(Signoret), Planococcus ficus Ben-Dov ve P. solenopsis tiirleridir. Morfolojik
taksonomik tanimlamanin tutarli oldugu bulunmustur. 17 tiiri net olarak
tanimlamiglardir.

Thomas ve Ramamurthy (2014), Hindistan’da P. solenopsis’in ii¢ konuk¢u bitki
(pamuk, bamya ve amber ¢igegi) lizerinden ergin disi bireylerini toplamislardir. Amag P.
solenopsis popiilasyonlarin morfolojik olarak tiir i¢i varyasyonlari ti¢ bitki iizerinde
mtCOI desteklenerek genetik iliskilerin belirlenmesidir. Incelenen 59 karakterde iic
bitkideki popiilasyonlar da 6nemli farkliliklar gostermistir (P<0.05). Calismada ii¢
konukgu bitkideki popiilasyonlardan elde edilen P. solenopsis 6rneklerinin morfometrik
verileri ve mtCOlI dizilerini kullanarak, popiilasyonlar arasinda énemli tiir i¢i varyasyon
gostermistir. Meksika ve Kaliforniya'nin sicak, kuru kosullarinda, popiilasyonlar
cogunlukla koklerde bulunurken, Hindistan ve Pakistan'da bitkinin iist kisimlarinda
bulunmustur. Pakistan ve Hindistan 6rneklerinde, ¢ogunda ¢ok hiicreli disk gozenekleri
(multilocular disc pore) bulunurken, pamuk olmayan yetistirme alanlarindaki
popiilasyonlarla karsilagtirildiginda Amerika’daki popiilasyonlarinda bulunmadigin
tespit etmislerdir.

Badshah vd. (2017), Pakistan'in dort farkli bolgesinden (Peshawar, Mohmand
Agency, Dera Ismail Khan ve Naseer Abad), farkli konukgulardan [Pamuk, domates ve
Japon giilii (Hibiscus rosa-sinensis)] P. solenopsis 'in disi ergin bireylerini toplamiglardir.
Sekiz ergin unlubitten DNA izolasyonu yapilmigtir. mtCOI primerleri kullanilarak
molekiiler barkodlama yontemi ile analiz ederek tiirlin genetik yapisim
degerlendirmislerdir. Ancak baslangigta kullanilan evrensel mtCOl primerlerinin hem
hedef tiiri hem de onun parazitoiti olan Aenasius bambawalei Hayat (Hymenoptera:
Encyrtidae)’yi es zamanli olarak ¢ogaltmasi nedeniyle karigik sonuglar elde edilmistir.
Bu durumu ¢6zmek igin yeni, tiire 6zgii primerler tasarlayarak yalnizca P. solenopsis’e
ait genetik materyalin ¢ogaltilmasini saglamislardir. Sonug¢ olarak dort farkli bolgeden
toplanan Orneklerinde ayni genetik yapiya sahip olduklarini, bu durumda Pakistan’daki
P. solenopsis popiilasyonlart arasinda genetik ¢esitliligin ¢ok diisiikk oldugunu
gostermektedir. Molekiiler filogenetik analizlerde elde edilen sonuglarda Asya kokenli
bireylerle ayn1 gruba diismekte; 6zellikle Cin, Hindistan ve Vietnam’da yiiksek benzerlik
gosterdigini bildirmislerdir.

Lin vd. (2019), Cin’in farkli eyaletlerinden (Zhejiang, Sanghay, Zhoushan ve
Hangzhou) 5 farkli unlubit tiirtinden [Dysmicoccus neobrevipes (Beardsley), P. solani ,
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P. solenopsis, Pseudococcus comstocki (Kuwana) ve Planococcus minor (Maskell)] ve
farkli konukgulardan [patlican, iiziim, ananas ve Senecio sp. (Asteraceae)] unlubit
bireyleri toplamislardir. Uzerinde molekiiler diizeyde filogenetik analizler yapilmustir.
Calismada, mitokondriyal sitokrom oksidaz I (mtCOIl) gen dizileri ile unlubitlerin
evrimsel iligkileri analiz edilmis, ayn1 zamanda birincil endosimbiyontlara ait 16S rRNA
gen bolgeleri dizilenmistir. Filogenetik agaca gore P. solenopsis, P. solani ile yakin
iliskili olup, ortalama %95.03'liik bir benzerlik gosterirken, P. comstocki, D. brevipes ile
ortalama %94.38 ve P. minor ile %92.43 benzerlik géstermektedir. Elde edilen verilere
gore endosimbiyontlardan P. comstocki, P. minor ve D. neobrevipes tiirlerinde -
proteobakteri olan Candidatus Tremblaya princeps bulunurken; P. solenopsis ve P. solani
tiirlerinde ise farkli bir B-proteobakteri olan T. phenacola’ya rastlandigini belirtmislerdir.

Ma vd. (2019), Cin’i istila eden P. solenopsis bireylerini {i¢ farkli bolgeden
(Guangdong, Jiangxi ve Jiangsu) Orneklemislerdir. Agustos ve Eyliil 2017 tarihleri
arasinda gergeklestirilen bu ¢alismada, her bir bolgeden 24 ergin disi birey toplanmustir.
cox1 geni kullanilarak yapilan molekiiler tanimlama tiim 6rnekleri P. solenopsis olarak
tanimlamigtir. P. solenopsis igin yeni nesil dizileme teknolojisi kullanarak rastgele genom
dizilemesi gergeklestirmis ve 115.639 mikrosatellit tanimlamistir. Elde edilen veriler,
ozellikle triniikleotid tekrarlarinin (6zellikle AAT kismi) baskin oldugunu gostermistir.
Calismada gelistirilen 42 polimorfik mikrosatellit, {i¢ farklt Cin popiilasyonunda test
edilmis; gozlenen heterozigotluk degerleri 0.00-0.92 araliginda bulunmustur. Yapilan
analizlerde popiilasyonlar arasinda belirgin genetik farkliliklar oldugunu ortaya
koymustur. Bu sonuglar, P. solenopsis'in Cin’e girisinden kisa bir siire sonra bile genetik
yapisal farklilasma gosterdigini desteklemekte ve istilaci tiirlerin genetik izlenmesinde
yeni gelistirilen SSR markirlarin 6nemini bildirmislerdir.

Ricupero vd. (2021), Italya, Sicilya’daki dort bolgeden (Marina di Ragusa, Palma
di Montechiaro ve Catania) farkli konukgulardan (domates, biber, susam, semizotu, mine
calis1 (Lantana camara L.), Hibiscus sp. ve Parietaria sp.) disi ergin P. solenopsis
ornekleri toplamislardir. Ug ergin disi unlubitten DNA izolasyonu yapilmistir. Hem
morfolojik incelemelerle hem de mitokondriyal COI gen bolgesinin (mtCOIl) molekiiler
analiziyle dogrulanmistir. Analiz sonucunda Sicilya’daki bireylerin Cin, Hindistan ve
Pakistan kaynakli popiilasyonlarla yiiksek genetik benzerlik gosterdigi ortaya konmustur.
Filogenetik analiz sonucunda, Italya’dan elde edilen bireylerin Asya kokenli drneklerle
gruplastigi, Amerikan kokenli 6rneklerden ise genetik olarak uzaklagtigi goriilmiistiir.
Calismada ayrica, farkli bolgelerden toplanan bireylerin genetik yapisinda herhangi bir
varyasyon tespit edilemedigini bildirmislerdir.

Kaydan vd. (2023), Tiirkiye'de yayilis gosteren Pseudococcus cinsine ait unlu bit
tiirleri lizerine molekiiler (COI ve 28S gen bolgeleri) ve morfolojik verileri birlikte
kullanarak bu cinsin taksonomik durumunu degerlendirmislerdir. Calismada P.
comstocki, P. cryptus Hempel, P. viburni ve P. longispinus Targioni tiirleri detayli olarak
incelenmis; ornekler Tirkiye'nin gesitli bolgelerinden toplanarak filogenetik analizlerle
tirler arast evrimsel iliskiler ortaya konmustur. Sonug¢ olarak Pseudococcus cinsinin
monofiletik olmadigini ve ti¢ farkli genetik-morfolojik gruba ayrildigini gostermistir. Bu
durum, mevcut siiflandirmalarin gozden gecirilmesi gerektigini ortaya koymaktadir.
Ayrica, calismada her tiire ait ayirt edici morfolojik 6zellikler tanimlanmais ve tiir teshisini
kolaylastirmak amaciyla teshis anahtari ve ¢izimler sunulmustur.
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2.3. Endosimbiyontlar

Singh vd. (2013), Hindistan’in sekiz farkli eyaletinden (Hissar, Abohar, Delhi,
Ardhpur, Bhokar, Nasik, Nanded 1 ve 2) toplanan istilaci bir zararli olan P. solenopsis’in
bakteri ¢esitliligini ve 6zellikle iiremeyi etkileyen simbiyont bakterilerini aragtirmiglardir.
16S rRNA gen dizilemesi ile yapilan analizlerde sadece Candidatus Tremblaya
phenacola tespit edilmistir. Daha az sayida bulunan simbiyontlarin (Rickettsia,
Cardinium, Arsenophonus ve Wolbachia) tespiti i¢in tiir spesifik PCR testleri uygulanmis
ve on popiilasyon arasindan sadece Rickettsia dort popiilasyonda saptanmustir. Diger ti¢
bakteriye rastlanmamistir. Rickettsia varligi FISH (Floresan in situ hibridizasyon)
yontemi ile dogrulanmustir. FISH ile Rickettsia ve Tremblaya’nin bdocegin
bakteriyositlerinde bulundugu gosterilmistir. Ayrica Rickettsia gesitli boceklerde erkek
Oldiirme, 1s1 toleransi arttirma, disi oranini arttirma gibi etkiler gostermistir. Ancak P.
solenopsis iizerindeki etkileri heniiz belirlenmemistir. Sonug¢ olarak, simbiyont
cesitliligini belirlemede hem genis kapsamli dizileme hem de tiir spesifik PCR
yontemlerinin birlikte kullanilmasinin gerektigini vurgulamislardir.

Zhang vd. (2016), Aphis gossypii Glover (Hemiptera: Aphididae) ile onun zorunlu
endosimbiyontu Buchnera aphidicola Munson vd. (Gammaproteobacteria) arasindaki
simbiyotik iligkisini incelemek, 6zellikle konukg¢u bitkinin B. aphidicola popiilasyon
yogunlugu lzerindeki etkisini arastirmiglardir. Cin’in Nanjing kentinde, temel besin
maddelerini saglayan zorunlu simbiyont B. aphidicola’nin yogunlugu, 106 A. gossypii
bireyinde qPCR yontemi kullanilarak dl¢iilmiistiir. Bu bireyler, pamuk ve hiyar bitkileri
tizerinde 10 yildan uzun siiredir laboratuvar kosullarinda yetistirilen kolonilerden ve
dogadan toplanan ebegiimeci, hibiskus ve kabak bitkileri tizerinde bulunan bireylerden
elde edilmistir. Calismanin sonucunda, konuk¢u bitkinin B. aphidicola popiilasyon
yogunlugu iizerinde belirgin bir etkisi oldugu ortaya konmustur. Ozellikle uzun siire
boyunca hiyar bitkisi {izerinde yetistirilen kolonideki bireylerde simbiyont
yogunlugunun, pamuk iizerinde yetistirilenlere kiyasla anlamli diizeyde daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde, dogadan toplanan hibiskus ve kabak bitkileri
tizerinde bulunan bireylerde de yiiksek simbiyont yogunlugu saptandigini belirtmislerdir.

Anusree Padmanabhan vd. (2019), istilact ve polifag zararli bir tiir olan
Phenacoccus solenopsis’in endosimbiyont bakteri toplulugu metagenomik yaklasimla
karakterize edilmistir. Hindistan’in Kerala eyaletinden toplanan orneklerde 16S
rRNA'nin V3 bolgesi PCR ile ¢ogaltilmis ve dizilenmistir. Calisma sonucunda, toplamda
15 farkli bakteri subesi ve toplamda 189 tiir tespit edilmistir. Ozellikle T. princeps
(%78,28) en baskin endosimbiyont olarak belirlenmistir. Bu bakterinin, konukg¢unun
amino asit sentezi, vitamin iiretimi ve metabolik siireclerinde 6nemli rol aldigini ortaya
koymuslardir. Ayrica endosimbiyotik bakterilerin, zararlinin pestisitlere direng
gelistirmesi ve yiiksek lireme kapasitesinin temel nedenlerinden biri olabilecegini
vurgulamiglardir.

Bai vd. (2024), P. solenopsis tiiriinde endosimbiyont olarak bulunan T. phenacola
bakterisinin, konuk¢unun amino asit metabolizmasina katkida bulundugu ve iireme
kapasitesini artirdigini ortaya koymuslardir. Arastirma bulgulara gore, bu simbiyotik
bakteri, konuk¢u bdcegin amino asit metabolizmasini tamamlayarak ve mTOR
(mechanistic target of rapamycin) sinyal yolunu diizenleyerek yumurta iiretimini
arttirdigini tespit etmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Bu tez ¢aligmasinda bocek materyali olarak, 2023-2024 yillar1 arasinda Antalya,
Aydin ve Denizli illerinden toplanan Phenacoccus solenopsis ergin disi bireyleri
kullanilmaistir.

Arazi ¢alismalarinda toplanan &rnekler, Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bitki Koruma Boéliimii'nde yer alan Entomoloji II Laboratuvari'na getirilmistir. Her
ornegin etiket tizerine lokasyon adi, GPS koordinatlari, konuk¢u ismi ve toplama tarihi
gibi gerekli bilgiler kaydedilmistir (Ek 1). Araziden sonraki tiim laboratuvar ¢aligmalari
Molekiiler Entomoloji Laboratuvari'nda bulunan cihazlar ve ekipmanlar kullanilarak
gerceklestirilmistir (Sekil 3.1).

© Aygiin,2024

Aygiin,2024 Aygiin,2024

Sekil 3.1. a) Entomoloji II laboratuvar genel goriiniim, b) Mikroskopla P. solenopsis
ergin disi bireylerin se¢imi, C) Yaprak tizerinde P. solenopsis, d) Mikroskop altinda P.
solenopsis, &) Orneklerin DNA izolasyonu tiiplerine aktarimi

Omek toplama asamalarinda, buz kutusu, kilitli posetler, 6rneklerin saklanmasi
icin 15 ml ve 50 ml steril Falcon tiipler, 1.5 mL eppendorf tiipler, kese kagidi, bilgileri
yazmak i¢in kiiclik blok not kagitlari, asetat kalemi, unlubitleri araziden toplamak i¢in
ince uglu firca, eppendorflarin agizlarin1 kapatmak i¢in parafilm, 100’liikk eppendorf
kutular1 ve %70’lik ve %96’lik etanol kullanilmistir. Toplanan disi bireylerin tespiti,
Nikon marka stereo mikroskop kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.2. Metot
3.2.1. Saha ¢alismalari

Tez kapsaminda, 2023 ve 2024 yillarinin yaz ve sonbahar aylarinda Antalya,
Aydin ve Denizli illerinin ¢esitli bolgelerinden ve farkli konukgu bitkiler iizerinden P.
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solenopsis disi bireyleri toplanmustir (Sekil 3.2). Ornekleme sirasinda, her bir bireyin
toplandig1 lokasyonlar, Cografi Konum Belirleme Sistemi (GPS) kullanilarak
kaydedilmistir. Boylece, bireylerin cografi dagilimlar1 detayli bir sekilde kaydedilmistir
(Ek 1).

Sekil 3.2. a) Araziden P. solenopsis 6rneklerinin toplanmasi, b) P. solenopsis ile bulasik
pamuk bitkisi, ¢) P. solenopsis ile bulasik aksamsefasi bitkisi, d) P. solenopsis ile bulasik
semizotu bitkisi, €) P. solenopsis ile bulasik mine ¢alisi bitkisi, f) P. solenopsis ile bulagik
kanada sifa otu bitkisi

11
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3.2.2. On teshis cahsmalar1

Araziden toplanarak laboratuvara getirilen 6rnekler, DNA izolasyonu 6ncesinde
Nikon marka stereo mikroskop altinda incelenmistir. Disi bireylerin teshisi, abdomen
tizerinde bulunan 6 adet koyu bant yardimiyla gercgeklestirilmis ve parasitoidlerce bulasik
olup olmadig1 incelenmistir. Teshisi ve temizligi dogrulanan her bir disi birey, bireysel
olarak DNA izolasyonu i¢in ayr1 tiiplere yerlestirilmistir.

3.2.3. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu islemlerinde, Doyle ve Doyle (1987) tarafindan gelistirilen
CTAB protokolii, c¢alisma kosullarina uyarlanarak modifiye edilmis bi¢imde
kullanilmustir.

1. Her bir disi birey, 1,5 mL hacmindeki eppendorf tiiplerine alinmig ve iizerine B3-
merkaptoethanol igeren 150 pL. CTAB ¢ozeltisi eklenmistir. Daha sonra bireyler,
plastik ezici bir ¢ubuk (pestil) kullanilarak hiicrelerin par¢alanmasi saglanmistir.

2. Ezilme islemi tamamlanan Orneklerin {izerine tekrar 350 pl CTAB ¢ozeltisi
eklenmistir.

3. DNA'min c¢ozeltide serbest hale ge¢mesini saglamak i¢in Ornekler, 65°C’ye
ayarlanmis sicak su banyosunda 3 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir.

4. Inkiibasyondan ¢ikan drneklerin proteinlerden uzaklastirmak icin 500 pl kloroform-
izoamil alkol (24:1 oraninda) karisimi ilave edilip tiipler iyice calkalanmistir.
Ardindan tiipler 12.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmistir.

5. Santrifiijden ¢ikan 6rneklerde li¢ faz olmustur. Alt fazda kloroform, orta fazda protein
ve iist fazda DNA nin oldugu sivi bulunmaktadir. Ust fazdan yaklasik 350-400 ul
alinip, yeni tiipe aktarilmistir. Uzerinde yeniden 350-400 pl kloroform-izoamil alkol
eklenmis, bu basamak tekrarlanmistir. Tiiplere eklendikten sonra iyice ¢calkalanmistir.
Calkalanan tiipler 12.000 rpm’de 20 dakika santrifiije konulmustur

6. Santrifiijden ¢ikan Orneklerde iist fazdan 300-350 pl yeni tiiplere aktarilmistir.
DNA’y1 ¢oktiirmek amaciyla tizerine 300 pl (1:1 oraninda) -20°C’de bekletilen soguk
isopropanol eklenmistir. Elde yavas bir sekilde alt {ist edilerek sivilar karistirilmistir.
Ardindan 6rnekler -20°C’de bir gece bekletilmistir.

7. Bir giin sonra, 6rnekler 12.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi
tiiplerin dibinde olusan DNA peleti gozlenmis ve pelete zarar vermeden izopropanol
uzaklastirilmigtir

8. DNA peletlerini yikamak amaciyla tiiplere -20°C’de bekletilmis %70'lik etanolden
350 uL eklenmis ve 12.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Bu yikama islemi iki
kez tekrarlanmuistir.

9. Santrifiij sonrasi pelete zarar vermeden etanol uzaklastirilmis ve tiipler oda
sicakliginda, yatay pozisyonda, agizlar1 agik sekilde yaklasik 2 saat bekletilerek
etanoliin tamamen buharlasmasi saglanmistir. Tiplerin tamamen etanolden
uzaklastigindan emin olduktan sonra 100 pL otoklavli saf su ilave edilmistir.

10. DNA’nin saf suya gegmesi i¢in de +4°C’de bir gece bekletildikten sonra bozulmamasi
igin -20°C’de saklanmuistir.
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3.2.4. DNA kalitesinin ol¢iilmesi

DNA izolasyonu yapilan oOrneklerin kiitiphane hazirligi 6ncesinde DNA
kalitesinin degerlendirilmesi amaciyla etidyum bromiir igeren %]1°lik agaroz jel
hazirlanmistir. Her bir 6rnekten 5 pLL DNA, 1 uL yiikleme boyasi ile karistirilarak jeldeki
kuyucuklara yiiklenmigtir. DNA 6rnekleri,70 V gerilim altinda 45 dakika boyunca jel
elektroforez cihazinda kosturulmustur. Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra, DNA
bantlar1 UV 15181 altinda goriintiilenerek degerlendirilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Yeni nesil dizileme kiitiiphanesinde kullanilan DNA’larin agaroz jel goriintiisii
3.2.5. Yeni nesil dizileme (NGS) kiitiiphanesinin olusturulmasi

Yeni nesil dizileme (NGS) i¢in kiitiiphane hazirligi belirli adimlar dogrultusunda
gergeklestirilmistir. ddRAD protokoliine uygun olarak uygulanan bu siire¢, yedi temel
basamaktan olusmaktadir:

e Adaptor dizilerinin hazirlanmasi ,

e Genomik DNA’nin uygun restriksiyon enzimleri ile kesilmesi,

o Enzimle kesilen DNA pargalarina adaptorlerin ligasyonu,

e Kisa DNA fragmanlarimin uzaklastirlldigi ilk saflastirma asamasinin
uygulanmasi,

o DNA kiitiiphanesinin ¢ogaltilmast amaciyla PCR amplifikasyonu,

e PCR iiriinlerinin ikinci saflagtirma ile boyut secilimine tabi tutulmasi,
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e Uygun uzunluktaki DNA fragmanlarinin ayristirilmasi ve ddRAD kiitiiphanesinin
tamamlanmasidir.

3.2.6. Yeni nesil dizileme (NGS) kiitiiphanesinde kullanilan ddRAD yontemi

Kiitiiphane olusturmak amaciyla SNP belirlemesi ve genotipleme amaciyla RAD
sekanslama protokoliiniin bir tlirevi olan double-digest RAD (ddRAD) yontemi tercih
edilmistir (Peterson vd. 2012). Yontem kapsaminda, her bir genomik DNA 6nce bir ¢ift
restriksiyon enzimi ile kesilmistir (Cizelge 3.1). Daha sonra, her bir genotipin yer aldig1
tiiplere Cizelge 3.2°de yer alan ligasyon karigimi eklenmistir. Bu karisimda eklenen P1
adaptorii genotipe 6zgii barkod bilgisi igerirken diger adaptor P2 tiim 6rnekler icin ayni
dizilime sahiptir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.1. Restriksiyon enzimleri i¢in hazirlanan reaksiyon karisimi ve inkiibasyon
sliresi

Bilesen 1x Inkiibasyon Siiresi
Vspl (10 U/uL) 1 uL
Mspl (10 U/uL) 1 ul
Tango Buffer 3uL 37 °C°de 2 saat
H-0 12 uL
DNA (100-200 ng) 9uL

Cizelge 3.2. Ligasyon asamasinda kullanilan MasterMix karigimi ve inkiibasyon siiresi

Bilesen 1Xx Inkiibasyon Siiresi
T4 DNA Ligaz Buffer 3uL
T4 DNA Ligase (5 U/uL) 0.3 uL
H:0 1.5 pL 37 °C’de 1 saat
Adaptor P2 (0.5 pmol/uL) 2 uL
Adaptor P1 (0.5 pmol/uL, barkodlu) 2 uL

Cizelge 3.3. ddRAD protokoliinde kullanilan Adaptor P1 ve Adaptor P2 dizilimleri

Adaptor Tiirii Dizilim (5' — 3')

Adaptor P1 ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTATTC
GATGTGAGAAAGGGATGTGCTGCGAGAAGGCTAAT
AATGCTAT
Adaptor P2 ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTCCT
GATGTGAGAAAGGGATGTGCTGCGAGAAGGCTAGA
AGGAACTAT

Ligasyon isleminin ardindan 6rneklerin temizleme islemi manyetik boncuklar ile
gerceklestirilmistir. Bu asamada, her 35 pL’lik 6rnek hacmi igin 1,2 kat1 oraninda
(yaklasik 42 pL) manyetik boncuk eklenmis ve numuneler temizlenmistir. Saflastirma
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isleminin tamamlanmasimin ardindan, DNA kiitiiphanesinin ¢ogaltilmas1 ve temizlenen
tirlinlerin 5° ve 3’ uclarina Illumina chiplerine baglanmasini saglamak amaciyla PCR
asamasina gecilmis olup, bu adimda kullanilan MasterMix bilesenleri Cizelge 3.4’de
detayl sekilde sunulmustur.

PCR asamasini takiben, en son temizlik ve biiyliklik ayrimi yine manyetik
boncuklar kullanilarak gergeklestirilmis ve bireysel DNAlara ait kiitiiphaneler agaroz jel
sisteminde kontrol edilmistir. Istenen biiyiikliik (350-550bp) araliginda smear yapi
gosteren kiitiiphaneler uygun yogunlukta (equimolar concentration and size)
birlestirilerek Illumina HiSeq SBS sisteminde 2*150bp okumaya tabii tutulmustur.

Cizelge 3.4. PCR adiminda kullanilan MasterMix bilesenleri

MasterMix Bilesenleri 1x

25 mM MgClz 2.4 uL
Taq Buffer 3uL

8 mM dNTP 1.25 uLL

DNA polimeraz (High Fidelity Polymerase) 0.3 uL
H-0 1puL

PS5 primer (10 pmol/pL) 0.35 uL

P7 primer (10 pmol/uL) 0.35 uL
Template DNA 5uL

Cizelge 3.5. Amplifikasyona ait PCR agamalari

Asama Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi

On Denatiirasyon 60°C 5 Dakika 1

On Denatiirasyon 72°C 2 Dakika 1
Denatiirasyon 95°C 1 Dakika

Denatiirasyon 95°C 15 Saniye o5
Baglanma 60°C 30 Saniye

Uzama 72°C 30 Saniye 1

Son Uzama 72°C 5 Dakika 1

3.2.7. Biyoinformatik Analizler

Okuma sonuclarindan elde edilen fastq dosyalari, oncelikle “je demultiplex”
programi ile her bir 6rnege ait bireysel fastq dosyalarina boliinmiistiir. Ardindan, bu
dosyalardan sentetik adaptor dizileri ve diisiik kaliteli okumalar, sirasiyla “fastp” ve “trim
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galore” programlari kullanilarak temizlenmistir. Temizlenen okumalara NCBI iizerinden
indirilen referans P. solenopsis genomu (GCA 009761765.1) kullanilmis ve okuma
hizalamalar1 “bwa” programi ile yapilarak “bam” dosyalar1 elde edilmistir. Referans
genom ile hizalanan DNA dizilerinin yer aldig1 bireysel “bam” dosyalar1 “freecbayes”
programina beslenerek, her bir genotip i¢in 20X kaplama (coverage) degeri ile SNP
bolgeleri belirlenmistir. Bu asamada elde edilen bireysel “vct” dosyalart “vcfcombine”
ile birlestirilmis ve daha sonra SNP genome koordinatlarini gésteren “bed” formatina
cevrilmigtir. Elde edilen “bed” dosyasinda yer alan koordinat bilgileri ve bir onceki
asamada elde edilen “bam” dosyalar1 kullanilarak “bcftools” ile gilivenilir aday SNP’ler
tek bir “vct” dosyasinda elde edilmistir. Elde edilen “vcf” dosyasi, daha sonra TASSEL
5 yazilimina aktarilmis ve bu yazilim araciligryla SNP bolgeleri ileri filtrelenmeye tabii
tutulmustur. Ayrica, elde edilen filtrelenmis “vcf” dosyasinda yer alan “major allel
frekans1”, “kromozomlar arast SNP dagilimi ve numerik dosyaya cevrim islemleri
TASSEL 5 programinda gercgeklestirilmistir. Bunlarin yanisira, her kromozomdaki
“heterozigotluk oran1”, “kayip veri dagilim1”, “transition/tranversion oran1” ve “HWE
degerleri” i¢in “vcftools” programindan yararlanilmistir. Ayrica, elde edilen istatistiklerin
analizinde ve gorsellestirilmesinde “SRplot” programi kullanilmistir. PCoA analizleri
icin TASSEL 5 programindan elde edilen numerik formattaki data kullanilmistir. Ayrica,
TASSEL 5 programinda filtrelenerek elde edilen son “vcf” dosyast “PGDSpider”
programina aktarilarak, “STRUCTURE” analizleri icin gerekli olan ileri format
degisiklikleri bu program araciligi ile yapilmistir. Popiilasyon yapisini belirlemek i¢in
kullanilan "STRUCTURE" programinin ¢iktilari, “STRUCTURE” Selector sunucusuna
beslenerek popiilasyon alt-yapisina ait bulgular K=1 ve K=12 degerleri arasinda
taranmastir.

Elde edilen veri seti icerisinde endosimbiyontlarin varligini tespit i¢in oncelikle
boceklerde daha 6nce varligi ortaya ¢ikarilmis endosimbiyontlarin genom bilgileri Gen
bankasindan elde edilmistir. Bu kapsamda, Arsenophonus, Candidatus Hamiltonella
defensa, Carsonella ruddii, Cardinium, Dactylopiibacterium carminicum, Wolbachia,
Moranella endobia, Portiera aleyrodidarum, Rickettsia sp., Uzinura diaspidicola,
Walczuchella monophlebidarum ve Wigglesworthia glossinidia ve unlubit birincil
endosymbiontu oldugu bilinen Candidatus Tremblaya phenacola genomlar1 tek bir
“fasta” dosyasi altinda birlestirilmis ve “bbduk.sh” programinda k=51 degerinde herbir
genotipe ait “fastq” dosyas1 i¢in tuzak olarak kullanilmistir. Herbir genotip i¢in tuzaklama
sonuglarin1  gosteren dosyalarindaki genom eslesme istatistikleri  kullanilarak
endosimbiyontlarin  varligina karar verilmistir. Ayrica, birincil endosimbiyont
Candidatus Tremblaya phenacola nin her bir unlubit bireyinde bulunan miktar1 icin ise
daha farkli bir strateji izlenmistir. Bu noktada, referans P. solenopsis genomu ve
T.phenacola genomu birlestirlerek tek bir fasta dosyasi elde edilmis ve bir 6nceki
asamadaki gibi “bbduk.sh” programinda tuzak olarak kullanilmistir. Her bir genotip i¢in
elde edilen istatistik dosyalarinda elde edilen genome eslesme sayilar1 konuk¢u genomu
ve endosimbiyont genomu i¢in ayri1 ayr1 not edilmis ve excel ortaminda her bir
organizmanin genom biylkligiine boliinerek genom kaplama (coverage) degeri
hesaplanmistir. Konukg¢u ve endosimbiyont igin hesaplanan kaplama degerleri
birbirlerine oranlanarak her bir 6rnege ait géreceli endosimbiyont miktarlari bulunmustur.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu ¢alismada, yeni nesil dizileme teknolojisi kullanilarak ddRAD (double digest
Restriction-site Associated DNA) yontemi ile genetik veriler elde edilmistir. Dizileme ve
biyoinformatik analizler sonucunda ilk asamada “freebayes” programi ile yaklasik
165.000 SNP aday1 elde edilmis ve bu veriler BED dosyas1 formatina doniistiiriilmiistir.
Koordinat dosyasi “bed” formatinda yeralan okuma bilgileri esliginde “bcftools” ile elde
edilen varyant “vcf” dosyast TASSEL 5 programina beslenmis ve analize tabii tutulan
125 genotipin 115 adedinde (%90) veri tireten SNP bolgeleri (119.000) ileri filtrelemeler
i¢in tutulmustur. Daha sonra genom kaplama (coverage) degerleri incelenerek ortalama
kaplama degerinin ¢ok {iistiinde okumaya sahip SNP bolgeleri analiz dis1 birakilmustir.
Boylece ortalama 15-20x kaplama (coverage) araliginda (8-50X) bir denge saglanmustir.
Bu filtreleme sonucunda 77.000 SNP bolgesi elde edilmistir. Ardindan, TASSEL yazilimi
ile mindr ve major allel frekanslar iizerinden yeni bir filtreleme yapilmis, 0.05 ile 0.95
araligr disindaki SNP’ler data setinden ¢ikarilmis ve analizlere 44.300 SNP {izerinden
devam edilmistir. Son adimda, kromozomlar iizerinde istatistiki veriler olugturmak amaci
ile unlubitin 5 kromozomu haricinde scaffold bolgelerinde yer alan 4.135 SNP veri
cikarilmis ve toplamda 40.165 giivenilir SNP verisi ile istatislikler olusturulmustur. Bu
veri seti data kalitesinin ortaya konulmasi igin kullanilirken 44.300 adetlik SNP verisi
genetik analizlerde kullanilmistir.

Bu ¢alismada, Antalya (Aksu, Kepez, Konyaalti ve Muratpasa), Aydin (Nazilli ve
Soke) ve Denizli (Buldan, Merkezefendi ve Saraykdy) illerini kapsayan ii¢ farkl: ilden,
toplam 25 farkli lokasyondan P. solenopsis bireyleri toplanmistir. Her bir lokasyondan
belirli sayida 6rnekleme yapilarak toplamda 125 birey elde edilmistir. Bu bireylerden
izole edilen DNA ornekleri, genetik analizlerde kullanilmak tizere laboratuvar ortaminda
hazirlanmstir.

Bu SNP’lerin P.solenopsis genomunda yer alan 5 kromozom iizerindeki dagilimi
Sekil 4,1’de gosterilmistir. Yeni nesil dizileme (NGS) c¢aligmalarinda literatiir
incelendiginde, SNP filtreleme siireclerinin ¢ogunlukla yalnizca belirli kromozomlar
tizerinden yapildigi ve bu nedenle tiim genomu esit diizeyde temsil etmedigi
goriilmektedir (Andrews vd. 2016; Lowry vd. 2017). Bu tiir yaklasimlar, genetik
varyasyonun genom genelindeki dagilimini tam olarak yansitamayabilir.
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Sekil 4.1. 40.165 SNP’nin Phenacoccus solenopsis genomundaki 5 kromozomu
tizerindeki dagilist

Mevcut tez ¢alismasinda ise, P. solenopsis tiirline ait genom analizlerinde her bir
kromozomun uzunlugu dikkate alinarak SNP’lerin homojen sekilde dagildig
goriilmiistiir. Elde edilen SNP’ler sayesinde, genomun tiim bolgeleri dengeli bigimde
temsil edilmistir. Toplamda seg¢ilen 40.165 adet SNP, tiiriin tiim genomuna hizalanarak
her bir kromozomu temsil edecek sekilde yerlestigi goriilmiistiir. Bu durum, genom
rediiksiyon metodu olarak ddRAD teknigindeki kesim enzimlerinin ve takiben uygulanan
biyoinformatik yaklagimin, genom temsiliyetini artirarak genetik analizlerin daha
giivenilir hale gelmesini saglamaktadir.
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Sekil 4.2. 1 Mb’lik SNP verisinin 5 kromozoma goére normalize edilmis gosterimi
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Sekil 4.2 incelendiginde, 40.165 SNP ile her bir kromozomda 1 milyon baz ¢ifti
(1 Mb) basina diisen SNP sayis1 hesaplanarak normalize edilmis degerler sunulmustur.
Bu analiz, SNP’lerin genom {izerindeki dagilimmi kromozom uzunluklarma gore
standartlastirarak, kromozomlar arasi karsilastirma yapilmasina da olanak saglamaktadir.

Genel olarak bakildiginda, SNP yogunluklar1 1 Mb basina yaklasik 140 ila 180
SNP arasinda degismektedir. SNP'lerin kromozomlar arasinda homojen bir dagilim
gostermedigini teyid etmektedir. Bu homojenlik, genetik ¢esitliligin istatistiksel analizler
ve popiilasyon genetigi ¢alismalardan anlamli biyolojik sonuglar iiretmek i¢in en 6nemli
gerekliliklerden birisidir.

The number of SNPs within 1Mb window size
OMb 8.2Mb 12.4Mb 18.6Mb 24.8Mb 31Mb 37.2Mb 43.4Mb 49.6Mb 55.8Mb
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288
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Sekil 4.3. 1 Mb pencerede SNP sayisinin kromozomlar boyunca dagilimi

Sekil 4.3 incelendiginde, 40.165 SNP veri setindeki her bir 1Mb detespit edilen
SNP dagilimlarin1 gostermektedir. Burada her yatay serit kromozomu temsil etmekte,
renk dagilimlar1 yogunlugu ile ilgili bilgi vermektedir. Genel olarak bakildiginda her
kromozomdaki SNP dagilimi homojen bir dagilim gostermektedir. Kromozomlarin her
bolgesinden veri elde edilmistir. Bunun yaninda, Pujolar vd. (2014), SNP yogunlugu
bakimindan daha diisiik veri setleri (yaklasik 15.000 SNP) ile popiilasyon yapisi ve
cevresel adaptasyon iligkileri incelenmis ve sinirli ¢oziiniirliik nedeniyle birgok dnemli
varyasyonun tespit edilemedigi belirtilmistir. Oysa bu tezde hem SNP sayisinin iki kat
daha fazla olmas1 hem de bireylerin 25 lokasyondan elde edilmesi hem genetik ¢esitlilik
hem de potansiyel varyasyonlarin daha yiiksek dogrulukla saptanmasini saglamistir.
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Sekil 4.4. Her bir kromozom iizerindeki kaplama (coverage) degerleri

Sekil 4.4 incelendiginde, tespit edilen SNP bolgelerinin kaplama (coverage)
degerlerinin en yogun olarak 11x ve 12x seviyelerinde toplandigi goriilmektedir.
Grafikteki genisleyen bolgeler, ilgili kaplama araliklarinda daha fazla okuma yogunlugu
oldugunu gostermektedir. Bu durum, bu boélgelerdeki veri yogunlugunun yliksek
oldugunu desteklemektedir. Grafigin igerisinde yer alan ortadaki kutucuklar ise her bir
kromozom i¢in ortalama kaplama degerlerini gostermektedir. Tiim kromozomlar
incelendiginde, bu ortalamalarin yaklagik 18x civarinda seyrettigi goriilmektedir. Genel
olarak, tiim kromozomlarda kaplama degerlerinin dagilimi benzerlik gostermekte olup,
kaplama degerlerinin 10x ile 30x araliginda yogunlastigi anlagilmaktadir. Bu da verinin
kalite agisindan homojen ve giivenilir bir dagilim sergiledigini gdstermektedir.
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Sekil 4.5. Her bir kromozom iizerindeki kayip veri

Sekil 4.5 incelendiginde 40.165 SNP verisindeki her bir kromozoma ait kayip veri
oranlarmin dagilimini gostermektedir. Sekilde yer alan siyah noktalar, kromozomlar
boyunca belirli bolgelerdeki kayip veri oranlarmi temsil etmektedir. Genellikle tiim
kromozomlar i¢in kayip veri oranlarinin oldukga diisiik oldugu, ¢ogunlukla %0 ila %5
araliginda yogunlastig1 goriilmektedir. Bununla birlikte, baz1 bolgelerde en fazla kayip
veri orani %15’e kadar ulagabilmektedir. Bu durum, kromozomlardaki okuma degerlerin
diisik olmasindan veya teknik sinirlamalardan kaynaklaniyor olabilir. Genel olarak
bakildiginda tiim kromozomlarda benzer bir dagilim egilimi sergilemektedir. Bu analiz,
veri kalitesinin genel olarak yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir.

Cizelge 4.1. Niikleotid degisimlerinin sayisal dagilimi ve Transition (Ts)/ Transversion
(Tv) oram

Niikleotid Degisimi
A — C(ACQ) 4.403

A — G (AG) 20.045

A — T (AT) 5.962

C - G (CG) 4.890

C—T(CT) 20.467

G — T (GT) 4.342

Transition (Ts) 40.512

Transversion (Tv) | 19.597
Ts/Tv Oram 2,06
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Sekil 4.6. Her bir kromozomdaki Ts/Tv oranlari

Cizelge 4.1 incelendiginde, niikleotid degisimlerinin sayisal dagilimi
goriilmektedir. Transition (Ts) tipi degisimler toplamda 40.512 kez g6zlemlenmis olup,
transversion (Tv) tipi degisimlere (19.597) kiyasla belirgin sekilde daha fazladir. Bu
durum, literatiirde yaygin olarak bildirilen piirin-piirin (A<>G) ve pirimidin-pirimidin
(CT) gegislerinin, molekiiler yap1 agisindan daha stabil olmalar1 nedeniyle daha sik
meydana geldigi bilgisini desteklemektedir. En sik gozlenen spesifik degisimlerin AG
(20.045) ve CT (20.467) olmasi da bu durumu pekistirmektedir. Transversionlar ise, plirin
ve pirimidin bazlar1 arasinda ger¢eklesen daha radikal yapisal degisiklikler igerdiginden,
genellikle daha diisiik siklikla goriillmektedir.

Bu veriler dogrultusunda, genel Ts/Tv orani 2,06 olarak hesaplanmistir. Sekil 4.6
incelendiginde kromozomlar iizerinde hesaplanan Ts/Tv oranlarimin  dagilimim
gostermekte olup, oranlarin genel olarak 2 civarinda seyrettigini ortaya koymaktadir.
Kromozomlar arasinda belirgin bir fark gozlenmemis, dagilimlar birbirine yakin ve
homojen bir yap1 izlemistir. Bu bulgular, genom genelinde transition baskin oldugunu
gostermektedir.
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Sekil 4.7. Her bir kromozom i¢in Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE) gore
siniflandirilmig SNP'lerin dagilimi

Hardy-Weinberg dengesi  (Hardy-Weinberg  Equilibrium, HWE), bir
popiilasyonda genotip ve allel frekanslarinin, belirli kosullar altinda nesiller boyunca
sabit kalacagin1 ongoren teorik bir ilkedir. Bu denge durumu, popiilasyonda rastgele
eslesme, biiyiik popiilasyon biiytikliigii, mutasyon, go¢ ve dogal secilimin olmamasi gibi
faktorlerin varliginda saglanabilir (Hartl ve Clark 2007). Genetik ¢alismalar agisindan
HWE analizi hem popiilasyonun yapisin1 degerlendirmede hem de genotipleme
verilerinin kalitesini kontrol etmede yaygin olarak kullanilmaktadir.

40.165 SNP veri setinde kromozom bazinda Hardy-Weinberg dengesine (p=0.01)
gore smiflandirilmis dagilimlart gosterilmistir (Sekil 4.7). HE (heterozigot eksik), HD
(heterozigot dengeli) ve HF (heterozigot fazla) kategorileri, SNP’lerin gozlenen
heterozigotluk oranlarma gore siniflandirilmasini temsil etmektedir. HD grubunda yer
alan SNP’ler, beklenen genotip frekanslartyla uyumlu olup genetik dengenin
korundugunu gostermektedir. Sekilde goriildiigii tizere, analiz edilen SNP’lerin biiyiik bir
kism1 HD kategorisinde yer almakta ve bu durum, popiilasyonun genel olarak Hardy-
Weinberg dengesine uygun oldugunu ortaya koymaktadir. Ancak bazi1 bolgelerde HE ve
HF dagilimlar1 da gbzlenmistir. Genel olarak degerlendirildiginde, kromozom aras1 ve
kromozom i¢inde dengede oldugu goriilmektedir. Sonug olarak, bu analizde elde edilen
bulgular, SNP verilerinin biiyiik 6l¢iide glivenilir oldugunu ve popiilasyonda genel olarak
Hardy-Weinberg dengesinin saglandigini gostermektedir.
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Sekil 4.8. Her bir kromozomlardaki major allel frekansi
Sekil 4.8 incelendiginde major allel frekansi, incelenen lokusta popiilasyon iginde

en sik goriilen allelin frekansini ifade etmektedir. Kromozomlardaki ortalama deger 0.6-
0.7 arasindadir. Sekilde esit bir sekilde oldugu homojen oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.9. Her bir kromozomdaki heterozigotluk orani

Sekil 4.9 incelendiginde heterozigotluk oranin ortalama olarak 0,35 diizeyinde
oldugunu ve bu oranin tim kromozomlar boyunca benzerlik gosterdigi
gozlemlenmektedir. Yogunluklarinda dagilimida homojen oldugu dikkate alindiginda
elde edilen veriler giiclii ve giivenilir oldugu sonucuna varilabilir.

Elde edilen verilerin kalitesi hem kaplama diizeylerinin homojenligi hem de
Hardy-Weinberg dengesi ve heterozigotluk analizleri ile desteklenmistir. Bu durum, tez
caligmasinda kullanilan genom rediiksiyon metodunun ve biyoinformatik analiz siirecinin
P. solenopsis populasyonlarini genetik analizler agisindan degerlendirmek igin giivenilir
oldugunu ve elde edilen SNP bolgelerine ait bilgilerin daha sonra yapilacak ¢aligmalarda
da kullanilabilecegini ortaya koymaktadir.

4.2. Temel Bilesen Analizi (Principal Component Analizi-PCA)

Bu calismada, Antalya (Aksu, Kepez, Konyaalti ve Muratpasa), Aydin (Nazilli ve
Soke) ve Denizli (Buldan, Merkezefendi ve Saraykdy) illerini kapsayan ii¢ farkl: ilden,
toplam 25 farkli lokasyondan P. solenopsis bireyleri toplanmistir. Her bir lokasyondan
belirli sayida 6rnekleme yapilarak toplamda 125 birey elde edilmistir. Bu bireylerden
izole edilen DNA o6rnekleri, genetik analizlerde kullanilmak {izere laboratuvar ortaminda
hazirlanmistir.

25



BULGULAR VE TARTISMA M. AYGUN

015004 ?

0.10004

0.05004

r T T - -7 T T T 1
o~ -0.2000 -0.1500 Q1000 ° (500 ® . a 0.0500 . 3.1033 0.1500 0.2000
& ng W0 . o

-0.0500- oo
-0.1000
-0.15004

-0.20004
o Antalya
Aydmn

-0.2500

e Denizli

Coordinate 1

Sekil 4.10. Phenacoccus solenopsis bireylerinde lokasyonlara gore karsilagtirmali PCoA
(Principal Coordinates Analysis) grafigi

Bu ¢alismada, P. solenopsis 6rneklerinin toplandig: farkli lokasyonlar arasindaki
genetik benzerlik ve farkliliklarin degerlendirilmesi amaciyla PCOA  yontemi
uygulanmistir (Sekil 4.10). PCoA grafigi incelendiginde, Denizli iline ait 6rneklerin genis
bir cografi alana yayilmis olmasi, bu bolgede genetik varyasyonun daha yiiksek diizeyde
gerceklesmesine neden olmustur. Bu g¢esitlilik, evrimsel anlamda tiiriin adaptasyon
kapasitesini arttiran bir faktor olarak degerlendirilebilir. Genetik varyasyonun yiiksek
oldugu popiilasyonlar, cevresel stres faktorlerine (sicaklik dalgalanmalari, pestisit
baskisi, vs.) daha kolay uyum saglayabilir (Frankham vd. 2010).

Antalya ilinden toplanan 6rnekler ise, hem kendi i¢inde yiiksek genetik benzerlik
gostermekte hem de diger lokasyonlardan belirgin sekilde ayrisan 6zgiin bir genetik yap1
ortaya koymaktadir. Bu durum, Antalya'da yiiksek genetik cesitlilige isaret etmektedir.
S6z konusu genetik farkliliklarin olusumunda rakim, nem ve bitki ortiisii gibi ¢evresel
faktorlerin etkili oldugu diistiniilmektedir. Denizli-Buldan, Denizli-Saraykdy ve Aydin-
Nazilli ilgelerinden elde edilen 6rneklerin genetik olarak birbirlerine yakin kiimelendigi
goriilmistiir. Bu durum, s6z konusu ilgelerin cografi olarak birbirine yakin olmasiyla da
ortigsmektedir. Benzer sekilde, Denizli-Merkezefendi ve Aydin-Soke ilgelerine ait
ornekler de genetik agidan birbirlerine yakin bir yap1 sergilemistir.
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Sekil 4.11. Phenacoccus solenopsis bireylerinde konukgu bitkilerinin karsilastirmali
PCoA grafigi

Elde edilen SNP bilgileri ile yapilan diger bir analizde P. solenopsis 'in konuk¢u
adaptasyon potansiyeli incelenmistir. Bu analizde, yedi farkli konukgu bitki tiiriinden
(aksamsefasi, bamya, semizotu, pamuk, Kanada sifa otu, mine ¢alis1 ve domates) toplanan
P. solenopsis bireyleri degerlendirilmistir. PCoA (Principal Coordinates Analysis)
sonuglarina gore, konukcu bitki bazinda belirgin bir genetik 6zellesme gorilmemistir
(Sekil 4.11). Grafikte en genis dagilim pamuk konukgusunda gézlemlenmis olup, bu grup
t¢ farkli ilden toplanan Ornekleri icermektedir. Ancak pamuk Orneklerinden toplanan
bireylerin arasinda genetik olarak anlamli bir kiimelenme ya da o6zellesme
gbzlemlenmemistir. Bu durum, P. solenopsis’in ana konukgusu olarak bilinen pamuk
bitkisine 6zgii bir genetik adaptasyon gelistirmedigini gostermektedir.

Benzer sekilde, diger konukgu bitkiler arasinda da genetik acidan belirgin bir
ayrisma ya da 6zellesme goriillmemektedir. Kanada sifa otu 6rnekleri Aydin ilinin Nazilli
ve Soke ilgelerinden toplanmis olmasina ragmen, bu ornekler genetik olarak birbirlerine
yakin degil, aksine uzak konumlanmislardir. Bu durum, P. solenopsis’in bu bitkiye karsi
da adaptasyon gelistirmedigini ortaya koymaktadir. Bu sonuglar, P. solenopsis’in yaygin
olarak goriilen genis konuk¢u spektrumuna sahip oldugunu desteklemektedir. Bu tiir,
cesitli konukcgu bitkilerde yasamlarini siirdiirebilme yetenekleri sayesinde ekolojik
esneklik kazanir ve bu ozellik, istilaci tiirlerin yeni habitatlara basariyla yerlesmesinde
kritik rol oynamaktadir (Bezemer ve Mills 2003).

Sonug olarak, elde edilen veriler P. solenopsis’in farkli konukgu bitkilerde genetik
olarak belirgin bir farklilik géstermedigini ortaya koymustur. Bu durum, zararlinin bir¢cok
bitki tiiriine iiyelik saglayabildigini ve konukg¢u sec¢imi agisindan esnek bir yapiya sahip
oldugunu gostermektedir.
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4.4. Popiilasyon Genetigi Analizi

Popiilasyon genetigi analizleri kapsaminda, SNP verileri STRUCTURE 2.3.4 programi
kullanilarak degerlendirilmistir. Analizler, her g¢alisma i¢in 50.000 adimlik burn-in
periyodunu takiben 50.000 Markov Zinciri Monte Carlo (MCMC) simiilasyonu ile
yiriitiilmiistir. Farkli K degerleri (K = 1-12) i¢in yapilan testlerin ardindan, en uygun
grup sayist STRUCTURE Selector web sitesi araciligiyla belirlenmis ve AK degerine
gore en yiiksek sonu¢ K =4 i¢in elde edilmistir (Sekil 4.12). Analiz sonucunda elde edilen
grafikte, her bireyin ait oldugu genetik grup farkli renklerle temsil edilmis ve bireylerin
genetik yapilar1 degerlendirilmistir. Bu dogrultuda toplam 125 birey, dort alt gruba
ayrilmstir.
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Sekil 4.12. Delta K (AK) degerine ait olasilik grafigi
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Sekil 4.13. STRUCTURE analizinde uygun kiime sayisinin belirlenmesi ve verinin
homojen yapisi

Sekil 4.13 incelendiginde, dort farkli yontemle (MedMed, MedMean, MaxMed,
MaxMean) kiimeleme analizinde en uygun kiime sayisini belirlemeye yonelik sonuglar
sunulmaktadir. Bu bulgu, ¢alismada ele alinan veri setinde homojen bir yapinin oldugunu
desteklemektedir.

STRUCTURE analizi sonucunda dort alt gruba ayrilmistir. Sekil 4.14
incelendiginde ise Grup 1’de, Denizli’nin Merkezefendi ve Saraykoy ilgelerini temsil
etmekte olup toplamda 50 bireyden olugmaktadir. Cizelge 4.3 incelendiginde, bu gruptaki
bireylerin kendi alt grubuna (Alt Pop-1) olan iiyelik oranlar1 %28,6 ile %99,3 arasinda
degismektedir. En yiiksek tyelik orani, Denizli Merkezefendi Akg¢esme Semizotu
(DMAS) bireylerinde %99,3 ile belirlenirken; en diisiik tiyelik oran1 ise %28,6 ile Denizli
Saraykoy Adakdy Pamuk (DSAp) bireylerinde goriilmektedir. Bununla birlikte, bu grup
bireylerinin bazilar1 diger popiilasyonlardan genetik katki almistir. Ozellikle DSAp
bireylerinde Alt Pop-4’¢ %46,9’a varan iiyelik orani saptanmistir. Bu durum, Saraykoy
ilcesinin genetik olarak gegis bolgesi ozelligi tasidigini diisiindiirmektedir. Nitekim
Saraykdy’den toplanan 10 bireyin 3’iinde, Alt Pop-1 disindaki gruplardan anlamli
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diizeyde gen akisi gozlemlenmistir. Bu gruptaki popiilasyonlar arasi gegislerin ve gen
akisinin yogun oldugu goriilmektedir. Bu grubun yiiksek diizeyde genetik cesitlilik
barmndirmakta ve farkli genetik yapilarin bir araya geldigi bir bolgeyi isaret etmektedir.

Grup 2’de, Antalya popiilasyonunu temsil etmekte olup toplamda 30 bireyden
olugsmaktadir. Cizelge 4.3 incelendiginde, bu gruptaki bireylerin kendi alt grubuna (Alt
Pop-2) olan iiyelik oranlart %52,1 ile %98 arasinda degismektedir. En yiiksek iiyelik
orani, Antalya Aksu Boztepe Pamuk (AAB) bireylerinde %98,3 ile belirlenirken; en
diisiik tyelik orani ise %52 ile Antalya Konyaalti Pmarbasit Mine Calist (AKPm)
bireylerinde goriilmektedir. Bununla birlikte, bu grup bireylerinin bazilar1 diger
popiilasyonlardan genetik katki alinmistir. AKPm bireylerinde Alt Pop-1’e %34,5°¢
varan bir katki aldigr goriilmiistiir. Genel olarak degerlendirildiginde, Grup 2’nin
homojen bir genetik yapiya sahip oldugu ve diger popiilasyonlardan ayrisan 6zgiin bir
genetik grup olusturdugunu diger popiilasyonlarla sinirli diizeyde gen akisi bulundugunu
gostermektedir.

Grup 3’te, Aydin Nazilli ilgesindeki popiilasyonlar temsil etmekte olup 10
bireyden olusmaktadir. Cizelge 4.3 incelendiginde, bu gruptaki bireylerin kendi alt
grubuna (Alt Pop-3) olan iiyelik oranlar1 %86 ile %99,5 arasinda degismektedir. En
yiksek tyelik orani, Aydin Nazilli Stimer Pamuk (YNSp) bireylerinde %99,5 ile
belirlenirken; en diistik tyelik oranmi ise ayni popiilasyondan bir bireyde %86
goriilmektedir. Bu durum, grubun genel olarak homojen bir genetik yapiya sahip
oldugunu ve bireylerin biiyiik ¢cogunlugunun Alt Pop-3’e gii¢lii sekilde bagli oldugunu
gostermektedir. Bununla birlikte, sinirli da olsa bazi bireylerde dis gruplardan genetik
katkilar gdzlemlenmistir. Ornegin, Aydin Nazilli Siimer Kanada Sifaotu (YNSk)
bireylerinde Alt Pop-2’ye %7,5’e varan tiyelik oranlar1 saptanmistir. Ancak bu katkilar
genel yapi lizerinde belirleyici bir etki olusturmamaktadir. Nazilli popiilasyonunun
genelinde, diger gruplarla genetik gecis ve gen akisi olduk¢a smirli diizeyde
gerceklesmektedir. Bu durum, popiilasyonun izole bir genetik yapi sergiledigini ve
cografi, genetik sinirlarinin belirgin oldugunu ortaya koymaktadir. Yiiksek Alt Pop-3
tiyelik oranlar1 ve diisiik dis grup katkilari, bu grubun genetik olarak tutarli ve ige kapali
bir yapida oldugunu desteklemektedir.

Grup 4’te, Aydin Soke ilgesindeki popiilasyonlari temsil etmekte olup 25 bireyden
olugsmaktadir. Cizelge 4.3 incelendiginde, bu gruptaki bireylerin kendi alt grubuna (Alt
Pop-4) olan tiyelik oranlar1 %48,2 ile %97,1 arasinda degismektedir. En yliksek tiyelik
orani, Aydin S6ke Golkent Pamuk (YSGLp) bireylerinde %97,1 ile belirlenirken; en
diisiik tiyelik orani ise %48,2 ile Aydin Soke Ak¢akonak Pamuk (YSACp) bireylerinde
goriilmektedir. Bununla birlikte, bu grup bireylerinin bazilar1 diger popiilasyonlardan
genetik katki saglamistir. Aydin S6ke Golkent Kanada Sifaotu (YSGLK) bireylerinde Alt
Pop-1’e %32,8’e varan bir katki aldig1 goriilmiistiir. Her ne kadar belirli bireylerde dis
gruplardan genetik katkilar bulunmus olsa da Grup 4 genel olarak degerlendirildiginde
homojen bir genetik yapiya sahip goriinmektedir. Alt Pop-4’e yiiksek oranda baglilik
gosteren bireylerin yogunlugu, Soke popiilasyonunun bolgesel olarak tutarli ve genetik
acidan gorece izole bir yapiya sahip oldugunu desteklemektedir.

Cizelge 4.3. incelendiginde, Denizli Buldan il¢esinden toplanan 10 bireyin
herhangi bir ana gruba tam olarak dahil olmadig1 goriilmektedir. Bu bireylerde hem
Antalya popiilasyonuna (Alt Pop-2) hem de Aydin Nazilli popiilasyonuna (Alt Pop-3) ait
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belirli diizeyde gen aktarimi oldugu goriilmektedir. Alt Pop-3 iiyelik oranlari
incelendiginde, en yiiksek oran %62 ile Denizli Buldan Mahmutlu Pamuk (DBMp)
bireylerinde gozlenirken; en diisiik oran %41,4 ile Denizli Buldan Yenicekent Pamuk
(DBYp) bireylerinde belirlenmistir. Diger yandan, Alt Pop-2 iiyeligi ag¢isindan
degerlendirildiginde, en yiiksek oran %54 ile DBYp bireylerinde, en diisiik oran ise
%29,4 ile DBMp bireylerinde saptanmistir. Bu veriler, Buldan bireylerinin net bir sekilde
belirli bir alt popiilasyona ait olmadigini, ancak hem Alt Pop-2 hem de Alt Pop-3’ten
kayda deger Olciide genetik katki aldigimi gostermektedir. Dolayisiyla, Buldan
popiilasyonu ara formda yapiya sahip olup, iki ana genetik yap1 arasinda genetik gegis
bolgesi 6zelligi tasimaktadir.

Elde edilen bu bulgular, ¢calisma alanindaki popiilasyonlar arasinda belirgin
genetik farkliliklar bulundugunu ve bazi bolgelerde gen akisinin smirh diizeyde
gerceklestigini ortaya koymaktadir.
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Cizelge 4.2. Tiim bireylerin ait olduklar1 alt popiilasyonlara gore iiyelik degerleri ve
heterozigotluk oranlari

Uyelik i
. Alt Alt Alt | Alt Heterozigotluk
Birey| Lokasyon Pop-1 | Pop-2 | Pop-3 | Pop-4 Max If(‘) I; Oram %
1 09 | 977 | 03 | 12 | ar7 | Al 34,3
Pop-2
2 | AntalyaAksu| 0.8 | 981 | 03 | 08 | 981 P?p!fz 34,8
Boztepe Alt
3 Pamuk 1,1 | 976 | 09 | 04 | 976 40,8
(AAB) Pop-2
4 28 | 798 | 8 05 | 798 | Al 50,1
Pop-2
5 08 | 983 | 05 | 04 | 983 | At 39,3
Pop-2
6 62 | 861 | 72 | 06 | 861 | AN 44,2
Pop-2
7 |Antalya Aksu| 14 | 975 | 07 | 04 | 975 P?[:I)EZ 31,6
Kumkdy Alt
8 Pamuk 08 | 957 | 23 | 12 | 957 Pop-2 38,5
(AAKD)
9 09 | 782 | 15 | 194 | 782 | At 56,3
Pop-2
10 13 | 971 | 1,3 | 03 | 971 | Al 50,9
Pop-2
11 13 | 807 | 03 | 17,7 | 807 | Al 343
Pop-2
12 17 | 902 | 29 | 51 | 90,2 Pﬁgfz 35,8
Antalya Alt
13 Kepez 07 | 696 | 34 | 264 | 69,6 Pop-2 30,2
Gogerler AlL
14 | MineCahs1 | 4 | 855 | 0,3 | 10,2 | 85,5 36,1
(AKGmM) Pop-2
15 04 | 835 | 28 | 133 | 835 | Al 35,8
Pop-2
16 175 | 814 | 03 | 08 | s1a | Al 32,5
Pop-2
17 Antalya 178 | 79 1,7 | 15 | 79 Alt 50,3
Kepez Pop-2
Gogerler Alt
18 | \iine Calist 124 | 839 | 14 | 23 | 839 Pop-2 49
AKGmM
o | AKEM 1o | g9 | 08 | 19 | 8o | A 436
Pop-2
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Cizelge 4.3’lin devamu.
Antalya
Kepez Alt
20 Gogerler | 199 | 786 | 08 | 06 | 786 |, 32,2
Mine Calis1 P
(AKGm)
21 253 | 581 | 14 | 151 | 581 | At 50,2
Pop-2
22 | Antalya | 345 | 521 | 04 | 129 | 521 P?[::EZ 59
Konyaalti Al
23 Pinarbas1 23,2 | 58,2 0,3 18,3 | 58,2 PoD-2 41
Mine Calisi AF:
24 (AKPm) | 344 | 587 | 04 | 65 | 587 o t 46,4
op-2
25 339 | 61 | 04 | 47 | 61 Alt 51,9
Pop-2
26 1,7 | 80,2 | 3,4 | 14,7 | 80,2 Alt 46,3
Pop-2
27 Antalya 22 | 846 | 06 | 125 | 84,6 P’sgfz 37,5
Konyaalt1 Alt
28 Pmarbasi | 174 | 815 | 03 | 08 | 815 |, 34,7
Mine Calis1 F:
29 (AMm) 26 | 964 | 05 | 06 | 964 Alt 40,1
Pop-2
Alt
30 16 | 971 | 09 | 04 | 971 42,1
Pop-2
En diisiik alt 0.4 52.1 0.3 0.3
pop.
Enyiksek | 3,5 | 983 | g | 264
alt pop.
Alt
31 9,3 32 | 446 | 141 | 44,6 51,8
Pop-3
32 | Denizli | 25 | 315 | 62 | 4 | e2 | AN 46,3
Buldan Pop-3
33 | Mahmutlu g | a0 [ eog | 03 | g2g | Al 423
Pamuk Pop-3
DBM
34 ( P) 67 | 356 | 545 | 32 | 545 Alt 29,2
Pop-3
Alt
35 157 | 29,4 | 535 | 14 | 535 55
Pop-3
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Cizelge 4.4°lin devamu.
Alt
36 146 | 415 | 414 2,5 41,5 50,9
Pop-2
37 Denizli 122 | 441 | 423 | 13 | aa1 | Al 37,2
Buldan Pop-2
3g | venicekent | 4o | 591 | 566 | 06 | 566 | AN 425
Pamuk Pop-3
DBY
39 ( P) 3,5 54 42,1 0,4 54 Alt 42,7
Pop-2
Alt
40 12,1 | 38,2 | 49,3 0,4 493 39,8
Pop-3
Endisikalt| oo | 59, | 414 | 03
pop.
Enyiksek | 4551 54 | 628 | 141
alt pop.
Alt
41 78,9 | 20,1 0,6 0,4 78,9 38,8
Pop-1
- Alt
42 Denizli 93,3 0,4 5,5 0,8 93,3 = 31
. op-1
Merkezefendi Alt
43 Akgesme 99,3 0,2 0,2 0,3 99,3 23
. Pop-1
Semizotu N
44 (DMAs) 9,4 | 18 | 15 | 04 | 964 |, 40
op-1
Alt
45 82,6 14,3 2,7 0,4 82,6 38,5
Pop-1
Alt
46 97,3 0,5 1,0 1,2 97.3 30,9
Pop-1
- Alt
47 Denizli | 566 | 26,3 | 158 | 1,3 | 56,6 49
) Pop-1
Merkezefendi Alt
48 Gerzele 86,1 0,5 12,2 1,2 86,1 PoD-1 25,3
Aksam Sefasi AF:
49 (DMGa) | 552 | 96 | 10,8 | 24,4 | 552 t 42
Pop-1
Alt
50 73,5 13,2 12,1 1,2 73,5 41,3
Pop-1
Alt
51 63,1 1,0 19 16,8 | 63,1 37,6
Pop-1
Denizli Alt
52 | Merkezefendi| 53,5 0,9 215 | 241 | 535 Pop-1 34,8
Karahasanh AlL
53 |Aksam Sefasi| 34 | 242 | 18 | 238 | 34 PoD-1 50,8
(DMKAa) op-
54 552 | 312 | 124 | 12 | 552 | Al 40
Pop-1

35




BULGULAR VE TARTISMA M. AYGUN
Cizelge 4.5’lin devamu.
Alt
55 46,1 | 37,1 | 155 | 1,3 | 46,1 41,9
Pop-1
Alt
56 68,8 1,2 04 | 29,6 | 68,8 31,7
Pop-1
o Alt
57 Denizli 87,2 0,6 0,3 119 | 87,2 29,3
. Pop-1
Merkezefendi All
58 | Karahasanli | 83,7 0,2 0,2 15,9 | 83,7 27,4
Pop-1
Domates Alt
59 | (DMKAd) | 76 1 06 | 22,4 | 76 31,9
Pop-1
Alt
60 97,9 0,6 0,9 06 | 97,9 31,2
Pop-1
Alt
61 60,2 | 22,4 7,3 10,1 | 60,2 41,1
Pop-1
- Alt
62 Denizli 423 | 159 | 28,3 | 13,6 | 42,3 P 39,9
. op-1
Merkezefendi Alt
63 Kumkisik 55,2 2,3 22,7 | 19,7 | 55,2 23,9
Pop-1
Domates I
64 | OMKUd) | 778 | 147 | 46 | 29 | 778 | Al 335
Pop-1
Alt
65 55,1 | 24,1 | 10,3 | 10,6 | 55,1 32,8
Pop-1
Alt
66 69,3 0,3 0,2 | 30,2 | 69,3 38,2
Pop-1
o Alt
67 Denizli 69,7 0,4 0,3 | 29,7 | 69,7 P 28,5
. op-1
Merkezefendi Alt
68 Kumkisik 55,7 0,2 0,2 | 43,9 55 23,9
. Pop-1
Semizotu Al
69 | (DMKUs) | 574 | 02 | 01 | 423 | 57,4 t 32,4
Pop-1
Alt
70 45,6 6,6 23,8 24 45,6 33,7
Pop-1
Alt
71 98,7 0,4 0,2 0,7 | 98,7 52,7
Pop-1
. Alt
72 Denizli 941 | 48 | 07 | 03 | 941 |, 34
. op-1
Merkezefendi Alt
73 Saruhan 86,6 0,7 0,7 12,1 | 86,6 PoD-1 375
Aksam Sefasi F:
74 | OMSa) | 941 | 52 | 04 | 03 | 9a1 | Al 358
Pop-1
75 983 | 04 | 02 | 11 | 983 | At 33
Pop-1
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Cizelge 4.6’lin devamu.
76 993 | 02 | 01 | 03 | 993 | Al 23,3
Pop-1
77 Denizli | 807 | 02 | 01 | 189 | 80,7 | Al 31,5
Merkezefendi Pop-1
7g | Yenisafak | gog | 45 1 23 | 959 | Al 34,2
Bamya Pop-1
(DMYDb) Alt
79 728 | 08 | 12 | 253 | 72,8 22.9
Pop-1
80 757 | 167 | 02 | 73 | 757 | Al 32,6
Pop-1
81 403 | 12 | 08 | 469 | 460 | A1 29,2
Pop-4
82 | Denizli | 369 | 169 | 45 | 41,7 | 417 P'sgf . 337
Saraykdy All
83 Adakdy | 286 | 261 | 44 | 409 | 409 | 39,3
Pamuk F:
84 | (DSAP) | 565 | 203 | 22 | 12 | 565 | Al 337
Pop-1
Alt
85 645 | 99 | 39 | 21,7 | 645 28,7
Pop-1
13,80 Alt
86 539 | 29 | 31 | 539 Pop-1 37,9
Alt
87 Denizli 427 | 158 | 298 | 11,6 | 42,7 Pop-1 33,8
Saraykoy Alt
88 Sigma 337 | 224 | 306 | 134 | 337 | oo 38,6
Pamuk F:
89 (DSSp) 33 | 283 | 288 | 99 33 Alt 48,3
Pop-1
Alt
90 465 | 322 | 188 | 2,5 | 465 28,3
Pop-1
En diisiik alt 28.6 0,2 0.1 0.3
pop.
Enyiksek | 95 | 371 | 306 | 469
alt pop.
91 05 | 02 | 99 | 03 | 99 Pﬁgfg 371
Aydin Nazilli Alt
92 Siimer 08 | 07 | 98 | 05 | 98 Pop-3 411
Kanada Al
93 Sifaotu 15 | 75 | 903 | 08 | 903 | 437
(YNSK) op-
94 17 | 47 | 932 | 04 | 932 | Al 41,9
Pop-3
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Cizelge 4.7°1in devamu.
95 1 22 | 933 | 34 | 933 | Al 445
Pop-3
96 04 | 22 | 972 | 02 | 972 | Al 24
Pop-3
97 ol 02 | 01 | 995 | 02 | 095 | Al 246
Aydin Nazilli ' ' ' , 2| pop-3 ,
Stiimer Alt
08 Pamuk 73 | 02 | 9L7 | 07 | 917 |, 353
(YNSp) ‘i
99 48 | 06 | 939 | 07 | 939 | Al 39,2
Pop-3
100 54 | 64 | 86 | 21 | 8 | At 36,1
Pop-3
En diisiik alt 0.2 0.1 86 0.2
pop.
Enyiksek | 54 | 75 | g95 | 34
alt pop.
Alt
101 149 | 141 | 41 | 66,9 | 66,9 29.8
Pop-4
Alt
102 102 | 16,2 | 3,7 | 69,8 | 69,8 20,9
Aydin Soke Pop-4
103 | Akeakonak | a0 o5 | g9 | 4g0 | 4gp | ANt 16,8
Pamuk Pop-4
YSAC
104 ( P) 186 | 11.8 | 07 | 689 | 689 | Al 43,9
Pop-4
Alt
105 73 | 155 | 119 | 653 | 653 299
Pop-4
Alt
106 256 | 71 | 19 | 654 | 654 473
Pop-4
Alt
107 | AydinSoke | 26 | 142 | 07 | 825 | 825 Pop-A4 444
Akburgazi Alt
108 Pamuk 19 | 35 | 06 | 94 | 94 | 43
(YSABp) F:
109 106 | 62 | 155 | 67.7 | 67,7 | A 472
Pop-4
Alt
110 1 96 | 07 | 887 | 887 46,2
Pop-4
Alt
111 | AydinSoke | 154 | 112 | 11 | 723 | 723 Pop-4 36,1
Giizelbahge All
112 Pamuk 14 | 238 | 04 | 744 | 744 | 28 8
(YSGBp) P
113 77 | 244 | 17 | 662 | 662 | Al 32,2
Pop-4
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Cizelge 4.8’lin devamu.

114 23,6 19 0,6 56,9 | 56,9 Alt 429
Pop-4
Alt
115 225 22,6 0,6 54,3 | 54,3 30
Pop-4
Alt
116 32,8 0,4 0,5 66,4 | 66,4 36,3
Pop-4
117 | AvdnSske | 31 | 02 | 02 | 966 | 96,6 | A 16,6
Golkent Pop-4
Kanada Alt
118 Sifaotu 29,9 0,3 0,2 69,6 | 69,6 Pop-4 29,5
(YSGLK) Alt
119 24,9 0,4 0,3 745 | 74,5 31,5
Pop-4
Alt
120 27 0,4 0,3 72,2 | 72,2 26,5
Pop-4
Alt
121 2,3 0,4 0,2 97,1 | 97,1 27,3
Pop-4
Alt
122 19,8 0,3 0,1 79,8 | 79,8 28,6
Aydin Soke Pop-4
Golkent Alt
123 Pamuk 19,5 0,3 0,2 80 80 Pop-4 29,4
YSGL
124 ( P) 24,8 0,3 0,2 14,7 | 74,7 Alt 36,5
Pop-4
Alt
125 2,9 0,6 0,2 96,3 | 96,3 29,5
Pop-4
En diisiik alt 1 0,2 0.1 482
pop.
Enyiksek | 38 | 944 | 155 | 971
alt pop.

4.3. F istasikleri Fst Degerleri ve Ortalamalari

STRUCTURE programi kullanilarak olusturulan analiz sonucunda elde edilen alt
popiilasyonlar arasindaki Fst degerleri, genetik farklilagsmanin diizeyine iligkin 6nemli
veriler sunmustur. Cizelge 4.2 incelendiginde; Fst_1 (0.3253), Fst_3 (0.3166) ve Fst_4
(0.3073) degerlerinin yiiksek diizeyde genetik farklilagmayi isaret ettigi, buna kargin
Fst 2 (0.1837) degerinin ise orta diizeyde bir farklilasmaya karsihik geldigi
goriilmektedir. Bu bulgular, alt popiilasyonlar arasinda genel olarak sinirli bir gen
akisinin mevcut oldugunu ve bunun sonucunda popiilasyonlar arasinda belirgin bir
genetik yapilagma olustugunu gostermektedir. Tiim gruplarin ortalama Fst degeri 0.2832
olarak hesaplanmis olup, bu deger yiiksek diizeyde genetik farklilasma oldugunu ortaya
koymaktadir. Elde edilen sonuglar, popiilasyonlar arasinda cografi, ¢evresel ya da genetik
izolasyonun etkili oldugunu ve bu izolasyonun genetik ¢esitliligin yapisini belirgin
sekilde etkiledigi diisiiniilmektedir.
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Cizelge 4.9. Alt popiilasyonlara ait FST degerleri

Alt Popiilasyon Gruplar: Ortalama Deger
Fst 1 0.3253
Fst 2 0.1837
Fst_3 0.3166
Fst 4 0.3073
Alt Popiilasyonlarin Ortalamasi 0.2832

Ashfaq vd. (2010), P. solenopsis zararlisinin, RFLP yontemiyle mitokondriyal
COI gen bolgesi hedef alinarak popiilasyonlar arasinda tiir diizeyinde teshis yapilmistir.
Bu c¢alismada, restriksiyon enzimleriyle kesilen mitokondriyal DNA pargalar1 analiz
edilerek 6rneklerin P. solenopsis oldugu dogrulanmis, ancak genetik yapi farklilagsmasi,
gen akis1 ya da popiilasyon i¢i varyasyon gibi ileri diizey analizler yapilmamistir. RFLP
gibi diisiik ¢oziiniirliiklii teknikler yalnizca tiir tayini igin yeterli olmakla birlikte,
poplilasyon diizeyinde ayrismalar1 ve genetik yapiyr ortaya koymak icin yetersiz
kalmaktadir. Baska bir ¢alismada ise Singh vd. (2012), Hindistan’in Pencap bolgesinde
cesitli konukgu bitkiler ve lokasyonlardan toplanan bireyler {izerinde RAPD temelli
molekiiler calisma yapilmiglardir. Bu calismada kullanilan RAPD primerleri, P.
solenopsis popiilasyonlari arasinda belirli bir genetik farklilik oldugunu gostermis; ancak
elde edilen bant desenleri, yalnizca dominant marker yapisina dayandigi i¢in genetik
yapimin kantitatif analizine sinirl katki sunmustur. RAPD yontemi, diisiik maliyeti ve
hizli uygulanabilirligi nedeniyle faydali olmakla birlikte, cogu zaman tekrarlanabilirlik
problemi ve diisiik ¢6ziiniirliik nedeniyle detayli popiilasyon yapisi analizi i¢in yeterli
degildir.

Buna karsin, bu tez ¢aligmasinda SNP verisi, hem genomik diizeyde daha
kapsamli1 bir molekiiler veri saglamig, hem de popiilasyonlar arasi varyasyonlar1 hassas
bicimde degerlendirme imkan1 sunmustur. SNP verilerinin tiim kromozomlara homojen
dagilmasi, ¢alismanin teknik giiciinii ve biyolojik temsiliyetini artirmaktadir. Dolayisiyla
bu tez calismasi, klasik RFLP, RAPD gibi tan1 odakli molekiiler yontemlerin dtesine
gecerek, istilact bir tiir olan P. solenopsis'in yerel popiilasyonlar1 arasindaki genetik
siirlari ortaya koymustur.

Ma vd. (2020), Cin'de P. solenopsis’in 11 popiilasyonunun, her popiilasyondan 10
bireyin genetik yapisint ddRAD tabanli 19.634 SNP ile incelemis, tiiriin kisa siirede
yiiksek genetik farklilasma gosterdigini ve bu farklilasmanin iklimsel se¢ilim tagidigini
ortaya koymustur. Bu tez ¢alismasinda ise, 25 popiilasyondan toplanan 125 birey
tizerinden yapilan ddRAD analizleri sonucunda, siki filtrelemelerle se¢ilen 40.165 SNP
verisi elde edilmistir. Bu say1, Ma vd. (2020) tarafindan yapilan analizde kullanilan SNP
sayisiin iki katindan fazladir ve bu durum, analiz ¢6zliniirliigiinii arttirarak popiilasyon
yapisinin daha hassas bi¢cimde ortaya konmasini saglamaktadir. Ma vd. (2019), Cin’in ii¢
farkli bolgesinden toplanan toplam 72 P. solenopsis bireyinden elde edilen verilerle, 42
mikrosatellit lokusu kullanilarak popiilasyon genetigi analizi gerceklestirmistir. Toplam
115.639 aday mikrosatellit tespit edilmistir. Calismada, alel sayis1 lokus basina 2 ila 5
arasinda degismis ve ortalama 2,5 olarak bulunmustur. G6zlenen heterozigotluk (Ho) 0.00
ile 0.92, beklenen heterozigotluk (H.) ise 0,00 ile 0,73 arasinda degismistir. Bu ¢aligmanin
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sonuglari, popiilasyonlar arasinda belirgin bir genetik farklilasma oldugunu ve ii¢
popiilasyonun iki genetik kiimeye ayrildigimi gostermistir. Ancak kullanilan marker
sayisinin 42 ile siirli olmasi, analizi kisitlamaktadir.

4.5. Filogenetik Analizler
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Sekil 4.15. MEGA 12 programi ile UPGMA yontemi kullanilarak olusturulan
Phenacoccus solenopsis popiilasyonlarina ait filogenetik agag

MEGA 12 programi kullanilarak olusturulan UPGMA metodun ile filogenetik
agac olusturulmustur. Popiilasyonlar arasi genetik iligkilerin goérsel bir temsili olarak
degerlendirilmistir (Sekil 4.15). Filogenetik analiz sonucunda, ayni cografi bdlgeden
toplanan bireylerin ¢ogunlukla kendi i¢lerinde kiimelendigi ve genetik olarak ayristig
gozlemlenmistir. Bu durum, STRUCTURE ve PCoA analizlerinden elde edilen
bulgularla ortiismekte ve alt popiilasyonlar arasinda belirgin genetik farklilagsmanin
varligim desteklemektedir. Bununla birlikte, baz1 orneklerin kendi popiilasyon
gruplarindan ayrik olarak konumlanmasi, genetik gecis bdlgelerine veya olasi
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melezlesmelere isaret etmektedir. Agacin genel yapisi, yiiksek SNP veri seti sayesinde
elde edilen gii¢lii genetik ayrismay1 yansitmaktadir.

4.6. Endosimbiyontlarin Tespiti

Analizlerde, farkli konukgu bitkilerden ve farkli cografi bolgelerden toplanan
toplam 125 P. solenopsis bireyinde endosimbiyont oranlari incelenmistir. Literatiirde,
unlubit tiirlerinde yaygin olarak goriilen endosimbiyontun Candidatus Tremblaya
princeps oldugu bilinmektedir (Munson vd. 1992; Kantheti vd. 1996). Gruwell vd.
(2010), Phenacoccinae alt ailesinin iiyelerinin yalnizca Candidatus Tremblaya phenacola
icerdigini, Pseudococcinae alt ailesinin ise T. princeps ve onun iginde bulunan
gammaproteobakteri endosimbiyontlari barindirdigini  belirtmistir.  Yaptigimiz bu
calismada, tiim bireylerde T. phenacola tiirii endosimbiyont tespit edilmistir.

Lin vd. (2019) , P. solenopsis ve P.solani bireylerinde T. phenacola’ya tespit
edilirken, D. neobrevipes , P. comstocki ve P. minor bireylerde ise T. princeps
bulunmustur. Bunu destekleyen bir diger ¢alismada Bai vd. (2024) konuk¢unun amino
asit metabolizmasina katkida bulundugu ve ilireme kapasitesinin artigini ortaya koymus
ve T. phenacola simbiyontunun o6zellikle disi bireylerde aktif oldugunu ve mTOR
(Mechanistic target of rapamycin) sinyal yolunu diizenleyerek {ireme yetenegini
dogrudan etkiledigini géstermistir.

Anusree Padmanabhan vd. (2019), P. solenopsis’in endosimbiyotik bakterileri
16S rRNA gen bdlgesine dayali dizileme yontemiyle incelenmistir. Arastirmada,
ozellikle Tremblaya princeps tiirii %78,28 oraniyla en baskin endosimbiyont olarak rapor
edilmistir. Ancak, calismada kullanilan primer dizileri incelendiginde, bu dizilerin
Tremblaya phenacola genomu ile %100 benzerlik gosterdigi dikkat ¢cekmektedir. Bu
durum, T. princeps ile T. phenacola tiirlerini ayirt edebilecek diizeyde spesifik
primerlerin  kullanilmadigimi gostermektedir. Dolayisiyla, elde edilen verilerin T.
princeps olarak yorumlanmasi, tiir diizeyinde hatali bir tanimlamaya yol ag¢mis
olabilmektedir. Bu bulgu, calismalarda kullanilan primer se¢iminin tiir diizeyinde dogru
teshis agisindan Onemli oldugunu ortaya koymaktadir. Bu nedenle, primerler
biyoinformatik analizlerle dikkatle se¢ilmelidir.

Bunun yani sira, boceklerde siklikla bulunan ve literatiirde bildirilen endosimbiyont
tirlerinin (Arsenophonus sp., Candidatus Hamiltonella defensa, Carsonella ruddii,
Cardinium, Dactylopiibacterium carminicum, Wolbachia, Moranella endobia, Portiera
aleyrodidarum, Rickettsia sp., Uzinura diaspidicola, Walczuchella monophlebidarum ve
Wigglesworthia glossinidia) varligi biyoinformatik yontemlerle incelenmis, ancak bu
tirlere ait veriye ulasilamamustir. Singh vd. (2013) yaptiklart bir calismada, P.
solenopsis’in bakteri gesitliligini ve 6zellikle tiremeyi etkileyen simbiyont bakterilerini
aragtirmig, yapilan analizlerde sadece T. phenacola tespit edilmistir. Daha sonra
boceklerde bulunan diger simbiyontlarin (Rickettsia, Cardinium, Arsenophonus ve
Wolbachia) tespiti i¢in tiir spesifik PCR testleri uygulanmis ve on popiilasyon arasindan
sadece Rickettsia dort popiilasyonda saptanmistir. Diger {i¢ bakteriye rastlanmamustir.
Rickettsia varligt FISH (Floresan in situ hibridizasyon) yontemi ile dogrulanmistir.
Ancak, PCR amplifikasyonuna dayali yontemlerin disiik miktardaki hedef DNA’y1
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cogaltirken kontaminasyon riskine agik oldugu ve bu nedenle hata yapma olasiliginin
yiiksek oldugu unutulmamalidir. Bu ylizden endosimbiyontlarla yapilan c¢aligmalarda,
miimkiinse PCR tabanli yontemlerden kaginilmali; zorunlu durumlarda ise kullanilacak
primerler biyoinformatik analizlerle dikkatle secilmelidir.

Birey Sayisi
54

Tremblaya phenacola Miktar: (%)

Sekil 4.16. Her bir bireyde oransal Tremblaya phenacola miktar dagilimina ait histogram
grafigi

Tremblaya phenacola tez ¢alismasinda incelenen tiim P. solenopsis bireylerinde
degisen miktarlarda bulunmaktadir. Gorece olarak skalaya tabii tutulduklarinda
cogunlukla diisiik miktarlarda endosymbiont tasiyan P. solenopsis birey sayisinin yaygin
oldugu goriilmektedir (Sekil 4.16). Smiflandirma sonucunda 1-6 diizeyinde T. phenacola
barindiran birey sayistyinin 50 civarinda oldugu belirlenmistir. Bu grubu takiben, 6-11
diizeyinde endosimniont barindiran birey sayist yaklasik 30 civarindadir. Cok yiiksek

miktarlarda endosimbiont barindiran unlubit sayisi ise birkag ile sinirli kalmistir (Sekil
4.16).

Cizelge 4.10. Tez kapsaminda incelenen 125 P. solenopsis bireyinde goreceli Tremblaya
phenacola miktarlari

Oransal T.
phenacola
Birey Lokasyon Konuk¢u Miktan
1 Antalya Aksu Boztepe (AAB) Pamuk 5,23
2 Antalya Aksu Boztepe (AAB) Pamuk 4,34
3 Antalya Aksu Boztepe (AAB) Pamuk 4,08
4 Antalya Aksu Boztepe (AAB) Pamuk 6,55
5 Antalya Aksu Boztepe (AAB) Pamuk 8,01
6 Antalya Aksu Boztepe (AAB) Pamuk 6,29
7 Antalya Aksu Boztepe (AAB) Pamuk 43,39
8 Antalya Aksu Boztepe (AAB) Pamuk 81,75
9 Antalya Aksu Boztepe (AAB) Pamuk 24,34
10 Antalya Aksu Boztepe (AAB) Pamuk 28,39
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Cizelge 4.10’un devamu.
11 Antalya Kepez Fabrikalar (AKFm) Mine Calisi 4,06
12 Antalya Kepez Fabrikalar (AKFm) Mine Calisi 3,53
13 Antalya Kepez Fabrikalar (AKFm) Mine Calisi 6,45
14 Antalya Kepez Fabrikalar (AKFm) Mine Calisi 2,61
15 Antalya Kepez Fabrikalar (AKFm) Mine Calisi 1,77
16 Antalya Kepez Gogerler (AKGm) Mine Calisi 2,64
17 Antalya Kepez Gogerler (AKGm) Mine Calisi 6,66
18 Antalya Kepez Gocerler (AKGm) Mine Calisi 3,61
19 Antalya Kepez Gogerler (AKGm) Mine Calisi 5,30
20 Antalya Kepez Gogerler (AKGm) Mine Calisi 3,19
21 Antalya Konyaalti1 Pinarbasi (AKPm) Mine Calisi 14,36
22 Antalya Konyaalt1 Pinarbasi (AKPm) Mine Calisi 19,32
23 Antalya Konyaalt1 Pinarbasi (AKPm) Mine Calisi 19,60
24 Antalya Konyaalti1 Pinarbasi (AKPm) Mine Calisi 12,72
25 Antalya Konyaalt1 Pinarbasi (AKPm) Mine Calisi 11,19
26 Antalya Konyaalt1 Piarbagi (AMm) Mine Calisi 14,27
27 Antalya Konyaalti1 Pinarbasi (AMm) Mine Calisi 14,39
28 Antalya Konyaalt1 Pinarbagi (AMm) Mine Calisi 17,38
29 Antalya Konyaalt1 Pinarbasi (AMm) Mine Calisi 6,20
30 Antalya Konyaalti1 Pinarbasi (AMm) Mine Calisi 15,88
31 Denizli Buldan Mahmutlu (DBMp) Pamuk 18,60
32 Denizli Buldan Mahmutlu (DBMp) Pamuk 4,78
33 Denizli Buldan Mahmutlu (DBMp) Pamuk 15,53
34 Denizli Buldan Mahmutlu (DBMp) Pamuk 28,08
35 Denizli Buldan Mahmutlu (DBMp) Pamuk 6,56
36 Denizli Buldan Yenicekent (DBYp) Pamuk 9,87
37 Denizli Buldan Yenicekent (DBYp) Pamuk 5,43
38 Denizli Buldan Yenicekent (DBYp) Pamuk 5,87
39 Denizli Buldan Yenicekent (DBYp) Pamuk 10,45
40 Denizli Buldan Yenicekent (DBYp) Pamuk 1,47
41 Denizli Merkezefendi Ak¢esme (DMAS) Semizotu 3,71
42 Denizli Merkezefendi Ak¢esme (DMAs) Semizotu 17,19
43 Denizli Merkezefendi Ak¢esme (DMASs) Semizotu 21,98
44 Denizli Merkezefendi Ak¢esme (DMASs) Semizotu 13,05
45 Denizli Merkezefendi Ak¢esme (DMAs) Semizotu 13,87
46 Denizli Merkezefendi Gerzele (DMGa) Aksamsefasi 28,33
47 Denizli Merkezefendi Gerzele (DMGa) Aksamsefasi 9,67
48 Denizli Merkezefendi Gerzele (DMGa) Aksamsefasi 106,22
49 Denizli Merkezefendi Gerzele (DMGa) Aksamsefasi 40,96
50 Denizli Merkezefendi Gerzele (DMGa) Aksamsefasi 9,15

44




BULGULAR VE TARTISMA M. AYGUN
Cizelge 4.10’un devamu.
51 | Denizli Merkezefendi Karahasanli (DMKAa) | Aksamsefasi 6,19
52 | Denizli Merkezefendi Karahasanli (DMKAa) | Aksamsefasi 9,57
53 | Denizli Merkezefendi Karahasanli (DMKAa) |  Aksamsefasi 3,39
54 | Denizli Merkezefendi Karahasanli (DMKAa) | Aksamsefasi 8,27
55 | Denizli Merkezefendi Karahasanli (DMKAa) | Aksamsefasi 6,60
56 | Denizli Merkezefendi Karahasanli (DMKAJ) Domates 18,06
57 | Denizli Merkezefendi Karahasanli (DMKAJ) Domates 8,48
58 | Denizli Merkezefendi Karahasanli (DMKAJ) Domates 12,41
59 | Denizli Merkezefendi Karahasanli (DMKAJ) Domates 9,54
60 | Denizli Merkezefendi Karahasanli (DMKAJ) Domates 13,57
61 | Denizli Merkezefendi Kumkisik (DMKUd) Domates 2,75
62 | Denizli Merkezefendi Kumkisik (DMKUd) Domates 3,61
63 | Denizli Merkezefendi Kumkisik (DMKUd) Domates 3,30
64 | Denizli Merkezefendi Kumkisik (DMKUd) Domates 5,61
65 | Denizli Merkezefendi Kumkisik (DMKUd) Domates 0,55
66 Denizli Merkezefendi Kumkisik (DMKUS ) Semizotu 3,41
67 Denizli Merkezefendi Kumkisik (DMKUSs) Semizotu 1,56
68 Denizli Merkezefendi Kumkisik (DMKUS ) Semizotu 6,71
69 Denizli Merkezefendi Kumkisik (DMKUS) Semizotu 2,15
70 Denizli Merkezefendi Kumkisik(DMKUs) Semizotu 22,92
71 Denizli Merkezefendi Saruhan (DMSa) Aksamsefasi 4,53
72 Denizli Merkezefendi Saruhan (DMSa) Aksamsefasi 11,30
73 Denizli Merkezefendi Saruhan (DMSa) Aksamsefasi 29,22
74 Denizli Merkezefendi Saruhan (DMSa) Aksamsefasi 5,94
75 Denizli Merkezefendi Saruhan (DMSa) Aksamsefasi 4,67
76 Denizli Merkezefendi Yenisafak (DMYb) Bamya 14,38
77 Denizli Merkezefendi Yenisafak (DMYDb) Bamya 3,90
78 Denizli Merkezefendi Yenisafak (DMYDb) Bamya 4,29
79 Denizli Merkezefendi Yenisafak (DMYDb) Bamya 18,72
80 Denizli Merkezefendi Yenisafak (DMYDb) Bamya 1,38
81 Denizli Saraykoy Adakoy (DSAp) Pamuk 24,85
82 Denizli Saraykoy Adakoy (DSAp) Pamuk 18,99
83 Denizli Saraykdy Adakdy (DSAp) Pamuk 10,72
84 Denizli Saraykoy Adakoy (DSAp) Pamuk 30,78
85 Denizli Saraykoy Adakoy (DSAp) Pamuk 9,59
86 Denizli Saraykdy Sigma (DSSp) Pamuk 4,08
87 Denizli Saraykdy Sigma (DSSp) Pamuk 1,88
88 Denizli Saraykoy Sigma (DSSp) Pamuk 2,56
89 Denizli Saraykdy Sigma (DSSp) Pamuk 5,52
90 Denizli Saraykoy Sigma (DSSp) Pamuk 1,55
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Cizelge 4.10’un devamu.

e e Kanada Sifa

91 Aydin Nazilli Siimer (YNSk) Otu 277
1 e Kanada Sifa

92 Aydin Nazilli Siimer (YNSk) Otu 3,81
1 e Kanada Sifa

93 Aydin Nazilli Siimer (YNSk) Otu 5,24
1 e Kanada Sifa

94 Aydin Nazilli Siimer (YNSk) Otu 4.22
1 e Kanada Sifa

95 Aydin Nazilli Stimer (YNSk) Otu 2,52

96 Aydin Nazilli Stimer (YNSp) Pamuk 2,44

97 Aydin Nazilli Stimer (YNSp) Pamuk 7,10

98 Aydin Nazilli Siimer (YNSp) Pamuk 8,86

99 Aydin Nazilli Stimer (YNSp) Pamuk 1,78

100 Aydin Nazilli Simer (YNSp) Pamuk 5,03

101 Aydin Soke Akgakonak (YSACp) Pamuk 9,33

102 Aydin S6ke Ak¢akonak (YSACP) Pamuk 17,15

103 Aydin Soke Akgakonak (YSACp) Pamuk 15,31

104 Aydin Soke Akgakonak (YSACp) Pamuk 8,50

105 Aydin Soke Akgakonak (YSACp) Pamuk 40,29

106 Aydin Séke Akburgazi (YSABp) Pamuk 6,95

107 Aydin S6ke Akburgazi (YSABp) Pamuk 8,33

108 Aydin Soke Akburgazi (YSABp) Pamuk 8,33

109 Aydin Soke Akburgazi (YSABp) Pamuk 5,69

110 Aydin S6ke Akburgazi (YSABp) Pamuk 6,48

111 Aydin Soke Giizelbahge (YSGBp) Pamuk 1,40

112 Aydin Soke Giizelbahge (YSGBp) Pamuk 0,77

113 Aydin Soke Giizelbahge (YSGBp) Pamuk 0,96

114 Aydin Soke Giizelbahge (YSGBp) Pamuk 3,80

115 Aydin Soke Giizelbahge (YSGBp) Pamuk 1,30
" N Kanada Sifa

116 Aydin Soke Golkent (YSGLK) Otu 8,77
N N Kanada Sifa

117 Aydin Séke Golkent (YSGLK) Otu 27.82
N N Kanada Sifa

118 Aydin Soke Golkent (YSGLK) Otu 4.08
N N Kanada Sifa

119 Aydin Séke Golkent (YSGLK) Otu 34,79
N N Kanada Sifa

120 Aydin Soke Golkent (YSGLK) Otu 27.95

121 Aydin Séke Golkent (YSGLp) Pamuk 7,07

122 Aydin Soke Golkent (YSGLp) Pamuk 4,79
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Cizelge 4.10’un devamu.

123 Aydin S6ke Golkent (YSGLPp) Pamuk 4,60
124 Aydin Séke Golkent (YSGLp) Pamuk 10,79
125 Aydin Soke Golkent (YSGLp) Pamuk 3,80

Yapilan analizler sonucunda, P. solenopsis bireylerinin tasidigi T. phenacola
miktarinin degistigi ortaya konulmustur. Ancak, bu degisimin sebebini arastirma amacl
konuk¢u diizeyinde fark olup olmadigi yeniden analiz edilmistir (Cizelge 4.4). Bu
analizler sonucunda, 15 adet aksamsefas: bitkisinden elde edilen Ornekler arasinda T.
phenacola miktar1 en yiiksek 106,2 (DMGa), en disiik ise 3,39 (DMKAa) olarak tespit
edilmistir. 10 adet domates bitkisinden elde edilen 6rneklerde ise, endosimbiyont miktari

en yiiksek 18,06 (DMKAa) ve en diisiik 0,55 (DMKUd) olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.5’de sunulan ortalama degerlere gore, T. phenacola yogunlugu
aksamsefas1 bitkisinde en yiiksek 18,94, en diisiik ise domates bitkisinde 5,62 olarak
gdzlenmistir. Ozellikle aksamsefasinda tespit edilen yiiksek standart sapma degeri 26,56,
bu konukgu iizerinde yer alan P. solenopsis bireyleri arasinda belirgin bir varyasyon
oldugunu ve T. phenacola tasima oranlarmin olduk¢a degiskenlik gosterdigini ortaya
koymaktadir. Domates bitkisinde ise daha diisiik bir standart sapma degeri ile 5,62, bu
konukgudaki bireylerin daha homojen bir dagilim sergiledigi anlasilmaktadir. Ancak,
genel olarak standart sapmalarin yiiksek olusu konukc¢uya 6zellesmenin olmadigini
gostermektedir.

Phenacoccus solenopsis’in ana konukgularindan biri olan pamuk bitkisinde alinan
55 birey arasinda T. phenacola yogunlugu en yiiksek 81,75, en diisiik 0,77 olarak
belirlenmistir. Ortalama yogunluk 11,28 iken, standart sapma degeri 13,65’tir. Bu
degerler, pamuk bitkisinde de bireyler arasinda belirgin bir varyasyon bulundugunu ve
belirli bir 6zellesmenin gelismedigini desteklemektedir.

Genel olarak degerlendirildiginde, farkli konukgu bitkilerde gozlemlenen bu
degiskenlikler, P. solenopsis’in konukg¢ular arasinda belirgin bir genetik Ozellesme
gostermedigini; aksine T. phenacola yogunlugunun konukguya bagli olarak esnek ve
cevresel faktorlere duyarli sekilde degisebildigini gostermektedir. Benzer sekilde, Zhang
vd. (2016) yaptig1 calismada Aphis gossypii ile onun zorunlu endosimbiyontu Buchnera
aphidicola arasindaki simbiyotik iliskiyi incelemis, 6zellikle konukgu bitkinin B.
aphidicola popiilasyon yogunlugu iizerindeki etkisini arastirilmiglardir. Aphis gossypii
bireyinde gPCR yo6ntemi kullanilarak 6l¢iilmiistiir. 10 yildan uzun siiredir laboratuvar
kosullarinda yetistirilen kolonilerden ve dogadan toplanan ebegiimeci, hibiskus ve kabak
bitkileri {izerinde bulunan bireylerden elde edilmistir. Calisma sonucunda, konukcu
bitkinin B. aphidicola popiilasyon yogunlugu iizerinde belirgin bir etkisi oldugu ortaya
konmustur. Ozellikle uzun siire boyunca hiyar bitkisi iizerinde yetistirilen kolonideki
bireylerde simbiyont yogunlugunun, pamuk iizerinde yetistirilenlere kiyasla anlaml
diizeyde daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde, dogadan toplanan hibiskus
ve kabak bitkileri {izerinde bulunan bireylerde de yiiksek simbiyont yogunlugu
saptanmistir. Simbiyont yogunluklarinin konukcu bitkilere gore degisebildigi rapor
edilmistir.
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Bunlara ek olarak da toplanan 6rnekler, ilgili giiniin gevresel kosullari altinda
genel olarak stabil bir dagilim sergilemistir. Birka¢ 6rnek disinda, veriler ortalama
degerler etrafinda yogunlagmakta ve genel olarak belirgin bir stabilite gézlenmektedir.
Bununla birlikte, bolge i¢i varyasyonun diisiik oldugu goériilmektedir. Bazi bolgelerde T.
phenacola oraninin gérece diisiik ya da yiiksek ¢ikmasi, o bolgedeki ekolojik etmenlere
bagh cevresel etkilerden kaynaklanmis olabilir. Ancak genel olarak, T. phenacola
miktarlart birlikte toplanan 6rneklerle uyumlu bir dagilim gostermektedir.

Cizelge 4.11. Phenacoccus solenopsis konuk¢u bazinda endosimbiyont ortalama ve

standart sapmalari

Konuk¢u Ortalama | Standart Sapma
Aksamsefasi 18,94 26,56
Bamya 8,53 7,56
Domates 7,79 5,62
Kanada sifa otu 12,20 12,67
Mine calis1 9,26 6,17
Pamuk 11,28 13,65
Semizotu 10,65 8,22

Cizelge 4.12. Ug ilden toplanan Phenacoccus solenopsis endosimbiyontlarin ortalama ve

standart sapmalari

Lokasyon Birey Sayisi Ortalama Standart Sapma
Antalya 30 13,25 15,91
Aydm 35 8,94 9,58
Denizli 60 12,14 15,15

Popiilasyonlara il diizeyinde bakildiginda (Cizelge 4.6), konukcu bitkilerde
gozlemlenen T. phenacola yogunluklarindaki degiskenligin benzer sekilde devam ettigi
goriilmektedir. Daha detayl olarak lokasyon diizeyinde, bes birey lizerinden yapilan
incelemelerde (Cizelge 4.7), genel olarak standart sapmalarin azaldig1 ve popiilasyon
icindeki T. phenacola yogunluklarinin daha stabil oldugu tespit edilmistir. Bu durum,
kiictik Orneklem gruplarinda bireyler arasi tasiyiciligin  daha tutarli  oldugu
gostermektedir. Ancak bazi istisnai lokasyonlarda bu stabilitenin bozuldugu ve
varyasyonun arttig1 da gozlemlenmistir. Popiilasyon bazinda yapilan degerlendirmeler,
ayni konukgu bitki iizerinde dahi farkli lokasyonlarda T. phenacola yogunluklarinin
onemli dlgiide degisiklik gosterebildigini ortaya koymaktadir. Ornegin pamuk bitkisinde,
farkli lokasyonlarda elde edilen Orneklerde ortalama yogunluklar arasinda belirgin
farkliliklar bulunmustur. Bu farkliliklarin, tarimsal uygulamalar, iklim kosullar1 gibi
cevresel faktorlerle iligkili olabilecegi diistiniilmektedir.

Genel olarak degerlendirildiginde, P. solenopsis bireylerinin T. phenacola tasima
diizeylerinin hem konukgu bitki tiiriine hem de cografi lokasyona gore anlamli 6l¢iide
degisiklik gosterdigi tespit edilmistir. Bununla birlikte, lokasyon veya konukcu bazinda

48



BULGULAR VE TARTISMA M. AYGUN

belirgin bir dzellesme gozlenmemistir. Bulgular, T. phenacola yogunluklarinin goreceli
olarak arttig1 ya da azaldig1 yoniinde bir egilim gosterdigi sdylenebilir.

Cizelge 4.13. Toplanan Phenacoccus solenopsis bireylerin igerisinde, Tremblaya
phenacola miktarlarin ortalama ve standart sapmalari

Lokasyon Konuk¢u Birey | Ortalama | Standart
Sayisi Sapma

Antalya Aksu Boztepe Pamuk 5 5,64 1,64

Antalya Aksu Kumkoy Pamuk 5 36,83 28,38

Antalya Kepez Fabrikalar Mine Calis1 5 3,69 1,78

Antalya Kepez Gogerler Mine Calisi 5 4,28 1,66

Antalya Konyaalt1 Piarbas1 Mine Calis1 5) 15,44 3,84

Antalya Muratpasa Mine Calis1 5 13,62 4,34

Aydin Nazilli Stimer Kanada Sifa Otu 5 5,04 3,01

Aydin Nazilli Stimer Pamuk 5 3,71 1,11

Aydin Soke Akburgazi Pamuk 5 18,12 12,95

Aydin Soke Akgakonak Pamuk 5 7,15 1,16

Aydin S6ke Golkent Pamuk 5 6,21 2,84

Aydin Séke Golkent Kanada Sifa Otu 5 20,68 13,42

Aydin Soke Giizelbahge Pamuk 5 1,65 1,23

Denizli Buldan Mahmutlu Pamuk 5 14,71 9,48

Denizli Buldan Yenicekent Pamuk 5 6,62 3,66

Denizli Merkezefendi Semizotu 5 13,96 6,72
Akcesme

Denizli Merkezefendi Aksamsefasi 5 38,87 39,96

Gerzele
Denizli Merkezefendi Aksamsefasi 5 12,41 3,77
Karahasanl
Denizli Merkezefendi Domates 5 6,80 2,34
Karahasanl

Denizli Merkezefendi Domates 5 7,35 8,93
Kumkisik

Denizli Merkezefendi Semizotu 5 3,16 1,82
Kumkisik

Denizli Merkezefendi Aksamsefasi 5 11,13 10,48

Saruhan

Denizli Merkezefendi Bamya 5 8,53 7,56
Yenigafak

Denizli Saraykdy Adakdy Pamuk 5 18,99 9,08

Denizli Saraykdy Sigma Pamuk 5 3,12 1,66
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5. SONUCLAR

Bu tez ¢alismasinda, Phenacoccus solenopsis zararlisinin Antalya, Aydin ve
Denizli illerinden toplanan 125 bireyinin genetik yapisi detayli olarak incelenmis ve
ddRAD-seq (double digest Restriction-site Associated DNA) tabanli yeni nesil dizileme
teknolojisi kullanilarak molekiiler diizeyde analizler gerceklestirilmistir. Yiiksek
¢cOziinlirliklii SNP verileri elde edilmistir. Filtreleme islemleri sonucunda toplamda
giivenilir 40.165 SNP veri seti analizlere dahil edilmistir. Elde edilen verilerle tiiriin
popiilasyonlar1 arasinda belirgin genetik farkliliklarin  bulundugunu gostermistir.
Ozellikle Denizli ve Antalya bdlgelerinden elde edilen popiilasyonlarin genetik olarak
ayrisma goriilmiistiir. Yapilan PCoA ve STRUCTURE analizleri sonucunda dort ana
genetik alt grup tanimlanmis, bu gruplar arasinda sinirli gen akisiin oldugu ve genetik
izolasyonun meydana geldigi anlasilmistir. Konukgu bitkiler arasinda ise anlamli bir
genetik farklilik saptanmamis, bu da P. solenopsis’in genis konuk¢u konukgu
yelpazesinde beslenebildigini ve ¢ok yonlii bir beslenme bicimine sahip oldugunu
gostermektedir. Ayrica P. solenopsis, SNP verilerinin kaplama (coverage), Hardy-
Weinberg dengesi ve heterozigotluk diizeyleri gibi parametreler acisindan
degerlendirilmesi sonucunda elde edilen verilerin yiliksek giivenilirlikte oldugu
goriilmiistiir. Bu tez kapsaminda elde edilen veriler, gelecek yillarda ayni bolgelerden
bireyler toplanarak popiilasyonlar arasinda genetik degisim olup olmadiginin
arastirilmasina olanak saglayacak niteliktedir.

Endosimbiyont analizlerinde ise, tiim bireylerde tiiriin bilinen birincil simbiyontu
olan Candidatus Tremblaya phenacola tespit edilmistir. Bu endosimbiyontun yogunlugu,
SNP veri setiyle birlikte degerlendirilerek ilk kez kapsamli bir miktar analizine yer
verilmistir. Analiz sonucunda, T. phenacola yogunlugunun iller bazinda bakildiginda ve
konuk¢u bitkiler bazinda bakildiginda anlamhi diizeyde farklilik olmadig
gozlemlenmistir. Bununla birlikte, baz1 bireylerde T. phenacola yogunlugunun goreceli
olarak artis ya da azalig gosterdigi gbzlemlenmistir. Popiilasyonlar i¢indeki alt gruplar
diizeyinde simbiyont yogunlugu biiyiik 6l¢ciide homojen olmasina ragmen, bireyler arasi
diizeyde dikkate deger farkliliklar vardir. Bu farkliliklarin nedeni tam olarak ortaya
konulamamakla birlikte; ¢evresel faktorler, bireyin gelisim evresi ve konukcu bitkinin
fizyolojik durumu gibi ¢esitli degiskenlerin etkili olabilecegi diistiniilmektedir. Bu tez
calismasi, Tiirkiye’de P. solenopsis’in genetik yapist hakkinda yapilan detayli molekiiler
incelemelerden biri olma 6zelligi tasimaktadir. Bu tez calismasinda analiz teknigi giiclii
ve literatiirde boyle bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Sonu¢ olarak, bu tez calismasinda elde edilen molekiiler veri seti hem teknik
acidan yiiksek kalitede hem de biyolojik ve cevresel acidan detayli analizler yapmaya
olanak saglayacak niteliktedir. Verilerin filtrelenmesinde dikkatli bir yontem izlenmis,
genis 6rneklem kullanilmis ve ¢esitli analiz yaklagimlar1 bir arada degerlendirilmistir. Bu
sayede, mevcut literatiirdeki benzer ddRAD-seq tabanli ¢aligmalara kiyasla daha giiclii,
kapsamli1 ve glivenilir sonuglar elde edilmistir.
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7. EKLER
Ek.1. Ornekleme yapilan yerlerin bilgileri
Ornegin
GPS GPS alindigi
il Tige Enlem | Boylam | Konukeu Bitki tarih
Aksu/ Pamuk
Kumkoy 36,90016 | 30,93105 (Gossypium 06.09.2023
Aksu/ 36.92024 | 30.91657 hirsitum) 20.08.2024
Boztepe
Konyalt1/ 36,89930 | 30,65028 Mine Calis1 15.09.2023
Antalya Pinarbas1 (Lantana
Muratpasa | 36,88416 | 30,68784 camara) 16.09.2023
Kepez/ 36,94830 | 30,64334 04.08.2023
Gogerler
Kepez/ 36,91066 | 30,67742 04.08.2023
Fabrikalar
Soke/ 37,69568 | 27,38194 Pamuk 22.07.2024
Akgakonak (G. hirsitum)
Soke/ 37,61027 | 27,27344 22.07.2024
Akburgazi
Soke/ 37,62587 | 27,33130 22.07.2024
Golkent
Soke/ 37,62774 | 27,33200 22.07.2024
Aydm | Giizelbahge
Nazilli/ 37,86954 | 28,32754 | Kanada Sifa Otu | 05.09.2024
Stimer (Erigeron
Soke/ 37,64088 | 27,37117 canadensis) 22.07.2024
Golbent
Nazilli/ 37,86954 | 28,32754 Pamuk 05.09.2024
Stimer (G.hirsitum)
Saraykdy/ | 37,92479 | 28,95906 Pamuk 11.08.2023
Sigma (G.hirsitum)
Saraykoy/ | 37,95887 | 29,00747 11.08.2023
Adakoy
Buldan/ 38,00057 | 28,95653 14.08.2023
Mahmutlu
Buldan/ 38,01388 | 28,94400 14.08.2023
Denizli | Yenicekent
Merkezefendi | 37,80731 | 29,04538 Bamya 03.09.2023
/ Yenisafak (Abelmoschus
esculentus)
Merkezefendi | 37,80666 | 29,02386 Aksamsefasi 14.08.2023
/ Karahasanli (Mirabilis
Merkezefendi | 37,74212 | 29,04862 jalapa) 25.09.2023
/ Gerzele
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EK.1’in devami
Merkezefendi | 37,80025 | 28,98068 | Aksamsefasi 01.09.2023
/ Saruhan (M. jalapa)
Merkezefendi | 37,86589 | 29,02771 Semizotu 14.08.2023
Denizli | /Kumkisik (P. oleracea)
Merkezefendi | 37,81165 | 29,06895 30.08.2024
/ Akgcesme
Merkezefendi | 37,86559 | 29,02929 Domates 19.08.2023
/ Kumkisik (Solanum
Merkezefendi | 37,80673 | 29,02435 | lycopersicum) | 03.09.2023

/ Karahasanl
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