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OZET

ANTALYA’NIN BAZI ILCELERINDEN TOPLANAN Tuta absoluta
Meyrick (LEPIDOPTERA: GELECHIIDAE) POPULASYONLARINDA
Wolbachia sp.’NIN REAL-TIME PCR iLE TESPITI

Dilsan BOYLU
Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dah
Danmisman: Dog¢. Dr. Cengiz IKTEN
Ekim 2024; 32 Sayfa

Domates giivesi, Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) domatesin
ekonomik ac¢idan 6nemli bir zararlisidir. Bu zararli, ¢ok ¢esitli eklembacaklilarda bulunan
sitoplazmik olarak aktarilan Wolbachia bakterisini barindirmaktadir. Bu g¢alismada,
domates gilivesinin farkli gelisim asamalarindaki Wolbachia enfeksiyon dinamiklerini
incelemek amaciyla kantitatif ger¢ek zamanli PCR (qRT-PCR) testleri
gergeklestirilmistir. qRT-PCR i¢in Wolbachia ftsZ genini hedefleyen FAM etiketli
TagMan probu kullanilirken, konuk¢u gen miktar1 normalizasyonu i¢in Tuta absoluta
Aktin genini hedefleyen HEX etiketli TagMan probu kullanilmistir. Larva 6rnekleri, 2021
yaz sezonunda Antalya'da yetistirilen domates seralarindan toplanmistir. Bazi larva
ornekleri laboratuvar kosullarinda belirli bir yasa kadar biiyiitilmiistiir. Her yasa 6zgii
orneklerden total niikleik asit izolasyonu yapilmistir, ardindan optimizasyonu
gergeklestirilerek QRT-PCR testine tabi tutulmustur. Her yas evresine 6zgii en az 20 6rnek
test edilmistir. Kantitatif olarak degiskenlik gostermekle birlikte, test edilen tiim domates
giivesi Ornekleri %100 Wolbachia enfeksiyonu gostermistir. TagMan probu yontemi
kullanilarak, zararlinin gelisim asamalar1 arasinda Wolbachia yogunluklarinda 6nemli
farkliliklar tespit edilmistir. Genel olarak, ilk larva asamasi en diisiik Wolbachia sinyal
seviyesini gosterirken, dordiincii larva gelisim asamasina dogru sinyal seviyesi giderek
artmustir. Wolbachia miktari, pupa evresinde larva evresine gore daha yiiksek bulunmus,
ancak ergin evresinden biraz daha diisiik seviyede tespit edilmistir. Pupa evresinde 1, 3,
6 ve 9 giinlik pupalar arasinda herhangi bir fark bulunmamistir. Benzer sekilde,
Wolbachia miktarinin 1, 3, 6 ve 9 giinliikk erginler arasinda farklilik gostermedigi
gozlemlenmistir. Antalya'nin farkli ilgelerinden toplanan dordiinci donem larva
orneklerinin Wolbachia yogunluklart qRT-PCR ile analiz edilmistir. Sonug olarak en
fazla Wolbachia yogunlugu Kepez ilgesinde, en diisiik ise Finike’de tespit edilmistir.
Larvalarin farkli viicut bolgeleri incelendiginde, Wolbachia yogunlugunun en fazla
abdomenin 3-6. segmentlerinde oldugu, bunu toraks segmentleri, bas ve abdomenin son
segmentinin izledigi goriilmiistiir. Ergin doneminde ise en fazla Wolbachia yogunlugu
bas kisminda bulunmusg, bunu toraks segmentleri ve abdomen takip etmistir. Kanatlar ve
bacaklarda ise en diisiik yogunluk gozlemlenmistir. Sonuglar, zararlinin gelisim evreleri
ve viicut boliimleri arasinda Wolbachia yogunlugunda anlamli farkliliklar oldugunu
gostermistir. QRT-PCR analizi, konukc¢u-endosimbiyont dinamigi etkilesimi agisindan
etkinligi ve uygulanabilirligi bakimindan degerlendirilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Endosimbiyont, Real-Time PCR, Tuta absoluta,
Wolbachia sp.
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ABSTRACT

DETECTION OF Wolbachia sp. in Tuta absoluta Meyrick (LEPIDOPTERA:
GELECHIIDAE) POPULATIONS COLLECTED FROM SOME DISTRICTS OF
ANTALYA USING REAL-TIME PCR

Dilsan BOYLU
MSc Thesis in Plant Protection
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Cengiz IKTEN
October 2024; 32 pages

The tomato pinworm, Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae),
commonly known as the tomato leafminer, is an economically important pest of tomato.
This pest harbors cytoplasmically transmitted Wolbachia bacteria, which is found in the
arthropods. In this study, we developed a quantitative real-time PCR (qQRT-PCR) assay to
screen the dynamics of Wolbachia infections across different developmental stages of
tomato pinworm. A FAM-labeled TagMan probe targeting the Wolbachia ftsZ gene was
used for qRT-PCR, while a HEX-labeled TagMan probe targeting the Tuta absoluta,
Aktin gene was used for the host gene quantity. Larval samples were collected from
tomato grown greenhouses in Antalya, during the 2021 summer season. Some larval
samples were reared to specific age under the laboratory condition. Total nucleic acid was
extracted from age-specific whole specimens and subjected to optimized qRT-PCR assay.
Each age-specific stage was represented with at least 20 biological samples. Though
quantitatively variable, all tested Tuta absoluta samples showed 100% infected with
Wolbachia. Using TagMan Prob assay, a significant difference in Wolbachia densities
was detected among the developmental stages of the pest. Overall, the first larval stage
showed the lowest Wolbachia signal level, with an increasing amount towards the fourth
larval developmental stage. The amount of Wolbachia was found to be higher in the pupal
stage compared to the larval stage, but slightly lower than in the adult stage. No
differences were observed among the 1-, 3-, 6- and 9-day old pupae. Similarly, the
Wolbachia amount seemed not to differ in 1-, 3-, 6- and 9-day old moths.

The Wolbachia densities in fourth-instar larvae collected from different districts
of Antalya were analyzed using qRT-PCR. As a result, the highest Wolbachia density
was detected in the Kepez district, while the lowest was observed in Finike district. Upon
examining different body regions of the larvae, it was found that Wolbachia density was
highest in abdominal segments 3-6, followed by the thoracic segments, the head, and the
last segment of the abdomen. In the adult stage, the highest Wolbachia density was found
in the head, followed by the thoracic segments and abdomen. The lowest density was
observed in the wings and legs. The results indicated significant differences in Wolbachia
density between developmental stages and body regions of the pest. The qRT-PCR
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analysis was evaluated for its efficiency and applicability in studying the host-
endosymbiont interaction dynamics.

KEYWORDS: Endosymbiont, Real-Time PCR, Tomato leaf miner, Wolbachia sp.
COMMITTEE: Assoc. Prof. Dr. Cengiz IKTEN
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AKADEMIK BEYAN

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum “Antalya’nin Bazi ilgelerinden Toplanan
Tuta absoluta Meyrick (Lepidoptera: Gelechiidae) Popiilasyonlarinda Wolbachia sp.’nin
Real-Time PCR ile Tespiti” adl1 bu calismanin, akademik kurallar ve etik degerlere uygun
olarak yazildigin belirtir, bu tez ¢calismasinda bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagini
gosterdigimi beyan ederim.
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GIRIS D. BOYLU

1. GIRIS

Domates (Solanum Ilycopersicum L.), 24 kromozoma sahip diploid bir bitki
tiiriidiir. Solanaceae familyasinda, patates, patlican, petunya, biber, tiitiin ve diger bitkiler
de dahil olmak iizere 3000'den fazla bitki ile beraber domateste yer almaktadir (Bai ve
Lindhout 2007). Ayrica, domatesin 10 binden fazla ¢esidi bulunmaktadir (Peralta ve
Spooner 2019). And Daglarn kokenli bir bitki olan domatesin anavatani Giiney
Amerika'nin batisinda bulunan Peru'dur. Amerika'da kesfedildikten sonra 15. yilizyilda
Avrupa'ya tamitilmistir. Giinlimiizde kiiltiir bitkisi olarak diinya genelinde iiretimi
yapilmakta ve giiniimiizde tiiketimi artmaya devam etmektedir. Domates Tiirkiye’ye ilk
defa 19. ylizyilda Fransa {izerinden getirilmistir (Kaya vd. 2018).

Domates, kiiresel tarim sektoriinde iiretim ve tiiketim agisindan en genis Olcekte
islenen ve pazarlanan iirlinlerden biri konumundadir. Diinya genelindeki tarim
faaliyetlerinin merkezinde yer alarak, insan beslenmesinde temel bir rol oynamaktadir.
Ticari agidan biiyiik bir 6neme sahip olan domates, diinya genelindeki tarim iiriinleri
ticaretinde Oncii bir konumda yer almaktadir. Bu sebze, endiistriyel kullanim i¢in ¢esitli
sekillerde islenerek genis bir iirlin yelpazesi olusturmaktadir. Dondurulmus domates
tirtinleri, konserve domates, soslar, salcalar, ketcaplar, tursular ve domates suyu gibi
cesitli {lirtinlerde kullanilmaktadir. Bu genis lriin yelpazesi, domatesin kiiresel gida
tilketiminde ve endiistriyel kullaniminda ne kadar 6nemli bir konumda oldugunu
gostermektedir (TUIK 2022).

Tiirkiye’de sebze triinleri liretim miktar1 2023 yilinda bir 6nceki yila gére %0,6
artarak yaklasik 31,8 milyon ton olarak gerceklesmistir. Sebze tiirlerinden domateste
%2,3 oraninda iiretim azalis1 olmustur (TUIK 2023). Akdeniz Bélgesi'nde yogun olarak
tarim faaliyetleri gerceklestirilmektedir. Ozellikle Antalya ili domates icin elverisli bir
ortam saglamaktadir. Ancak, konvansiyonel tarimim hakim oldugu bdlgelerde artan
tiretim yogunlugu, domates yetistiriciligi yapilan alanlarda zararli organizmalarin
cogalmasina neden olmaktadir. Bu durum, domates bitkisinde ekonomik zarar esigini
asan hastalik etmenler, yabanci otlar ve zararlilarla miicadele gerekliligini ortaya
koymaktadir (Alaca vd. 2018).

Domates, ililkemiz tarim sektorii icin stratejik 6neme sahiptir. Ancak, diinya
genelinde oldugu gibi lilkemizde de meyvesi tiiketilen sebzeler arasinda en yaygin olarak
faydalanilanlardan biri olan domatesin, verim ve kalite kayiplarina yol agan iiretimini
etkileyen cesitli zararli organizmalar bulunmaktadir (Anonim 2021). Bu zararllar,
domatesin verimi ve kalitesi lizerinde olumsuz etki birakmaktadir. Zararli organizmalar
arasinda Tuta absoluta (Meyrick, 1917) (Lepidoptera: Gelechiidae), Helicoverpa
armigera (Hiibner, 1808) (Lepidoptera: Noctuidae), Bemisia tabaci (Gennadius, 1889),
Trialeurodes vaporariorum (Westwood, 1856) (Hemiptera: Aleyrodidae), Frankliniella
occidentalis (Pergande, 1895), Thrips tabaci (Lindeman, 1889) (Thysanoptera:
Thripidae), Myzus persicae (Sulzer, 1776), Aphis gossypii (Glover, 1877), Macrosiphum
euphorbiae (Thomas, 1878) (Hemiptera: Aphididae), Liriomyza spp., (Diptera:
Agromyzidae) ve Tetranychus spp. (Acarina: Tetranychidae) yer almaktadir. Bu zararl
organizmalar, domates {iretiminin verimini ve kalitesini O6nemli o6l¢iide olumsuz
etkilemektedir. Ozellikle Tuta absoluta olarak bilinen domates giivesi, diger zararlilar
arasinda one ¢ikmaktadir.



GIRIS D. BOYLU

Bu nedenle, bu zararli organizmalarla etkili bir miicadele ve kontrol stratejilerinin
gelistirilmesi domates yetistiricileri i¢in hayati bir gerekliliktir. Bu amag¢ dogrultusunda
gerceklestirilen arastirmalar ve calismalar, zararli organizmalarin etkilerini azaltmaya
yonelik stratejilerin belirlenmesi ve uygulanmasinda kritik bir rol oynamaktadir. Bu
caligmalarin sonuglari, domates {iretiminin stirdiiriilebilirligini saglamak ve verimliligini
artirmak amaciyla tarim sektoriinde aktif olarak kullanilmaktadir. Dolaysiyla, bir¢ok
zararlilarla miicadele hem verim kayiplarin1 onlemek hem de {iriin kalitesini artirmak
agisindan kritik bir gereklilik haline gelmistir (Ongdren vd. 1977; Yasarakinci ve Hincal
1997; Nawrocka 1999; Bulut ve Gégmen 2000; Kilic 2010; Canbay vd. 2011). Ozellikle
domates iiretimini ciddi bir sekilde tehdit eden baslica zararli olarak Tuta absoluta
Meyrick (Lepidoptera: Gelechiidae) olarak adlandirilan domates giivesi, yer almaktadir
(Alaca vd. 2018).

Tuta absoluta, domates giivesi olarak bilinir ve ilk kez 1964 yilinda Amerika
kitasinin glineyinde yer alan Arjantin’de tanimlanmustir. 7Tuta absoluta, Giiney
Amerika’dan Kuzey Amerika’ya kadar yayilmistir. 2006 yilinda Ispanya basta olmak
lizere Italya, Fransa, Almanya, Ingiltere de Tuta absoluta domates tarlalarinda tespit
edilmistir. 2008 y1l1 ve sonras1 Afrika da bazi tilkelerde; Cezayir, Fas ve Tunus’ta varlig
saptanmugtir. 2010 ve 2011 yillarinda Asya kitasinda bazi {ilkelerde bu zararlinin varlig
goriilmiistiir. Akdeniz kiyilarindaki bolgeler basta olmak tlizere Amerika, Avrupa, Asya
ve Afrika'da hizla yayilmistir (Garzia 2009; Korycinska ve Moran 2009; USDA 2011).

Tiirkiye’de ilk kez 2009 yilinda agustos ayinda Izmir’in Urla ilgesinde goriildiigii
bildirilmistir (Kilig, 2010). Tiirkiye’nin Akdeniz bolgesinde 2010 yilinin Ocak ayinda
Antalya’nin Kumluca ilgesinde bir iiretici serasinda feromon tuzaklarinda bulunan ve
domates bitkilerinde fenotipik goézlem sirasinda rastlanilmistir (Erler vd. 2010).
Ulkemizde uygun ekolojik sartlar altinda hizla yayilan zararli, 2010 yili agustos ayma
kadar tim Akdeniz ve Ege Bolgeleri'ne tamamen bulasmis ve daha once zararl tespit
edilmemis bolgelere de hizla yayilmaya devam etmistir (Baspinar vd. 2016).

Uygun iklim kosullarinda, yilda 10-12 nesil verebilen 7. absoluta, genis
popiilasyonlar olusturma yetenegine sahiptir. S6z konusu zararli tiiriin disi bireyleri
yasamlar1 boyunca yaklasik 120-260 adet yumurta birakabilirler (Oztemiz 2012). Disi
bireyler, goriiniim olarak silindirik yapiya sahip olan ve ortalama uzunlugu 0.2 mm ile
genisligi 0.4 mm olan yumurtalarini genellikle yaprak altina ve olgunlagmamis meyvelere
yerlestirmektedirler. Bu yumurtalarin ¢ogu, birakildiktan sonra yaklasik 4-5 giin iginde
acilmaktadir (Erler vd. 2010; Cocco vd. 2015). T. absoluta, dort larva evresinden
gecmekte ve toplam larva siiresi ortalama 13-15 giin arasinda degismektedir. Bireylerin
boyutu birinci larva evresinde 0.9 mm iken, dordiincii larva evresinde yaklasik olarak 7.5
mm'ye ulagmaktadir (Vargas 1970; Desneux vd. 2010). Larvalar gelisimlerini
tamamladiktan sonra genellikle toprakta veya yaprak yilizeyinde agtiklar1 galerilerde bir
kokon iginde pupa evresine gegmektedirler (Oztemiz 2012). Pupalar yaklasik 5-6 mm
uzunlugunda ve 1.5 mm genisligindeki silindirik yapida olmakla birlikte ilk basta yesil
renkte ancak daha sonra kahverengiye dontismektedir (Estay 2000; Desneux vd. 2010).
T. absoluta erginleri, yaklasik olarak 6-7 mm uzunlugunda ve 10 mm kanat agikligina
sahip olup, antenleri ip seklindedir. Erkek bireylerde ortalama yasam stiresi 15-18 giin
iken, disi bireylerde bu siire 20-25 giindiir (Coelho ve Franga 1987; Cuthbertson vd. 2013;
Krechemer vd. 2015).
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Tuta absoluta, konukcu dizisi olarak genis bir yelpazeye sahip olmasi ile birlikte
tercih ettigi ana konukcu olarak domatesi (Solanum lycopersicum L.) seg¢se de, karpuz
(Citrullus lanatus L.), seker pancar1 (Beta vulgaris L.), Jatropha curcas L., fasulye
(Phaseolus vulgaris L. - Fabaceae), kara yonca (Medicago sativa L.), patlican (Solanum
melongena L.), patates (Solanum tuberosum L.), 1spanak (Spinacia oleracea L.), pepino
(Solanum muricatum (Ait.)) bitkilerini de konukgu olarak kullanabilmektedir. Ayrica,
bazi siis bitkileri ve bazi yabanci otlar da konukgular1 arasinda yer almaktadir (Oztemiz
2012; EPPO 2022).

Tuta absoluta'nin tiim biyolojik dongiisiinii, domates bitkisinin yesil kisimlarinda
ve meyvelerinde gecirir; ancak larva evreleri zararli olmaktadir. 7. absoluta’nin
konukgularinda meydana getirdigi zarar sekli ise, zararlinin larva dénemi bitkinin kokii
haricinde yaprak, gévde, sap, yesil ve olgunlasmis meyve olmak iizere domates bitkisinin
tiim fenolojik donemlerinde beslenmekte ve ciddi ekonomik zarar olusturacak sekilde
kalite kaybma yol agmaktadir (Estay 2000; Oztemiz 2012; Cuthbertson vd. 2013;
Guimapi vd. 2016) (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Tuta absoluta’nin domates bitkisi ve meyvesinde olusturdugu zarar sekli a)
yapraktaki iki epidermis arasinda olusturdugu zarar sekli; b) olgunlasmamis domates
meyvesindeki zarar sekli; ¢) olgun domates meyvesindeki zarar sekli

Zararl, yapraklarin iki epidermisi arasinda beslenerek, yapraklarda diizensiz
galeriler agmakta ve yaprak iizerinde birden fazla galeri bulunmaktadir (Korycinska ve
Moran. 2009). Zararlilarin agtig1 galerilerde, dikkat ¢ekici siyah renkteki digkilart belirgin
bir sekilde goriilmektedir. Zararlilar beslendikge, galerilerin i¢i bosalmakta ve genis,
seffaf bosluklarin olustugu fark edilmektedir. Bu galeriler daha sonra kuruyarak,
kahverengiye doniismektedir. Yapraktaki galeriler nedeniyle bitkinin fotosentez
kapasitesi azalir ve kuruma meydana gelmektedir, bu da iirlin miktarinda azalmaya neden
olmaktadir (Oztemiz 2012).

Zararlinin, sap ve govde de beslenmesi sonucunda galerilerin olusumuna neden
olmaktadir. Bu galeriler, bitkinin beslenme kanallarina zarar verip ayni zamanda
nekrozlart meydana getirmektedir. Ayrica, bitkinin gelisimini olumsuz etkileyen bir
baska duruma da govdede agilan galerilerdir (Oztemiz 2012). Meyvedeki zararlar,
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bitkinin tomurcuk ve g¢iceklerinde meydana gelerek bitki gelisimini ve biiylimesini
engeller ve meyve verim kriterlerini nemli 6l¢iide azaltmaktadir. Zararlinin, olusturdugu
diizensiz galeriler meyvenin her tarafinda gozlemlenebilmektedir. Genellikle kaliks
altindan meyveye giris yaparlar. Meyvedeki galerilerde zararlilarin siyah renkli digkilar
belirgin hale gelir.

Zararlilarin beslenmesi sonucunda meyvede sekil bozukluklart meydana gelmekte
ve meyve pazar degerini kaybetmektedir. Sekonder mikroorganizmalarin meyvedeki
galerilere yerlesmesi, ¢iirimelerin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir. Tiim bu
zararlar meyvenin pazar degerinin diismesine ve veriminin azalmasina yol agmaktadir.
Cogu larva zamanini galeri ig¢inde gecirirken, ikinci donem larvalar galeriden disari
cikabilmektedir. Bu durum biyolojik miicadele acisindan biiylik 6nem tasimaktadir. Bu
durum larvalarin dogal diismanlar tarafindan avlanmasina veya parazitlenmesine olanak
tanimaktadir. Kimyasal miicadelede ise, bu donemde dogru uygulama zamaninin
belirlenmesi kritik dneme sahiptir (Fernandez ve Montagne 1990). Larvalarin galeriden
disart ¢ikmasimin nedeninin, galeri igindeki besin tiiketimi, sicaklik veya diski
maddelerinin birikmesinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir (Torres vd. 2001).

T. absoluta’nin yumurtadan ¢ikan larvalari, domates bitkisinin yapraklarinda, sap
i¢ bolgelerinde, u¢ tomurcuklarda ve hem yesil hem de ergin meyvelerde galeriler
olusturarak bitkinin kok harici tim organlarinda ciddi bir hasar meydana
getirebilmektedir. Eger zararli kontroliine yonelik herhangi bir 6nlem alinmazsa, iiriin
kayiplart %80 ile 100 arasinda ciddi ekonomik kayiplar1 beraberinde getirmektedir
(Lopez 1991; Apablaza 1992; Kili¢ 2011).

Tuta absoluta domatesin Onemli bir zararlis1 haline gelmesiyle farkli ¢aligma
alanlarinda iizerinde durulmustur. Calisilan konulardan biri de endosimbiyotik
bakterilerin zararli iizerine olan etkisidir. Endosimbiyotik bakterilerden Wolbachia en
genis grubu kapsayan Rickettsiaceae familyasmma ait gram negatif bir bakteridir
(Breitschwerdt 2007).

Wolbachia, bocekler, akar, driimcek, nematodlar ve kabuklular gibi omurgasizlar
da olmak {lizere genis bir konukg¢u agini enfekte etmektedir. Anneden yavruya
aktarilabilen endosimbiyont bir proteobakteridir. Arthropodlarin yaklasik %80'inde
bulunan Wolbachia; konukgusunda erkek bireylerin dliimii, sitoplazmik uyusmazlik,
partenogenik bireylerde telytokinin artis1 ve disilesme (feminizasyon) gibi gesitli tireme
degisimlerine yol agmaktadir (Breeuwer vd.,1992; Stouthamer vd., 1999). Bunun yan
sira, simbiyotik bakterilerin konukgu fizyolojisi tizerindeki etkisiyle ilgili birgok ¢alisma
yapilip, bu durumun iizerinde durularak ehemmiyeti vurgulanmigtir. Bu bakterilerin
Onemi; savunma reaksiyonlari, konuk¢u beslenmesi, iireme degisimleri ve direng
mekanizmalar1 gibi genis bir yelpazeyi kapsamaktadir. Bitki-bocek-simbiyont iliskisinin
daha iyi anlasilmasi, molekiiler biyoloji ve fonksiyonel genom bilim alanlarindaki hizl
gelismeler sayesinde miimkiin hale gelmektedir. Bocek endosimbiyontlarinin
konukgularinda olusturdugu degisikliklerin detaylandirilmasi, bu mikroorganizmalarin
zararli kontroliinde kullanim potansiyelini artirarak, gelecekteki arastirmalara yon
verecektir.
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Bu caligmada, Antalya merkez ve ilgelerinden toplanan Tuta absoluta
popiilasyonlarinda Wolbachia sp.'nin durumunun (varlig1 veya yoklugu) tespit edilmesi
ele alinmistir.

Zararlinin dordiinci donem larvalarinda bulunan Wolbachia sp. miktarlar
arasindaki farkliliklarda ve incelenmistir. Bunun yani sira, segilen bir lokasyondaki 7.
absoluta'min farkli biyolojik donemleri arasinda Wolbachia sp. miktarlar1 agisindan bir
fark olup olmadigini belirlenmistir. Ayrica, zararlinin larva ve ergin donemlerindeki
viicut dokularinda Wolbachia sp. yogunlugunda bir fark olup olmadiginin tespit edilmesi
hedeflenmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Heddi vd. (1999), Wolbachia'min piring biti (Sitophilus oryzae)nin viicut
dokularma (folikiiler hiicreler, oositler, testis, bagirsak, lenfositler vb.) yayildigin1 tespit
etmistir. Ayrica, Wolbachia yogunlugunun dokular arasinda farklilik gosterdigini; germ
hiicrelerinde yiiksek yogunlukta bulunurken, diger dokularda daha diisiik seviyelerde
oldugunu bildirmislerdir. Bu bulgulara paralel olarak, germ hiicreleri ile
karsilagtirildiginda dokularda goézlenen zayif floresan sinyalleri, Wolbachia’nin ana hiicre
tizerinde etkili oldugunu ve gelisim siirecindeki testislerde spermleri aktif bir sekilde
degistirerek farklilastirdigini ortaya koymuslardir.

Vavre vd. (1999), Wolbachia'nin yatay gegcisini incelemek amaciyla konukgu-
parazitoit iligkilerini arastirmis ve bu kapsamda Drosophila tiirlerini kullanmislardir.
Arastirma kapsaminda, D. hydei, D. immigrans, D. melanogaster, D. simulans ve D.
subobscura tiirleri ile bes farkli parazitoit tiirii [(Leptopilina boulardi (Figitidae),
Leptopilina heterotoma (Figitidae), Asobara tabida (Braconidae), Pachycrepoideus
dubius (Pteromalidae), Trichopria sp. (Diapriidae)] degerlendirilmis olup, bu parazitoit
tiirlerinden dort tanesinde Wolbachia enfeksiyonu tespit edilmistir. Drosophila tiirleri
arasinda sadece D. melanogaster ve D. simulans'n Wolbachia ile enfekte oldugu
belirlenirken, parazitoit tiirleri igerisinde yalmzca Leptopilina boulardi’nin Wolbachia
tasimadig1 rapor edilmistir. Sonuglar, parazitoitlerin Drosophila tiirlerine kiyasla daha
yiiksek Wolbachia enfeksiyonu oranina sahip oldugunu ortaya koymustur.

Heddi vd. (2001), Wolbachia'nin S. oryzae'de hem horizontal hem de vertikal
olarak viicut hiicreleri boyunca aktarildigini tespit etmistir. Arastirmada, Wolbachia'min
konuke¢unun fizyolojisi iizerinde herhangi bir etki gdstermedigi, ancak iireme stireclerinde
degisikliklere neden oldugu ifade edilmistir.

Kikuchi ve Fukatsu (2003), Japonya’da karasal Heteroptera tiirlerinde Wolbachia
enfeksiyonunu belirlemek amaciyla 19 farkli familyay1 kapsamli bir sekilde taramistir.
Pentatomidae familyasinda %13,3, Pyrrhocoridae’de %16,6, Miridae’de %20,
Alydidae’de %33,3, Acanthosomatidae’de %#45,5, Coreidae’de %52,9, Lygaeidae’de
%54,5, Tingidae, Rhopalidae ve Cydidae familyalarinda %60, Plataspidae familyasinda
%80, Nabidae ve Berytidae familyalarinda ise yiizde yiiz oraminda Wolbachia
enfeksiyonunu rapor etmistir. Enfeksiyona rastlanmayan familyalar ise; Scutelleridae,
Reduviidae, Aradidae, Malcidae, Largidae ve Urostylidae olarak belirlenmistir. Sonug
olarak, incelenen 134 tiirin 47’sinde Wolbachia enfeksiyonu tespit edilmistir. Yapilan
molekiiler filogenetik analizler, Wolbachia filogenetigi ile konukg¢u sistematigi arasinda
sinirlt bir genetik uyusmazlik oldugunu gostermis; bu bulgunun, Heteroptera tiirlerinde
Wolbachia'min siklikla horizontal olarak transfer edilmesiyle iliskili oldugu sonucuna
ulagmiglardir.

Skaljac vd. (2012), T. absoluta'nin larva ornekleri 2010-2011 yillari arasinda
Hirvatistan ve Karadag olmak iizere toplam ii¢ lokasyonundan, her birinden 20 birey
toplamistir.  Rickettsia, Hamiltonella, Arsenophonus, Wolbachia, Cardinium ve
Fritschea taramasi, cinse 6zgl primerler (16S veya 23S rDNA) kullanilarak klasik PCR
ile test edilmistir. Calismada Wolbachia disinda hicbir endosimbiyont tespit edilmemistir.
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Chiel vd. (2014), Wolbachia'nin yatay transferini ve Bemisia tabaci ile parazitoiti
Eretmocerus emiratus'un fenotiplerini incelemeyi hedeflemistir. Multilokus sekans ve
filogenetik analizler yoluyla, B. tabaci ve E. emiratus'ta farklilik gosteren 14 Wolbachia
susu tespit etmisler ve her iki tiiriin de siiper grup B'ye ait oldugu saptanmistir. Yatay
transferle ilgili herhangi bir bulguya rastlanmamis olup, ¢alisma Wolbachianin E.
emiratus 'ta sitoplazmik uyusmazliga neden oldugunu ilk kez ortaya koyulmustur.

Li vd. (2015), depolanmis iiriin zararlist bocek tiirlerinde Wolbachia
enfeksiyonunu wsp primerleri kullanarak taramiglardir. Calisma kapsaminda, Coleoptera
takimina ait Lasioderma serricorne tiirii Kanada, Almanya, Yunanistan, Ispanya ve
Amerika'dan; Stegobium paniceum, S. oryzae, Attagenus unicolor, Dermestes lardarius,
ve Oryzaephilus mercator tirleri Kanada ve Amerika'dan; Sitophilus zeamais tirii
Tayland'dan; Oryzaephilus surinamensis tiiri Kanada, Yunanistan, Ispanya ve
Amerika'dan; Tribolium confusum tiirii ise Kanada, Cin, Danimarka, Ingiltere, Fransa,
Almanya, Yunanistan, Italya, Portekiz, Ispanya ve Amerika'dan toplanmistir.
Hymenoptera ve Lepidoptera takimlarindan 7Trichogramma deion ve Ephestia kuehniella
tiirleri Kanada'dan elde edilmistir. Filogenetik analizler, Wolbachia enfeksiyonlarinin
siipergrup-A ve slipergrup-B liyelerini igerdigini ve bu enfeksiyonlarin boceklerin tireme
sistemleri lizerinde etkili oldugunu gostermistir. Ayrica, Wolbachiamin zararl tiirlerin
kontrolii agisindan énemli bir potansiyele sahip oldugu bildirilmistir.

Wang vd. (2015), tarafindan yapilan calismada, Cin'deki Nilaparvata lugens
(Hemiptera) popiilasyonlarinda  Wolbachia ve  Arsenophonus  enfeksiyonlari
incelenmigstir. Alt1 farkli popiilasyondan (TN1-1995, TN1-2009, TN1-VN, TN1-PP,
ASD7 ve MUDGO) toplam 850 birey tizerinde Wolbachia enfeksiyonu taranmistir. TN1-
VN popiilasyonunda 96 bireyde %10,4 oraninda, TN1-PP popiilasyonunda 96 bireyde
%S5,2 oraninda ve TNI1-2009 popiilasyonunda 100 bireyde %3 oraninda Wolbachia
enfeksiyonu gozlemlenmistir. Bununla birlikte, TN1-1995, ASD7 ve MUDGO
popiilasyonlarinda toplam 558 bireyde Wolbachia enfeksiyonuna rastlaniimamastir.

Gliz vd. (2012), tarafindan yapilan calismada, siine (E. integriceps, Heteroptera:
Scutellaridae) tliriiniin 6nemli yumurta parazitoitlerinden 7Trissolcus spp. tlrlerinde
Wolbachia enfeksiyonunu tespit etmisler. Bakteri enfeksiyonlari, Wolbachia ylizey
proteini (wsp) kodlayan genin DNA dizileri kullanilarak dogrulamistir. Filogenetik
analizler sonucunda, Trissolcus spp. tirlerinde saptanan Wolbachia irklarimin genetik
olarak birbirine yakin oldugu ve B siiper grubuna ait oldugu belirlenmistir. Farkli
Trissolcus spp. popiilasyonlarindaki enfeksiyon durumunun ve Wolbachia’nin neden
oldugu uyusmazligin tespiti, siine ile miicadelede parazitoitlerin etkinligi agisindan biiytik
Onem tasidigini bildirmislerdir.

Yildirrm vd. (2013), Kayseri ilinden toplanan Culex pipiens orneklerinde
Wolbachia enfeksiyonunu tespit etmek amaciyla yliriittiikleri caligmada, her biri 6-15
adet C. pipiens bireyini igeren 10 genomik DNA havuzu olusturmuslardir. Bu havuzlar,
Wolbachia’nin yiizey proteinini (wsp) kodlayan gen bolgesinin amplifikasyonu agisindan
analiz edilmistir. Yiksek seviyede polimorfizm gosteren wsp gen bdlgesi, farkl
Wolbachia 1rklart arasindaki filogenetik iligkilerin aydinlatilmasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Genomik DNA ekstraksiyonunun ardindan, wsp gen bolgesinin 590-
632 bp’lik kismini1 hedefleyen Wolbachia’ya 6zgii primerler ile PCR analizleri
gergeklestirilmistir. Bu analizler sonucunda, 10 DNA havuzunun 6’sinda %60 olarak
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pozitif sonu¢ elde edilmistir. Arastirmada ayrica, Wolbachia spp. i¢in minimum
enfeksiyon orani %5,08 olarak tespit edilmistir.

Saki ve Simgek (2014), tarafindan Elazig ilinde yiiriitiillen c¢alismada,
Wolbachia'min wsp gen bolgesini amplifiye eden spesifik primerler kullanilarak farkli
sinek tiirlerinin disi ve erkek bireylerinde Wolbachia enfeksiyonunun varligi arastirmistir.
Bu calisma kapsaminda, 33 disi ve 15 erkek Musca spp., 30 disi ve 7 erkek Lucilia
sericata, 16 disi ve 4 erkek Calliphora vicinia, 1 disi ve 4 erkek Sarcophaga
haemorrhoidalis ile 27 disi ve 10 erkek Chrysomia albiceps bireyi analiz edilmistir.
Pozitif kontrol 6rneginde 630 bp'lik bir bant gézlemlenirken, incelenen toplam 147 6rnek
arasinda Wolbachia enfeksiyonuna rastlanmadigi bildirilmistir.

Karut ve Tok (2014), Bemisia tabaci popiilasyonlarindaki sekonder
endosimbiyontlart PCR tabanli DNA analizi ile belirtmistir. Calisma, 2007-2012 yillar
arasinda farkli konukc¢u bitkilerden toplanan B. tabaci bireyleri iizerinde
gerceklestirilmistir. Rickettsia, Hamiltonella, Arsenophonus ve Wolbachia olarak
adlandirilan sekonder endosimbiyontlar, iki farkli B. fabaci biyotipinde (B ve Q) tespit
edilmistir. Arsenophonus ve Wolbachia yalnizca Q biyotipinde bulunurken, Hamiltonella
sadece B biyotipinde gozlemlenmistir. Rickettsia, hem B hem de Q biyotipinde
saptanmistir. Bireylerin %40°1 Arsenophonus ile enfekte olup, bunu Hamiltonella
(%32,4) ve Wolbachia (%8) izlemektedir. Rickettsia’nin bulagsma orani, B irkinda
(%29,7) Q rkindan (%21,6) biraz daha yiiksek olarak tespit edilmistir.

Tungbilek vd. (2015), Antalya ilinden toplanan S. granarius, S. zeamais ve
parazitoit Lariophagus distinguendus 6rneklerinde simbiyotik olarak bulunan Wolbachia
enfeksiyonunu, wsp primeriyle ile Arsenophonus enfeksiyonunu, Ars primeriyle
Spiroplasma enfeksiyonunu ise 63F-TKS55 primeri ile PCR taramustir. S. granarius’un
tiim bireylerinde Wolbachia ve Arsenophonus enfeksiyonlar tespit edilmisken, parazitoit
L. distinguendus’ta hem Wolbachia hem de Spiroplasma enfeksiyonlar1 belirlenmistir.
Bu bulgular dogrultusunda, S. granarius ile parazitoit L. distinguendus arasindaki
iliskinin derinlemesine arastirilmasi gerektigi vurgulanmistir. S. zeamais drneginde ise
herhangi bir enfeksiyon tespit edilmedigi bildirilmistir.

Tungbilek ve Bakir (2016), Rhagoletis cerasi'nin kiraz lizerindeki zararl etkilerini
vurgulayarak, etkili ve genis spektrumlu ilaglarin piyasadan kaldirilmasiyla birlikte bu
zararhilarla miicadelenin giderek zorlastigmi belirtmislerdir. insan ve gevre saghgi
acisindan, mikrobiyal simbiyotik canlilarla miicadelenin daha saglikli bir alternatif
oldugu ifade edilmistir. R. cerasi'nin ergin bireylerinde bagirsak ve tireme bakterileri igin
16S ribozomal RNA geni ile PCR taramasi gerceklestirilmis ve Wolbachia
enfeksiyonunun popiilasyonda bulundugu buna karsin Cardinium, Hamiltonella,
Rickettsia ve Arsenophonus tespit edilmedigini bildirmislerdir.

Tiirkmen ve Kogak (2019), Ege (izmir ve Manisa), Giineydogu Anadolu
(Diyarbakir ve Sanlwrfa), i¢ Anadolu (Ankara ve Konya), Karadeniz (Samsun) ve
Akdeniz (Adana) bolgelerinden 12 farkli lokasyondan Sitophilus oryzae L. (Piring biti)
popiilasyonlar1 elde etmisler ve molekiiler yontemlerle Wolbachia’nin varhig
arastirmiglardir. Sonu¢ olarak, 120 6rnegin 118'inde; %98,33 oraninda Wolbachia
enfeksiyonu var oldugunu rapor etmislerdir. Wolbachia varligi Sanlurfa ve Adana
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(Cukur koprii)’da %90, diger lokasyonlarda ise genellikle %100 oraninda tespit
edilmistir.

Kocgak ve Ertiirk (2019), Tiirkiye’de bulunan 10 farkli hububat deposundan
Oryzaephilus surinamensis L. (Testereli Bocek) popiilasyonlarinin toplamiglar her bir
popiilasyondan rastgele secilen alt1 ergin birey iizerinde toplamda 60 bireyde uygulama
gergeklestirilmistir. S6z konusu bocek tiirtinde, Tiirkiye’de Wolbachia sp.'nin ilk kez,
diinyada ise Rickettsia sp. ve Spiroplasma sp.min ilk kez tespit edildigi endosimbiyont
bakterileri, sentetik primerler ve PCR yontemi kullanilarak yogunluklar1 belirlenmistir.
Elde eden sonuglarina gore, Tiirkiye genelinde bulasma yogunlugunun %49 oldugu; bu
oranin %28'inin Wolbachia sp.'ye, %14'iniin Rickettsia sp.'ye ve %7'sinin Spiroplasma
sp.'ye ait oldugu belirlemislerdir.

Lu vd. (2019), Cin'deki depolanmis {iriin zararhlarmin farkli cografi
popiilasyonlarindaki on Tenebrionidae familyast depolanmis iiriin boceginde PCR tespit
yontemini kullanarak Wolbachiamin yayginligini arastirmislardir. Sadece 7. confusum
tiiriinlin iki irkinda Wolbachia enfeksiyonu tespit edilmistir. Tiim 7. confusum disi ve
erkeklerinin Wolbachia ile enfekte oldugunu bildirilmistir. Ayrica, iki Tenebrio tiiri, ii¢
Alphitobius tiirii ve ili¢ Palorus tiirlinde Wolbachia enfeksiyonuna rastlanilmamistir.
TagMan® prob kantitatif PCR analizi, Wolbachia popiilasyonunun konukgu gelisimiyle
arttigin1 ortaya koymustur. En yiiksek enfeksiyon gen¢ erginlerde gdzlemlenirken,
disilerin pupa evresinde erkeklerden daha yiiksek Wolbachia yogunluguna sahip oldugu
belirlenmistir. Enfeksiyon miktarlari, ireme ve yag dokusunda, orta bagirsak ve
malpighian tiibiillere gore daha yiiksek oldugu bulunmustur. Tetrasiklin uygulamalari,
Wolbachia yogunlugunda azalmaya neden olmus ve 6zellikle kirma biti boceginde etkili
bulunmustur. Bu uygulamalarin popiilasyon gelisimi iizerindeki etkisi incelendiginde,
onemli bir farklilik bulunmamistir (P>0.05). Cinsiyet oraninda sapma gozlenmemis olup,
sitoplazmik uyumsuzluk durumunda az sayida canli yavru {iretilmis ya da hig
tiretilmemistir.

Ge vd. (2020), Cin’in Henan eyaleti Nanyang’ da toplanan 33 ergin bocekten 18
disi ve 15 erkek olmak tiizere Paederus fuscipes’in laboratuvar kiiltiirii olusturmuslardir.
Elde edilen kiiltiiriin F1 neslinden yumurta, larva, pupa, ergin donemlerinden DNA
izolasyonu gerceklestirilmistir. Ayni zamanda 9 erkek, 9 disi bocegin belli viicut
yapilarindan; bas, toraks, abdomen ve iireme dokularindan DNA izolasyonu yapilmaistir.
16S rRNA gene spesifik primer ile bakilmistir. Erginlerdeki enfeksiyon yogunlugu, diger
herhangi bir biyolojik donemden daha yiiksekti ve erginlerdeki iireme dokulari,
cinsiyetler arasinda benzer yogunluklarda, en yiiksek enfeksiyon yogunluguna sahip
cikmustir.

Carvalho vd. (2020), Brezilya’da Tuta absoluta popllasyonlari, Tuta
absoluta’daki genetik cesitliligi degerlendirmek ve bocek haplotipi ile Wolbachia
tiirlinlin en temsili kombinasyonu ile iligkili partenogenezin olusup olusmadigini
belirlemek i¢in ¢alisma yiiriitmiislerdir. 10 bocek popiilasyonu, enfeksiyon oranlari %70-
%100 arasinda degisen iki Wolbachia susu (ST41 ve ST354) ile enfekte edilmistir. Bocek
genetik ¢esitliligi hem mitokondriyal hem de niikleer DNA belirtegleri i¢in mevcut tek
bir haplotip grubu ile diisiik bulunmustur. Bu nedenle, Wolbachia enfeksiyonu, Tuta
absoluta’nin Brezilya popiilasyonlar: arasinda partenogeneze veya feromon bazli kontrol
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basarisizligina yol agmayacagiz, ancak muhtemelen bir zararli yonetim araci olarak ve
potansiyel olarak yararli olan sitoplazmik uyumsuzlugu destekleyecegi belirtilmistir.

Kogak (2020), Dogu Akdeniz, Marmara, Dogu Anadolu ve Giineydogu Anadolu
bolgelerinden her ilden 10 6rnegi olmak iizere toplam 15 ilden (Adiyaman, Bingdl,
Canakkale, Bursa, Icel, Edirne, Agri, Kahramanmaras, Kirklareli, Sakarya, Diyarbakir,
Siirt, Tunceli ve Sirnak) 150 erkek siine toplamis. Wolbachia enfeksiyonu oranlari
Akdeniz Bélgesinde (Igel ve Kahramanmaras) ortalama %85, Giiney Dogu Anadolu
Bolgesi’nde (Adiyaman, Diyarbakir, Siirt ve Sirnak) ortalama %95, Dogu Anadolu
Bolgesi'nde (Agr1, Bingdl, Elazig ve Tunceli) ortalama %95, (Bursa, Canakkale, Edirne,
Kirklareli ve Sakarya) ortalama %98, oraninda oldugunu ortaya koymustur. Sonug olarak,
E. integriceps tiirinde Wolbachia enfeksiyonunun Tiirkiye genelinde %94,6 oraninda
yaygin oldugunu vurgulamistir.

Mehrkhou vd. (2021), T. absoluta Ornekleri 2019 ve 2020 yillarinda Bati
Azerbaycan, Iran ve Tiirkiye'de domates yetistirilen 15 farkli lokasyondan toplanmustir.
Arastirma ic¢in 19 ergin ve 146 larva dahil olmak iizere 164 6rnek elde edilmistir.
Hamiltonella, Arsenophonus, Wolbachia, Cardinium, Pantoea ve Spiroplasma’nin T.
absoluta popiilasyonlarinda enfeksiyon varligina ve yogunluguna yaptiklar1 ¢alismada
bakilmistir. Wolbachia enfeksiyonunun varligi ve yayilimi, 7. absoluta'nin wsp genini
kullanarak tiretilen yaklasik 600 bp'lik bir amplikon araciligiyla belirlenmistir. Klasik
PCR analizi sonucunda Wolbachia endosimbiyontu enfeksiyonu %100 oldugu sonucuna
varilmigtir. Bu ¢alismada, 7. absoluta popiilasyonlarinda Wolbachia endosimbiyontu
enfeksiyonu %100 tespit edilmistir. Bununla birlikte popiilasyonlarda Arsenophonus,
Cardinium, Hamiltonella ve Spiroplasma enfeksiyonlarini i¢eren higbir endosimbiyotik
bakteriye rastlanilmamistir.

Erasmus vd. (2022), Giiney Afrika'nin Mpumalanga eyaletinde Piet Retief (PR),
Gauteng eyaletinde Tarlton (TT), Kuzey-Bat1 eyaletinde Ventersdorp (VD) ve Limpopo
eyaletinde Mooketsi (MK) olmak {izere bes farkli bdlgeden 2021 yilinda toplanan
popiilasyonlardan elde edilen Orneklerden her biri i¢in 20 adet 7. absoluta ergini
yetistirmislerdir. Tek bir Wolbachia susu ile popiilasyonlarda yiiksek diizeyde (= %95)
enfeksiyon tespit etmislerdir. Giiney Afrika'daki 7. absoluta popiilasyonlar1 lizerinde
yapilan bu incelemede, Wolbachia enfeksiyonunun yaygin oldugu, ancak
partenogenezinse neden olmadig belirlenmistir.

Kavak ve Kogak (2023), Bati Akdeniz Bolgesi (Antalya, Mugla, Isparta ve
Burdur) illerinden 11 lokasyondan toplam 55 adet 7. absoluta larva bireyi ilizerinde
Wolbachia, Rickettsia ve Spiroplasma varligini incelenmislerdir. Diinyada ve Tirkiye
genelinde Rickettsia ve Spiroplasma'min T. absoluta igin ilk kaydoldugu belirlenmistir.
Bat1 Akdeniz Bolgesi’nde 7. absoluta'da Spiroplasma, Rickettsia ve Wolbachia bulunma
oranlar1 sirastyla %90,9, %78,1 ve %76,3 olarak belirlenmistir. Bireylerde goriilen ikili
ve Uclii enfeksiyonlar dikkat cektigi belirtilmistir. Elde edilen farkli lokasyonlardaki
domates giivesi popiilasyonlarin da endosimbiyontlarla ¢ok ciddi bir oranda bulasik
oldugunu ortaya koyulmustur.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Ornekleme zamani ve alanlari

Calismada ana materyal olarak 2021-2023 yillarinda Antalya merkezi ve yakin
cevresindeki ilgelerden toplanan Tuta absoluta Meyrick (Lepidoptera: Gelechiidae)
bireyleri kullanilmistir. 2021-2023 yillar1 arasinda gerceklestirilen arazi caligsmalari
sirasinda, Antalya’nin Aksu, Elmali, Finike, Kepez, Korkuteli, Kumluca, Muratpasa,
Serik gibi tarimsal faaliyetlerin yogun oldugu ilgelerden ornekler toplanmistir. Bu
bolgeleri en iyi sekilde temsil eden en az bir veya iki farkli lokasyondan olmak iizere
toplamda 29 noktadan, larva ile bulasik yaprak ornekleri alinmistir (Sekil 3.1.). Arazi
calismalar1 sirasinda toplanan ornekler, Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki
Koruma Béliimii'nde yer alan Molekiiler Entomoloji Laboratuvari'na getirilmistir. Etiket
tizerine; Orneklerin GPS koordinatlari, lokasyon adi, domates ¢esit ismi ve toplandig
tarith gibi gerekli bilgiler kaydedilmistir (Ek 1). Calismanin arazi kismindan sonraki
asamalar, Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii'nde bulunan
Molekiiler Entomoloji Laboratuvari'ndaki cihazlar ve ekipmanlar kullanilarak
yiirlirtiilmistiir.

Sekil 3.1. Araziden Tuta absoluta 6meklerinip toplanmasi, a) Tuta absoluta ile bulagik
domates yaprak 6rneklerinin toplanmasi; b) Orneklerin saf etanol ortaminda eppendorf
tiipe alinmasi; ¢) Orneklerin konumlandirilarak siralanmasi

3.2. Metot
3.2.1. Zararhnin Biyolojik Donemlerine Gore Elde Edilmesi

Arazi ¢aligmalarinda elde edilen zararlilarin biyolojik donemlerinden eksik olan
pupa donemleri icin, domates yapragi igeren kovalara, toplandiklar1 lokasyon adi
belirtilerek belirli sayida dordiincii donem larvalar aktarilmistir. Her giin ayni saatte
diizenli olarak kontrol edilen kovalar icerisindeki 7. absoluta ornekleri pupa evresine
ulastiginda, 1 giinliik, 3 giinliik, 6 giinliik ve 9 giinliik pupalar %99'luk alkole alinarak -
20°C'deki buzdolabinda muhafaza edilmistir.
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Ayni zamanda, arazi c¢aligmalarinda elde edilen zararlilarin biyolojik
donemlerinden eksik olan ergin yas donemleri i¢in, 1 litrelik bos cam kavanozlara belirli
sayida son donem pupalar yerlestirilmis ve 7. absoluta d6rnekleri 1 giinliik, 3 giinliik, 6
giinliik ve 9 giinliik ergin olarak %99'luk alkole alinarak -20°C'de muhafaza edilmistir
(Sekil 3.2.).

Sekil 3.2. Mikroskop altinda 7. absoluta’nin biyolojik donemlerine gore ayrilmasi, a) 1s1k
mikroskop altinda goriintiileme; b) dordiincii donem larva; ¢) pupa donemi; d) ergin
dénemi

3.3. Toplam Niikleik Asit izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in, Doyle ve Doyle (1987)'nin gelistirdigi CTAB protokolii
kullanilarak, tek birey olarak ayrilmis 20 bireyden olusan tiim Orneklere islem
uygulanmigtir. Bu protokolde: DNA izolasyonu i¢in; Tuta absoluta 6rnekleri tek birey
olmak iizere strip tiiplere yerlestirilmistir.

1) Orneklere 150 ul CTAB + Mecaptoethanol karisimi ve paslanmaz ¢elik bilye
eklenerek TissueLyser-Il QITAGEN® cihazinda ezme islemi yapilmustir. Plakalar santrifiij
cithazinda 5 dakika en yiiksek devirde (4000 rpm) santrifiijlendikten sonra tizerine 300 pl
(150+150) daha CTAB + Mecaptoethanol karisimi eklenmistir. Tiip i¢indeki son hacim
500 pl olmustur.

2) Plakalar 65°C’de 2 saat su banyosunda inkiibasyona birakilmistir.

3) Inkiibasyon sonunda drneklere kloroform (24): izoamil alkol (1) karisimindan
500 ul eklenmistir. Orneklerin bu karisimla iyice karismasi i¢in galkalanmistir.

4) Orneklerin bulundugu plaka 20 dakika boyunca 4000 rpm devirde
santrifiijlenmistir.

12
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5) Santrifiij sonrasinda 6rnekler kimyasal karigiminda faz ayrimi (2 faz) olarak
ayrilmistir. Tiiplerin i¢erisindeki {ist faz (stipernatant) alinarak (150+150 = 300 pul) temiz
tiiplere aktarilmigtir.

6) Aktarilan iist fazin iizerine 300 pl (150+150) izopropanol eklenmis ve hafifce
alt-iist yapilarak DNA’nin yogunlagsmasi saglanmistir. Plakalar bir gece boyunca -
20°C’de inkiibasyona birakilmistir.

7) Bir sonraki giin, -20°C’den alinan plaka 20 dakika boyunca 4000 rpm devirde
santrifiijlenmis ve sonrasinda tiipiin dibinde olusan pelet, diisliriilmeden sivi kisim
dokilmustir.

8) Tiiplin dibindeki peletlerin lizerine 300 (150+150) pl soguk %70 ethanol
eklenerek 5 dakika boyunca 4000 rpm devirde santrifiijlenmistir ve sonrasinda tiipiin
dibinde olusan pelet diistiriilmeden sivi kismi1 dokiilmiistiir. Bu islem 2 defa tekrar
edilmistir.

9) Orneklerde bulunan etanoliin ugmasi1 amaci ile plakalar 45-60 dakika boyunca
¢eker ocak iceride bekletilmistir.

10) Kuruyan 6rneklerin iizerine 100 pl otoklavlanmais steril saf su eklenmistir.

11) Tiip igerisindeki DNA'nin siviya gecebilmesi i¢in 6rnekler +4 °C'de bir gece
bekletilmis, ardindan, DNA'nin degrade olmamasi icin ve bir sonraki caligmalara
kullanilmak tizere -20 °C'de buzdolabinda muahafaza edilmistir.

Tez ¢alismasinda, zararlinin farkli gelisim donemlerine ait evrelerinin (larva, pupa
ve ergin) Wolbachia yiikii agisindan taramasi yapilmistir. Ayrica, farkli bolgelerden
toplanan 4. donem larvalarinin Wolbachia yiikii de karsilastirilmistir. Bunun yani sira,
farkli viicut bolgelerindeki (bas, toraks, abdomen, bacak vb.) Wolbachia yiikiiniin
incelenmesi hedeflenmistir. Bu kapsamda, tek bir bireyin dordiincii donem larva viicut
boliimlerinden (bas, abdomen, toraks vb.) elde edilen DNA izolasyonunda yeterli basari
saglanamamistir. Bu sorunu ¢6zmek amaciyla, DNA izolasyonu i¢in hazirlanan %50'lik
Linear Polyacrylamide (LPA) soliisyonu %7,5 oraninda seyreltilmis ve DNA
izolasyonunun 5. asamasinda, yeni tiipe alinan ikinci {list fazin {izerine esit miktarda
eklenerek dikkatlice karistirilmistir. Bu asamada, LPA'min 1:1 oraninda eklenmesi ve
yavasea karigtirilmasi, DNA izolasyonunun basarisi agisindan kritik 6neme sahiptir. Son
olarak, olusan son hacme esit miktarda soguk izopropanol eklenip, yavasca karistirilmig
ve izolasyonun diger asamalar1 oldugu gibi devam ettirilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Toplam niikleik asit izolasyonu, a) CTAB+Merceptoetanol eklenmesi; b)
Tissue Lyser ile 6rneklerin ezilmesi; ¢) DNA oOrneklerinin agaroz jele yiiklenmesi; d)
agaroz jel gorilintiisii

3.4. Primerlerin ve Problarin Tasarlanmasi

Etkili bir primer ve prob dizayni i¢in, literatiirden ve GenBank erigimlerinden elde
edilen tiim mevcut Wolbachia sekans bilgileri elde edilmis ve prob ve primer dizayni i¢in
degisime ugramamis bolgeler secilmistir. 7. absoluta’ya ait tek gen bolgesi ve Wolbachia
primer dizaymi yapilmistir. GenBank'taki 7. absoluta 6rneklerinden elde edilen SRA
(stores raw sequencing data and alignment information) okumalar1 alinmis ve internal
kontrol geni (housekeeping gene) olarak secilen Aktin geni dizileri igin taranmistir.
Secilen okumalar birlestirilmis ve olusturulan Aktin dizisinden degisime ugramamis
bolge housekeeping (ifade diizey kontrol geni; Aktin) prob ve primer tasarimi igin
kullanilmistir. Kullanilan primer ve problarin listesi ¢izelgede verilmistir (Cizelge 3.1).
Nihai olarak, Wolbachia varliginin ve miktarinin 6l¢timlenmesi igin ise “f#sZ” geninin 97
bp’lik bolimii, Tuta absoluta’ya 6zgii internal kontrol olarak ise “Aktin” geninin 98 bp’lik
kismi1 hedef olarak se¢ilmis. Real-Time PCR i¢in etkin bir sekilde kullanilabilecek hale
getirilmistir.

Cizelge 3.1. Korunmus bolgeleri ¢ogaltmak i¢in tasarlanan primerler ve dizilimleri

P ri{;“;lri“ Organizma Primer Dizisi (5'->3") ];*ﬁ‘;‘ili’gl?i;‘is{l‘)’:)
fisZ Fwd. CATTTGCTGACGCATTTCAACT

fisZRev. | Wolbachia TCAAGATTAATCAGTCCTGGCAT 97

ftsZ Prob FAM-CTGCATATTGGCATAAGAGGAGT-BHQI

Aktin Fwd. GCCATGTACGTCGCCATCC

Aktin Rev. | Tuta absoluta ACAGTGTGGGAGACACCATCC 98

Aktin Prob HEX-TGTACGCCTCCGGTCGTACCAC-BHQI
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3.5. Real-Time PCR Optimizasyonu

Optimizasyon asamasinda, dncelikle hedef bolgelere ait PCR firtinleri agaroz jel
elektroforezi ile kontrol edilmistir. Domates giivesi DNA's1 Aktin geni i¢in ve Wolbachia
DNA’sinin ftsZ geni igin PCR amplifikasyon iirlinleri seyreltme serileri kullanilarak
bireysel standart egriler olusturulmustur. PCR etkinligini test etkmek icin ayrica bu
tirtinlerin birlestirilmis farkli konsantrasyonlar1 kullanilarak testlenmistir; (1/10, 1/50,
1/100, 1/500, 1/1.000, 1/5.000, 1/10.000, 1/50.000, 1/100.000).

Optimizasyon c¢aligsmalar1 sonucunda Cizelge 3.1° de verilen primer ve problar
icin PCR reaksiyonun son hacim 15l olacak sekilde Cizelge 3.2 de verilen konsantrasyon
degerlerinde kullanilmasina karar verilmistir. Ayrica, qRT-PCR i¢in optimum termal
dongii sartlarinin Cizelge 3.3 belirtildigi sekilde uygulanmasina karar verilmistir.
Bunlarin yani sira her qRT-PCR ¢alismasinda standart seyreltme egrilerine ait kalip
DNA’lar (dktin ve fisZ igin ayri-ayri1), pozitif ve negatif kontroller mutlaka mevcut
bagimsiz PCR kosturmasinda tekrarlanarak farkli kosturmalar arasi olasi kiiclik
farkliliklar normalize edilmistir. Analizler asamasinda, her PCR uygulamasinda her
ornegin yer aldigi PCR kuyucugundan elde edilen Ct. degerleri kullanilmistir. Elde edilen
Ct. degerleri standart egriler ve internal kontrol olan Aktin geninin Ct. degerleri ile
karsilastirilarak Wolbachia yiikiine ait kantitatif veriler elde edilmistir. Tim bu
analizlerin hesaplanmasinda CFX Maestro yazilimi (Bio-Rad Laboratories, Inc., Irvine,
CA, ABD) kullanilmistir.

Cizelge 3.2. Aktin ve fisZ gen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in gerekli RT-PCR bilesenler ve
miktarlar

Bilesenler Hacim (ul)

MgCl, (25mM) 1.25
Taq Buffer (10x) 1.5
dNTP (8 mM) 1.25
H,O 11.45
Taq DNA polimeraz (5 u/ul) 0.2
fitsZ Fwd. (10 pmol) 0.3
ftsZ Rev. (10 pmol) 0.3
ftsZ Prob (10 pmol) 0.01
Aktin Fwd. (10 pmol) 0.2
Aktin Rev. (10 pmol) 0.2
Aktin Prob (10 pmol) 0.2
Ornek (Template DNA) 3
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Cizelge 3.3. Aktin ve ftsZ genini ¢ogaltmak icin kullanilan RT-qPCR programi

PCR

Sicaklik (°C) Siire (Saniye) Dongii Sayisi
Step 1 95 °C 20s 40 dongti
Step 2 57°C 45s 1 dongii
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Optimize edilmis qRT-PCR sartlarinda yapilan PCR testine ait agaroz jel
goriintlisii (Sekil 4.1) her iki hedefin de beklenen biiyiikliikte {iriin olusturdugunu
gostermistir. Ayrica jel gorlntiisii incelendiginde beklenen iirlinler disinda bagka
herhangi bir amplifikasyona (“artifact”, “smear” vs.) ait bulguya rastlanilmamistir. Bu
durum, kantitatif analizlerin hassasiyeti agisindan énemli olup, Tuta tizerinde Wolbachia
yiikiinii dogru olarak belirlenmesinde kritik bir rol onynamaktadir. Antalya’nin Aksu,
Elmali, Finike, Kepez, Korkuteli, Kumluca, Muratpasa ve Serik il¢elerinden toplanan 7.
absoluta’nin 4. donem larva orneklerinden rastgele secilen 20 bireyin qRT-PCR testine
ait sonuglar Cizelge 4.1 de verilmistir. Kalitatif sonuglar agisindan, test edilen tiim
popiilasyonlarda biitiin Orneklerin pozitif oldugunu ve dolayisiyla tiim Orneklerin
Wolbachia endosimbiyontunu tasidigina isaret etmistir. Genel olarak Wolbachia ile
yiiksek bulagiklik oran1 Tuta absoluta zararlisi icin bilinen ve beklenen bir durumdur.

Cizelge 4.1. Antalya ilinin 8 farkli lokasyonundan toplanan Tuta absoluta bireylerinin
endosimbiontlarla bulagklilik durumlari

Lokasyon Kod Ad1 Test Edilen Wolbachia Pozitif

Birey Sayis1 Cikan Birey Sayisi
Aksu-Yurtpinar Aksu 4 20 20
Elmali-Salur Elmali 2 20 20
Finike-Turungova Finike 4 20 20
Kepez-Asagikaraman Kepez 3 20 20
Korkuteli-Civgalar Korkuteli 1 20 20
Kumluca-Karsiyaka Kumluca 2 20 20
Muratpasa-Topgular Merkez 1 20 20
Serik-Tongiislii Serik 3 20 20

Sekil 4.1. Agaroz jelde Aktin ve ftsZ genlerin gorintiisii, M1; 1kb plus DNA markoér
(Thermo Fisher Scientific), M2; 1kb DNA markor (Thermo Fisher Scientific), 1; Aktin
PCR iiriind, 2; ftsZ PCR firtini
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Onceki yillarda yapilan T. absoluta popiilasyonlarindaki Wolbachia enfeksiyon
orani ¢aligmalarinda Giiney Afrika'daki %95 ile %100 arasinda (Erasmus vd., 2022),
Hirvatistan ve Karadag'da %95 ile %100 arasinda (Skaljac vd., 2012) ve Brezilya’daki
%70 ile %100 arasinda (Carvalho vd., 2018) elde edilen sonuglarla benzerlik
gostermektedir. Bu caligmada, kantitatif olarak bazi farkliliklar gézlemlenmekle birlikte,
test edilen tiim domates gilivesi Orneklerinde %100 Wolbachia enfeksiyonu tespit
edilmistir (Cizelge 4.1.).

Tez caligmas1 kapsaminda, tek bir lokasyondan (Kepez) toplanan domates giivesi
orneklerinin her doneme ve yasa 6zgii (1, 2, 3 ve 4. donem larvalar; 1, 3, 6 ve 9 giinliik
pupalar; 1, 3, 6, 9 giinliik erginler) qRT-PCR analizi gerceklestirilmistir. Tuta absoluta
larva evreleri arasindaki Wolbachia yogunluklar1 Sekil 4.2.’de verilmistir. Zararlinin
larva donemleri arasinda Wolbachia yogunlugunun en fazla oldugu donem, doérdiinci
donem larva iken; en diisiikk Wolbachia yogunlugu birinci ve tigiincii donem larvalarda
tespit edilmistir. En diisiik Wolbachia yogunlugunun, en yiiksek yogunlugun yaklasik
dortte biri kadar oldugu belirlenmistir.

4
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Sekil 4.2. Wolbachia yogunlugunun zararlinin larva dénemleri arasindaki stabilitesi L1:
1. donem larva, L2: 2. donem larva, L3: 3. dénem larva, L4: 4. donem larva

Yasa 0zel pupa evreleri arasindaki Wolbachia yogunluklar1 RT-PCR calismalari
Sekil 4.3.’te verilmistir. Pupa donemleri arasinda, 1 giinliik, 6 giinliik ve 9 giinliik pupalar
arasinda Wolbachia yogunluklar1 agisindan belirgin bir fark gézlemlenmemistir. En
yiiksek Wolbachia yiikii 3 giinliik pupada tespit edilirken, en diisiik Wolbachia yiikii ise
9 giinliik pupada tespit edilmistir.
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Sekil 4.3. Wolbachia yogunlugunun pupa donemlerindeki stabilitesi P1: 1 giinliik pupa,
P3: 3 giinliik pupa, P6: 6 giinliik pupa, P9: 9 giinliik pupa
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Yasa Ozel ergin evreleri arasindaki goreceli Wolbachia yogunluklari RT-PCR
caligmalar1 Sekil 4.4.te verilmistir. 7. absoluta’nin en yiiksek Wolbachia yogunlugu 9
giinliik ergin bireyde, en diisiik yogunlugu ise 6 giinliik ergin bireyde tespit edilmistir.
Wolbachia yiik miktarindaki farkin, zararlinin 1 giinliik ergin ile 3 giinliik ergin evreleri
arasinda en diisiik seviyede oldugu gozlemlenmistir.
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Sekil 4.4. Wolbachia yikiiniin ergin donemlerindeki stabilitesi Al: 1 giinliik ergin, A3: 3
giinliik ergin, A6: 6 giinliik ergin, A9: 9 giinliik ergin
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Real-Time PCR sonuglarinin tamami bir arada genel olarak degerlendirildiginde;
ayni lokasyondan toplanan 6rneklerde Wolbachia yiik miktarinin en ¢ok larva donemleri
arasinda degiskenlik gdsterdigini, larvalar arasinda en fazla Wolbachia yogunlugunun ise
dordiincii donem larvada goriildigi belirlenmistir (Sekil 4.5.). Pupa ve ergin
donemlerinde ise neredeyse Wolbachia ylk miktarinin sabit kaldigi, ancak larva
donemlerinden bariz sekilde yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ayrica, bocegin biyolojik
evreleri incelendiginde, bocegin gelisimi ilerledik¢e Wolbachia yogunlugunun da arttig
gozlemlenmistir.

A1 A3 A6 A9

P3

L4 pq P6 p
. | 1
N ol PRES
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- ;

Relative Normmalized Expression

Target

Sekil 4.5. Wolbachia yiikiiniin T. absoluta’nin biyolojik donemindeki degiskenligi L1: 1.
donem larva, L2: 2. donem larva, L3: 3. donem larva, L4: 4. donem larva, P1: 1 giinliikk
pupa, P3: 3 giinliik pupa, P6: 6 giinliik pupa, P9: 9 giinliikk pupa, Al: 1 giinliik ergin, A3:
3 giinliik ergin, A6: 6 giinliik ergin, A9: 9 giinliik ergin

Lu vd. (2019), Tribolium confusum tzerindeki c¢alismasi ile bu ¢alisma
kapsamindaki 7. absoluta tlizerindeki aragtirma arasinda bazi 6nemli benzerlikler ve
farkliliklar bulunmaktadir. Her iki calisma da Wolbachia enfeksiyon yogunlugunu
incelemekte ve bu yogunlugun gelisim evrelerine gore degisimini gézlemlemektedir.
Tribolium confusum lizerinde yapilan caligmada, bocegin farkli gelisim evrelerindeki
Wolbachia yogunlugu, bocek basina diisen wsp kopya sayist kullanilarak incelenmis ve
sonuglar, Wolbachia popiilasyonunun konuk¢unun gelisimi ile paralel olarak siirekli bir
arts gosterdigini ortaya koymustur. Ozellikle ergin boceklerde, cikistan 5 giin sonra,
Wolbachia yogunlugunun en yiiksek seviyeye ulastigi belirlenmistir. Bu c¢alisma,
cinsiyetin Wolbachia yogunluguna etkisini de gostermektedir; disilerin pupa evresinde
erkeklere gore daha yiiksek Wolbachia yogunluguna sahip oldugu tespit edilmistir. Bir
diger yandan, 7. absoluta lizerinde yapilan ¢alismada da TagMan prob kantitatif PCR
teknigi kullanilarak yapilan analizler sonucunda, Wolbachia yiik miktarinin en ¢ok larva
donemleri arasinda degiskenlik gosterdigi ve en yiiksek yogunlugun dordiincii donem
larvada bulundugu saptanmistir. Pupa ve ergin donemlerinde ise Wolbachia yik
miktarinin neredeyse stabil bir artig gosterdigi gdzlemlenmistir. Ancak, bu ¢alismada 7.
absoluta, gelisim evreleri arasindaki cinsiyet farki gézetilmemistir. Bu durum, Wolbachia
enfeksiyon dinamiklerinin cinsiyetle iliskili olabilecegini goésteren Lu vd. (2019)
bulgulariyla farklilik gostermektedir. Sonug¢ olarak, her iki calisma da Wolbachia
enfeksiyon dinamiklerinin konukc¢u gelisim evreleri ile iliskilendirilmesine katkida
bulunmustur. Ancak, 7. absoluta iizerindeki arastirmanin cinsiyet faktoriinii géz oniine

20



BULGULAR VE TARTISMA D.BOYLU

alinmamuis, olmas1 Wolbachia yogunlugu lizerinde daha kapsamli ve dogru sonuglara
ulagsma potansiyelini simirlamaktadir. Bu nedenle, gelecekteki arastirmalarin cinsiyet
farkin1 gozlemleyerek Wolbachia enfeksiyon dinamiklerini daha derinlemesine
incelemesi, daha biitiinciil bir anlayis elde edilmesine katkida bulunacaktir.

Alivd. (2018), Brontispa longissima’nin her gelisimsel evresi i¢in yumurta, larva,
pupa, ergin disi ve ergin erkek de enfeksiyon yogunlugunun kantitatif olarak belirlemek
amaciyla en az ii¢ biyolojik tekrarli testleme yapilmigdir. QqRT-PCR analiz sonuglari,
Wolbachia enfeksiyon yogunluklarinin farkli gelisim evreleri arasinda 6nemli olciide
degisiklik gosterdigini ortaya koymustur. Enfeksiyon yogunlugu yumurtalarda ve
erginlerde larva ve pupalara kiyasla daha yiiksek bulunmustur. Bu calismada ise 7.
absoluta iizerine yapilan ¢alismada, TagMan prob kantitatif PCR teknigi ile Wolbachia
yiik miktarinin biyolojik donemler arasinda degisiklik gosterdigi saptanmistir. Analizler,
Wolbachia yogunlugunun o6zellikle larva donemlerinde farklilik gosterdigini ve en
yiiksek yogunlugun doérdiincii larva déneminde bulundugunu ortaya koymustur. Pupa ve
ergin donemlerinde ise Wolbachia yiikiiniin nispeten sabit bir artis egilimi sergiledigi
tespit edilmistir. Bu sonuglar, her iki zararlinin biyolojik dénemleri boyunca Wolbachia
enfeksiyon dinamiklerinin degiskenlik gosterdigini gostermektedir.

Tez cercevesinde yapilan diger bir calismada, 7. absoluta’nin dordiincii donem
larvasi, 5 tekerriirlii olacak sekilde viicut kisimlarina ayrilmis ve kategorize edilmistir.
Ornekler, qRT-PCR analizi yapilmistir. Analiz sonuglar1 Sekil 4.6. incelendiginde, T.
absoluta’nin dordiincli donem larvasinin viicut kisimlarindaki Wolbachia yogunlugu, en
yiiksek larva abdomenin 3-6. segmentlerinde olup, Wolbachia yogunlugu en diisiik larva
abdomenin son segmentinde bulunmustur.

Yapilan ¢alismada dordiincii donem larvanin viicut kisimlar arasinda 3 ¢ift toraks
segmenti ile bag kismindaki Wolbachia yogunlugu birbirine yakin olup aralarinda belirgin
bir fark gozlemlenmemistir. Bununla birlikte, larvanin abdomeninin 3-6. segmentinin
Wolbachia yogunlugu, larva abdomen son segmentinin Wolbachia yogunlugundan {i¢
kata kadar fazladir ve analiz sonuglarinda Wolbachia yogunlugu arasinda biiyiik bir
farklilik tespit edilmistir. 7. absoluta’nin larva bas ve larva 3 ¢ift toraks bacaginin
Wolbachia yogunlugunun miktar1 birbirine yakin olmakla beraber larva abdomenin son
segmentinin iki kat1 kadardir. 7. absoluta’nin larva basi ile larvanin 3 ¢ift toraks
bacaklarindaki Wolbachia yogunluklari birbirine yakin olup, larvanin abdomeninin son
segmentindeki yogunlugun yaklasik iki kat1 olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.6. T. absoluta’nin 4. donem larva doneminin viicut segmentlerindeki Wolbachia
yiikiiniin degiskenligi

Tuta absoluta'min ergin donemi, Ui¢ tekerriirlii olacak sekilde viicut dokularina
ayrilmis, kategorize edilmis ve qRT-PCR ile analizleri yapilmistir. Analiz sonuglar1 Sekil
4.7. incelendiginde 7. absoluta’nin ergin donemindeki viicut kisimlarindaki Wolbachia
yogunlugu, en yiiksek ergin bas kisminda bulunmustur. En diisiik Wolbachia yogunlugu
ise 1-2. ¢ift kanat, erginin 3 ¢ift bacaginda bulunmustur. Elde edilen sonuglar Wolbachia
yogunluklarinin hemen hemen ayni degerler oldugunu gdstermistir. Ergin bas Wolbachia
yogunlugu ergin 3 cift bacak ve 1-2. ¢ift kanatin miktarindan 8 kat fazla bulunmustur.
Bununla birlikte ergin 1. toraks segmenti, ergin 2. toraks segmenti ve ergin abdomen
segmentinin Wolbachia yogunlugu ergin 3 ¢ift bacak ile 1-2. ¢ift kanatin yogunlugundan
6 kat fazla oldugu tespit edilmistir. Ergin 1. toraks segmenti, ergin 2. toraks segmenti ve
ergin abdomen segmentinde Wolbachia yogunluklari ise birbirine yakin degerler
gostermistir.
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Sekil 4.7. T. absoluta’nin ergin doneminin viicut segmentlerindeki Wolbachia yiikiiniin
degiskenligi

Ali vd. (2018), calismasinda B. longissima ergin doneminde enfeksiyon
yogunlugunun en yiiksek abdomen bélgesinde, 7. absoluta g¢aligmasinda ise ergin bas
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kisminda bulunmasi, Wolbachia'nin farkli konak tiirlerinde spesifik dagilim stratejileri
gelistirmis olabilecegini gostermektedir. Her iki c¢alisma, Wolbachia enfeksiyon
yogunlugunun zararli organizmanin farkli viicut bolgeleri ve dokularinda belirgin
degisiklikler gosterdigini ortaya koymaktadir. Ayrica, her iki ¢alismada da enfeksiyon
yogunlugunun belirli bolgelerde yogunlasarak kademeli bir azalma seyri izledigi
gorilmektedir; Ali vd. (2018), calismasinda enfeksiyon yogunlugu sirasiyla abdomen
bolgesinde en yliksek, ardindan iireme dokulari, bas, gogiis ve bagirsak seklinde
raporlanirken, 7. absoluta calismasinda bu siralama bas bolgesinde en yiiksek, ardindan
toraks segmentleri, abdomen, bacak ve kanatlar olarak bildirilmistir. Ali vd. (2018),
B. longissima’nin erkek ve disi bireyler arasinda c¢enfeksiyon yogunlugu acgisindan
anlamli bir fark olmadigini belirtmis; 7. absoluta ¢alismasinda ise bu konu dogrudan ele
alinmasa da benzer yogunluk degisimleri goézlemlenmistir. Calismalar arasindaki
farkliliklar incelendiginde, Ali vd. (2018), iireme dokularini yiliksek enfeksiyon
yogunlugu ile iligskilendirmesi dikkat ¢ekerken, 7. absoluta caligmasi tireme dokularini
degerlendirmemis, yogunlugu bas ve ekstremiteler gibi diger viicut bdlgelerine
odaklanmistir. Ayrica, 7. absoluta c¢alismasinda, bas bolgesindeki Wolbachia
yogunlugunun bacak ve kanatlara gore 8 kat fazla bulunmasi gibi daha belirgin yogunluk
farklarmin raporlanmasi, enfeksiyonun belirli bolgelere yonelik baskin dagilim
stratejilerinin  detayli analizini gerektirmektedir. Bu baglamda, her iki calisma
Wolbachia'min konak tiiriine ve fizyolojisine bagli olarak farklilik gdsteren adaptasyon
stratejilerini vurgulamaktadir.

Viicut boliimleri ile yapilan qRT-PCR analiz sonuglar1 bir arada Sekil 4.8.'de
sunulmustur. 7. absoluta’nin ergin ve larva donemindeki viicut kissmlarindaki Wolbachia
yogunlugunun en yiiksek miktar1 ergin bas kisminda bulunmustur. Zararlinin ergin ve
larva donemindeki Wolbachia yiik miktarina bakildiginda en az larva abdomenin son
segmentin de oldugu goriilmiistiir. 7. absoluta’nin ergin ve larva viicut kisimlarindaki
Wolbachia yiik miktarlarina iligkin analiz sonuglarina gore, erginin 3 ¢ift bacagi, 1-2. ¢cift
kanadi, larvanin 3 ¢ift toraks segmenti ve bas kismindaki Wolbachia yogunluklari
birbirine yakin bulunmustur. Ancak, larvanin abdomeninin 3-6. segmentlerindeki
yogunluk bu degerlere kiyasla daha yliksek tespit edilmistir. Bununla birlikte, erginin 1.
toraks segmenti, 2. toraks segmenti ve abdomen segmentlerindeki Wolbachia yiik
miktarlari, 6nceki degerlere kiyasla yaklasik 10 kat daha fazla bulunmustur.
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Sekil 4.8. 7. absoluta’nin ergin ve larva doneminin viicut segmentlerindeki Wolbachia
yiikiiniin degiskenligi

Antalya’nin 8 farkli ilgesinden temin edilen 7. absoluta'nin 4. donem larva
ornekleriyle yapilan qRT-PCR analiz sonuglar1 Sekil 4.9°de goriilmektedir. Wolbachia
yiik miktarlar1 kiyaslandiginda, en fazla yiik miktarinin Kepez lokasyonundan toplanan
bireylerde, en az yiik miktarinin ise Finike lokasyonundan toplanan bireylerde tespit
edildigi, en fazla yiik miktarinin, en diisiik yiik miktarina sahip lokasyondan yaklasik 3
kat fazla oldugu goriilmiistiir. Korkuteli, Kumluca, Merkez ve Serik lokasyonlarindaki
Wolbachia yogunluklar1 birbirlerine yakin olup, bu popiilasyonlarin Wolbachia yiik
miktarlar1 Finike popiilasyonu ile karsilagtirildiginda yaklasik 2,5 kat daha fazla oldugu
belirlenmistir.
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Sekil 4.9. T. absoluta’nin farkli lokasyonlardaki Wolbachia yiikiiniin degiskenligi

Endosimbiyontlarin detoksifikasyon yetenekleri ve hizli evrim siirecleri goz
Oniine alindiginda, konukgularinda olusan pestisit direncine katki sagladiklar
diisiiniilmektedir (Su vd., 2013). Wolbachia ve Rickettsia, yaygin bocek fakiiltatif
simbiyontlaridir (Anderson ve Karr, 2001). Bu iki simbiyont tiirli, boceklerin yalnizca
partenogeneziyle iliskili olmayip, ayn1 zamanda insektisit direnci ile de iliskilidir
(Kontsedalov vd., 2008; Li vd., 2018). Simbiyotik aracili insektisit direnci ve duyarliligi,
bdcek tiirlerine, simbiyont tiirlerine ve kimyasal bilesige gore degisiklik gdstermektedir
(Liu ve Guo, 2019). Domates giivesinde insektisit direncinin iilkemizde (Yalgin vd.,
2015) ve diinya genelinde (Roditakis vd., 2013) ¢cok yaygin olmasi ve mevcut ¢caligmadaki
Wolbachia simbiyontunun yogunluklarinin bu durumla paralellik gostermesi, bu
goriisleri desteklemektedir.
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Bati Akdeniz Bdlgesi’'nden Antalya, Isparta, Mugla ve Burdur illerinde 11
lokasyondan toplanan 55 adet 7. absoluta bireylerinde Wolbachia’nin, denize yakin yer
alan Antalya ve Mugla illerinde Isparta ve Burdur illerine gore daha yiliksek enfeksiyon
oranlarinda oldugunu tespit edilmistir (Kavak ve Kogak, 2023). 7. absoluta'da
endosimbiyontlardan Spiroplazma ve Rickettsia ilk olarak saptanmis ve domates giivesi
popiilasyonlarinda Wolbachia, Ricketsia ve Spiroplasma bulunma oranlar1 sirasiyla
%76,3, %78,1 ve %90,9 oranlarinda yiiksek Olclide enfeksiyon oldugu belirlenmistir
(Kavak ve Kogak, 2023). Bu yiikseklisans tez caligmada, Antalya ilinin farkh
lokasyonlarindan toplanan 6rneklerde Wolbachia endosimbiontu belirlenmesi yoniiyle
benzerlik gostermektedir. Bununla birlikte enfeksiyon oranmin yliksekligi Wolbachia
icin %100 belirlenmesiyle farklilik géstermistir.
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5. SONUCLAR

Yapilan calismalarda da goriildigi tlizere Tiirkiye’de ve diinyanin farkl
bolgelerinde Tuta absoluta popiilasyonlarinda Wolbachia sp.’nin varligi veya yokluguna
yonelik ¢ok sayida rapor bulunmaktadir. Fakat, 7. absoluta popiilasyonlarin ya da farkli
donemlerinin ne kadar Wolbachia sp. miktar1 tagidig1 yoniinde literatiirde herhangi bir
metodoloji veya sonuca rastlanmamustir.

Bu caligmada, Antalya’nin farkli lokasyonlarindan toplanan domates giivesinin
farkli biyolojik donemlerinin hepsinde Wolbachia endosimbiontu ile bulasik oldugu
tespit edilmistir. Tuta absoluta'da kantitatif Wolbachia tespit teknigini gelistirilmis ve
optimize edilmistir. RT-qPCR, konukgu-endosimbiont yogunluklarinin kantitatif
6l¢timiinii elde etmek i¢in biiyiik bir dneme sahiptir. RT-qPCR'nin diger klasik metotlara
yiiksek tekrarlanabilirli ve test Ornekleri arasinda kontaminasyon riskinin azalmasi
onemli fayda saglanmistir. Tuta absoluta'da farkli biyolojik donemlerinde yasa 6zgii
Wolbachia yogunluklari ilk kez tespit edilmistir. 7. absoluta gelisim agsamalarindan larva
ve erginde dokuya 6zgli Wolbachia yogunlugu ilk kez tespit edilmistir.

Calismada, 7. absoluta’nin hem larva hem de ergin donemlerindeki Wolbachia
yogunlugunun viicut boliimlerine gore farklilik gosterdigini, ozellikle segmentleri
arasinda belirgin farklar oldugunu ortaya koyulmustur.

Domates yaprak giivesine karsi mikroorganizmalarin kullanimi, alternatif bir
biyolojik miicadele stratejisi olarak one ¢ikmaktadir. Wolbachia yogunlugunun ergin
domates yaprak giivesinin iireme sistemi, bagirsak dokulari ve yumurta bakteriyel
topluluklarinin 6nemli ve genis bir ¢esitlilige sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Bu
cesitlilik, simbiyotik mikroorganizmalar perspektifinden, domates yaprak giivesinin
istilact potansiyelini analiz etme ve mikrobiyal temelli biyolojik miicadele tekniklerinin
gelistirmesine yonelik yeni yaklagimlar ve yontemler saglayabilir.

Tuta absoluta’nin biyolojik donemler arasindaki farkliligii ve viicut
dokularindaki Wolbachia yogunlugunu diinya literatiiriine sunan ilk c¢alisma olarak
sonraki caligmalara katkida bulunacaktir.

Domates  giivesinin  genis  popiilasyonlarinda  mevsimsel  Wolbachia
yogunluklarinin arastirilmasina, Wolbachia'nmin T. absoluta'dan olast eliminasyonu ve
bunun zararlinin biyolojisi ve ekolojisi iizerindeki sonuglarinin daha fazla arastirilmasina
ihtiyag vardir.
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7. EKLER
Ek.1. Ornekleme yapilan yerlerin lokasyon bilgileri
. Orneklerin
Tice Lokasyon Kod Ad1 GPS Enlem | GPS Boylam Alindig1
Tarih
Hacialiler Aksu 1 36.9455720 30.8342080 19.05.2021
Hacialiler Aksu 2 36.936172 30.833738 19.05.2021
AKSU Giizelyurt Aksu 3 36.941187 30.827504 19.05.2021
Yurtpmar Aksu 4 36.998328 30.855648 24.05.2021
Yalnizdam Elmali 1 36.7718250 29.8184870 29.08.2021
Salur Elmali 2 36.769936 29.793723 29.08.2021
ELMALI Tavullar Elmali 3 36.666795 | 29.844057 | 29.08.2021
Sahilkent Finike 1 36.3367580 30.2065610 12.06.2021
Sahilkent Finike 2 36.3446220 30.2065390 12.06.2021
FINIKE Sahilkent Finike 3 36.338034 30.207054 12.06.2021
Turungova Finike 4 36.3351590 30.1414870 12.06.2021
Yenigol Kepez 1 36.96966 30.772350 2.06.2021
Altiayak Kepez 2 36.988151 30.744086 3.06.2021
KEPEZ Asagikaraman Kepez 3 36.907522 30.576514 10.06.2021
Asagikaraman Kepez 4 36.904294 30.586775 4.06.2022
. Civgalar Korkuteli 1 36.958343 29.798176 29.08.2021
KQESVTELL Kayabas Korkuteli 2 36.965454 29.810853 29.08.2021
Temel Egitim Kumluca 1 36.388148 30.294751 12.06.2021
Kargiyaka Kumluca 2 36.356755 30.286080 12.06.2021
KUMLUCA Kum Kumluca 3 36.337813 30.279382 12.06.2021
Kum Kumluca 4 36.3266500 30.2890950 12.06.2021
MURATPASA Topgular Merkez 1 36.887334 30.766879 21.05.2021
Kozagaci Serik 1 36.932595 30.954898 20.05.2021
Asagikocayatak Serik 2 36.9151050 30.9720880 20.05.2021
. Tongiisli Serik 3 37.0645980 30.9660590 20.05.2021
SERIK Tekke Serik 4 37.03134500 | 30.9614220 20.05.2021
Abdurrahmanlar Serik 5 36.9669270 30.9296090 20.05.2021
Uriindii Serik 6 36.9551620 31.0863010 4.06.2021
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