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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

ORTA AFRIKA ULKESI CAD’DA DOMATES GUVESI TUTA ABSOLUTA
(LEPIDOPTERA: GELECHIIiDAE) POPULASYONLARINDA
ENDOSIMBiIYONT BAKTERI TURLERININ BELIRLENMESI

Mahamat Nour Abdallah DIRGUI

Isparta Uygulamah Bilimler Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. Erhan KOCAK

Giiney Amerika orijinli olan domates giivesi Tuta absoluta (Meyrick, 1917)
(Lepidoptera: Gelechiidae), domateste zararli en 6nemli tiirlerden birisidir. Bu zararli,
domates sektoriiniin ¢ok 6nemli bir Sosyo-ekonomik ve beslenme rolii oynadigi Cad'da
ilk defa bu calisma ile belirlenmistir. Cad’daki surveylerde domates iireticileri ile
yapilan goriismelerde T. absoluta nedeniyle domates iiretiminde ¢ok biiylik ekonomik
kayiplarin olustugu ve kimyasal miicadelede de genellikle basarisiz olduklar
anlagilmistr.

Bu tez ¢aligmasi, istilact egzotik bir tiir olan T. absoluta’nin Cad popiilasyonlarinda
endosimbiyont bakterilerden Wolbachia, Rickettsia ve Spiroplasma’nin belirlenmesi
amactyla ylriitilmiistiir. Bu amagla yapilan surveylerde, T. absoluta larvalart Cad'in
sadece Am-timan ve Moundou boélgelerinden toplanabilmistir. Moundou
lokasyondan 10 larva Am-timan lokasyondan alti larva olmak {izere toplam 16
larvada endosimbiyotik bakteriler Wolbachia, Rickettsia ve Spiroplasma'nin varligi
ve bulunma oranlari PCR reaksiyonu ile belirlenmistir.

Toplam bulunma oran1 Wolbachia enfeksiyonu i¢in ortalama %87.5, Rickettsia
enfeksiyonu igin %100 ve Spiroplasma enfeksiyonu igin %93.75 oldugu
belirlenmistir. Sonug¢ olarak, Cad'da ilk kez belirlenmis olan T. absoluta’nin
simbiyontlar1 olarak Wolbachia, Rickettsia ve Spiroplasma tespit edilmistir. Simdiye
kadar yapilan caligsmalara bakildiginda Spiroplasma ve Rickettsia ¢alismamizda
yiiksek oranlarda belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Tuta absoluta, Wolbachia, Ricketsia, Spiroplasma, Afrika

2023, 37 sayfa



ABSTRACT
Master’s Thesis

DETERMINATION OF ENDOSYMBIONT BACTERIA SPECIES OF
Tuta absoluta (LEPIDOPTERA: GELECHIIDAE) POPULATIONS FROM
CENTRAL AFRICAN COUNTRY CHAD

Mahamat Nour Abdallah DIRGUI

Isparta University of Applied Sciences
The Institute of Graduate Education
Department of Agricultural Biotechnology

Supervisor: Prof. Dr. Erhan KOCAK

The South American tomato leaf miner Tuta absoluta (Meyrick, 1917) (Lepidoptera:
Gelechiidae) is one of the most harmful to tomato. The pest was determined within
this study first time in Chad, in which the tomato plays a very important socio-
economic and nutritional role. In the interviews made with tomato producers in the
surveys in Chad, it was understood that there were great economic losses in tomato
production due to T. absoluta and that they were generally unsuccessful in chemical
control.

The thesis study was carried out to determine the endosymbiont bacteria Wolbachia,
Rickettsia and Spiroplasma in the populations of T. absoluta in Chad. In the surveys
made for this purpose, T. absoluta larvae could only be collected from Am-timan and
Moundou regions of Chad. Presence and presence rates of endosymbiotic bacteria
Wolbachia, Rickettsia and Spiroplasma were determined by PCR reaction in a total of
16 larvae, 10 larvae from Moundou settlement and six larvae from Am-timan region

The mean incidence in each region was determined as 87.5% for Wolbachia infection,
100% for Rickettsia infection and 93.75% for Spiroplasma infection. As a result,
Wolbachia, Rickettsia and Spiroplasma have been detected in the records of T.
absoluta in Chad. Spiroplasma and Rickettsia progressed at a high rate in our study,
which have been little explored to date.

Key Words: Tuta absoluta, Wolbachia, Ricketsia, Spiroplasma, Africa

2023, 37 pages
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1. GIRIS

Domates (Solanum lycopersicum L.) (Solanales: Solanaceae) Giiney Amerika'nin And
Daglari'ma 6zgiudiir (Naika vd., 2005). Meksika'da kiraz domatesinden
evcillestirilmistir (S. lycopersicum var. cerasiforme) (Blanca vd., 2012) ve 1544'te
Avrupa'ya getirilmistir. Oradan Gliney Asya ve Dogu Afrika ve Orta Dogu'da ekimi
yayilmistir (Naika vd., 2005). 1753'te Linnaeus onu Solanum cinsine dahil etmistir ve
bir y1l sonra Miller onu tekrar Lycopersicon cinsine yerlestirilmistir (Ranc, 2010).
Modern molekiiler biyoloji tekniklerine dayanan mevcut taksonomi, domatesi

Solanum cinsine yerlestirmistir (Spooner vd., 1993).

Giliney Amerika'da tek veya cok yillik olarak yetistirilen otsu bir bitkidir. Bununla
birlikte, iki tiir biiylime vardir: belirli biiylime ve belirsiz biiylime (Naika vd., 2005).
Ik ¢iceklenme (4-12 ¢icek), bitki 7-14 bilesik yapraga sahip oldugunda veya ceside
bagli olarak 56-70 giinde gerceklesir. Meyve olgunlagmasi, tam cicek gelisiminden
sonraki 42 ila 56 giin arasindadir. 80-120 giinliik bir tiretim dongiisii ile (Spooner vd.,
1993), biiyiimenin baslangicinda dik bir aligkanlia sahiptir, daha sonra gdévde
gelistikge ve dallara bagli olarak degisken ortam gerektiren dallar gelismektedir.

Iyi su tutma kapasitesine sahip, havalandirmasi iyi, tuzsuz ve pH degeri 5.5 ile 6.8
arasinda olan mineralli topraklart tercih eder. Ayrica derin, 1yi drene edilmis tinh
topraklarda iyi yetigir (Naika vd., 2005). Mahsul, 30 ila 50 t.ha-1 organik madde ve
300 kg.ha-1 NPK (12-22-22 veya 14-23-14) igeren bazal pansuman gerektirir
(Rouamba vd., 2013). Optimal sicakliklar 21 ile 24°C arasinda ve 10°C'nin altinda ve
38°C'nin {izerinde bitki dokular1 zarar goriir (Naika vd., 2005).

Ortii alt1 iiretimin gelismesi sayesinde nispeten soguk bolgeler de dahil olmak iizere
diinyanin tiim iklim bdélgelerinde (5 030 545 ha, 180 766 329 ton, 2019'da 178 iilke)
domates tretilmektedir. En biiyiik iireticiler Cin (%34.8), Hindistan (%10.5), Tiirkiye
(%7.1), Amerika Birlesik Devletleri (%6.0) ve Misir (%3.8)’dir. Diinya iiretiminin
%62.1'1 bu besli tarafindan saglanmaktadir. Afrika tretimi (1 612 512 ha, 21 664 774
ton) diinya iiretiminin yalnizca %12'sini temsil etmektedir (FAOSTAT, 2021).



Cad, Orta Afrika'da bulunan bir iilkedir. Kuzeyde Libya, giineyde Kamerun ve Orta
Afrika Cumhuriyeti, atidan Niger ve Nigerya ve doguda sudan olmak {izere alt1 lilkeyle

sinir paylagsmaktadir.

Ulkenin yaklasik %4’ii ¢6l veya yari-¢ol bolgelerinden olusmaktadir. Sahra Colii'niin
giineyinde yer alan ve genellikle kurak iklim kosullarina sahiptir. Tarim, Cad'in
ekonomisi ve niifusunun biiylik bir boliimii i¢in 6nemli bir ekonomi kaynagidir.
Ciftcilik genellikle kiiciik 6lgekte aile isletmeleri tarafindan gerceklestirilmekte olup

temel gida maddelerinin liretimi {izerine yogunlagmistir.

(Cad'da domates en popliler sebzelerden biridir ve yetistiriciligi, Cad ekonomisine katki
saglamakta ve en onemlisi yerel pazarlarda temel bir gida kaynagi olarak 6nemli bir
rol oynamaktadir. Ozellikle sulama imkanlarina sahip bélgelerden Ndjamena, Am-
timan, Moundou ve Abeche’de bulunan goletler ve diger su rezervlerinin gevresinde

soguk iklim donemleri disinda tiretim gergeklestirilmektedir.

Domates tiretimi, yerel ciftciler icin istihdam ve gelir kaynagi olusturarak kirsal
kalkinmaya katkida bulunmaktadir. Ancak, Cad'da tarimsal iiretimde hala bir¢ok
zorluk bulunmaktadir, su kaynaklarinin yetersizligi, kuraklik, tarim arazilerinin sinirl
olmast ve teknolojik altyapinin yetersizligi gibi faktorler, domates tretimini de
olumsuz yonde etkilemektedir. T. absoluta gibi zararlilara karsi miicadele, tarim
uzmanlari, ciftciler ve ilgili kurumlar arasinda is birligi gerektiren bir siirectir. Bu
sekilde zararliy1 kontrol altina almak ve domates meyve iiretimini korumak miimkiin

olabilir (Muniappan, 2013).

[k olarak 1917'de Huancayo'dan (Peru) toplanan bdceklere Meyrick Phthorimaea
absoluta adimi vermistir. Bu cins daha sonra 1962'de Gnorimoschema, 1964'te
Scrobipalpula ve 1987'de Scrobipalpuloides olarak adlandirilmigtir. 1994'te Povolny
tarafindan Giliney Amerika domates yaprak giivesi olarak adlandirilmistir (Povolny,

1994; Biondi vd., 2018).

Gelechiidae familyasinda 4000'den fazla tiir mevcuttur ve Bunlardan Tecia solanivora
ve Phthorimaea operculella patateste, Keiferia lycopersicella ise domateste zararl

tirlerdir. Bu son iki zararli morfolojik olarak T. absoluta ile aynidir ve sitokrom
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oksidaz (COI) gen barkodlamasinin kullanilmasi veya erkek cinsel organindaki
kapak¢ik ve vinculum seklinin incelenmesi onlar1 ayirt etmeye yardimci olabilir
(Badaoui ve Berkani, 2011; Zhang vd., 2013; Crespo-Pérez vd., 2014; Son vd., 2017;
Biondi vd., 2018).

Povolny (1994)'ye gore, T. absoluta 'nin sistematik konumu asagidaki gibidir:
Alem: Hayvanlar

Sube: Arthropoda
Sinif: Insecta
Takim: Lepidoptera
Alt takim: Glossata
Ustfamilya: Gelechioidea
Familya: Gelechiidae
Altfamilya: Gelechiinae
Cins: Tuta

Tiir: Tuta absoluta Meyrick (1917)

Zararlhinin larvalari, 0lgun ve olgunlasmamis meyveler de dahil olmak iizere domatesin
vegetatif ve generatif organlarin1 yok ederek bitkinin tiim kisimlariyla beslenirler
(Desneux vd., 2010). Bu zararhmin ana konuk¢u bitkisi domates (Solanum
lycopersicum L.) olarak bilinmektedir, fakat ayn1 zamanda patates (S. tuberosum L.),
patlican (S. melongena L.), pepino (S. muricatum Aiton) ve it tiziimi (S. nigrum L.)

gibi diger bitkilerle de beslenirler (Cherif ve Verheggen, 2019).

Yiiksek cogalma kapasitesi (yilda 10 - 12 nesil, 260 yumurta/disi) (Fernandez ve
Montagne, 1990; Uchoa-Fernandes vd., 1995; Germain vd., 2009) ve ozellikle
insektisit direnci gz Oniine alindiginda (Guedes vd., 2019; Sawadogo vd., 2020),
uygun zamanda ve dozda kullanildiklarinda bile basar1 diisiik olabilmekte ve iiretim
maliyetlerinde 6nemli bir artig ortaya ¢ikmaktadir (Germain vd., 2009; Desneux vd.,
2010; Badaoui ve Berkani, 2011).



Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), Giiney Amerika kokenli bir
bocek tiiriidiir. Ik olarak 1935'te Sili'de, 1964'te Arjantin'de, 1980'de Bolivya ve
Brezilya'da tespit edilmistir (Siqueira vd., 2001). Latin Amerika'da 50 yildan fazla var
olduktan sonra ilk kez 2006 yilinda Ispanya'da goriilmiistiir (Urbaneja vd., 2007). O
zamandan beri doguya ve giineye hizla yayillmig ve Afrika, Asya, Karayipler ve son
olarak Amerika hari¢ Cin'e ulastig1 i¢in neredeyse kiiresel bir zararli haline gelmistir
(Biondi vd., 2018; Mansour vd., 2018; Santana vd., 2019; Verheggen ve Fontus, 2019;
Zhang vd., 2020). Zararli, 2008 yilinda Fas, Cezayir ve Fransa'da rapor edilmistir
(Desneux vd., 2010). Bat1 Afrika'da ise 2010 yilinda saptanmistir (USDA-APHIS,
2011). Zararh, 54 Afrika tlkesinden 41'ini isgal etmistir (Rwomushana vd., 2019)
(Sekil 1.4).

. Bulundugu Ulkeler
Bulunmadigi tlkeler

Sekil 1.4. Tuta absoluta'nin Afrika tilkelerindeki dagilimi



Tuta absoluta'nin yiiksek biyotik potansiyeli, ¢esitli iklim kosullarina uyum saglama
yetenegi ve hizli tiim afrika iilkelerine istila etmektedir. Bu bocek, domates tarlalarinda
bliyiik zararlara neden oldugu i¢in ciddi bir zararli olarak kabul edilmistir. Zararlinin
yayilimi zaman i¢inde durmamis ve uluslararasi diizeyde de goriilmiistiir. Bu zararl,
hizl1 iireme potansiyeline ve yiiksek hareket kabiliyetine sahiptir, bu da yayilmasin
kolaylagtirmistir. Ayrica, tarim tiriinlerinde genis bir bitki yelpazesine zarar verebilme
yetenegi, ¢esitli bolgelerde ekonomik kayiplara neden olmustur. T. absoluta nin
kontrol altina alinmasi, uluslararasi igbirligi ve bilgi paylasimi gerektiren bir konudur.
Bu sekilde, zararli bocekle miicadelede basarili sonuglar elde edilebilir ve domates
tiretiminde olusabilecek zararlar azaltilabilir (Germain vd., 2009; Desneux vd., 2010).
Bu nedenle, bu istilact zararliya yalnizca dnemli zarar vermemesini saglamak i¢in
degil, ayn1 zamanda sebze yetistiricilerinin gecim kaynaklarini garanti edebilecek
cevre dostu yonetim stratejileri aramak i¢in de 6zel dikkat gosterilmelidir. Bu nedenle,
biyolojisi, ekolojisi, gelismesi ve yayilmasi i¢in olumlu ve olumsuz faktorler ve bu
zararliya kars1 etkili ve siirdiiriilebilir entegre miicadele stratejileri ile ilgili calismalar

yapilmalidir. Bunlardan birisi de endosimbiyont bakteriler olabilir.

Alfaproteobakterilerin en temsili cinsi konukgu boceklerde tireme fenotipleri ile iligkili
olan Wolbachia ve Rickettsia'dir (Jeyaprakash ve Hoy, 2000; Engelstadter ve Hurst,
2009). Ayrica diger taksonomik siniflar, Bacteroidetes'ten Sphingobacateria
Cardinium (Zchori-Fein ve Perlman, 2004) ve Spiroplasma (Mollicutes sinift) (Duron
ve Hurst, 2013) gibi sitoplazmik uyumsuzlugu tesvik eden tireme endosimbiyontlarini
icermektedirler. Bu mikroorganizmalardan Wolbachia, en yaygin endosimbiyozdur ve
eklembacaklilarin yarisindan fazlasini enfekte ettigi diisiiniilmektedir (Weinert vd.,
2015). Sitoplazmik uyumsuzluk zararli boceklerle miicadelede kullanilabilecek
uygulamalardan birisidir  (Bourtzis, 2008). Calismamizda yer verdigimiz
endosimbiyontlar (Wolbachia, Rickettsia ve Spiroplasma) ebeveynlerden yeni
nesillere aktarilmaktadir. Bu sayede simbiyontlar, konukgu bdcegin cinsiyet tayinini
manipiile etmekte, iireme siirecini yonetmekte ve kendi devamliliklarini
saglamaktadirlar (Zhou vd., 1998; Stouthamer vd., 1999; Werren vd., 2008).
Wolbachia'nin Avrupa'ya girmesi ve Kuzey Afrika'ya yayilmasi sonucunda Belgika ve
Tunus’ta domates giivesi popiilasyonlarinda partenogenez bildirilmistir (Caparros-
Megido, 2013; Abbes ve Chermiti, 2014).



Tuta absoluta (Skaljac vd., 2012; Carvalho vd., 2018; Erasmus vd., 2022; Cagnotti
vd., 2023; Kavak ve Kogak, 2023) dahil olmak iizere, Lepidoptera tiirlerinin yaklagik
%80'inin Wolbachia ile enfekte oldugu tahmin ediliyor (Ahmed vd., 2016; Paniagua
Voirol vd., 2018). Calismamiz kapsaminda olan diger endosimbiyontlar Spiroplasma
ve Rickettsia, Skaljac vd. (2012) ve Merkhou vd. (2021) tarafindan T. absoluta’da
belirlenmemigsken, ilk defa Kavak ve Kogak (2023) tarafindan belirlenmistir.

Tarimsal miicadelede gelecege yonelik olarak cesitli stratejilerin arastirilmasi ve
gelistirilmesi, T. absoluta ve diger zararli boceklerin kontroliinii saglamak igin
onemlidir. Bu sekilde tarimsal iiretimde ekonomik kayiplarin azaltilmas: ve gida
giivenliginin saglanmasi hedeflenmektedir. Tuta absoluta’nin Afrika'da yayilmasiyla
miicadele etmek i¢in gesitli stratejiler {izerinde ¢aligilmaktadir. Wolbachia nedeniyle
parthenogenetik iireme gosteren bireylerin iireme kapasiteleri oldukca diisiik
olmaktadir, Afrika iilkelerinden giiney Afrika’daki parthenogenesis ¢aligma sonucu
baktigimizda, ciftlesmemis disilerin yumurtladigt yumurtalarin  higbiri canli
kalmamasi bu zararliligin yok etmek i¢in en umut verici yoludur (Erasmus vd., 2022).
Wolbachia gibi endosibiyontlarin kullanimi, bu zararli bocekle miicadelede gelecekte
potansiyel bir yaklasim olabilir. Wolbachia, bocek popiilasyonlari tizerinde etkili olan
bir bakteridir ve boceklerin iireme kapasitelerini etkileyerek popiilasyonlarini kontrol
altina almay saglayabilir Shokal vd. (2016), tiim bocek tiirlerinin sirasiyla %20 ve
%70'inde bulunan Spiroplasma ve Wolbachia'nin konaklarini patojenik ve patojenik
olmayan bakterilerden korudugunu, Chen vd. (2012), ise Wolbachia'nin bozulmasi
durumunda bocek gelisimininin olumsuz etkilenebilecegine dikkat ¢cekmektedirler.
Giiniimiize kadar T. absoluta’da endosimbiyontlarin varligi konusunda yapilan
calismalarda Wolbachia’nin Hirvatistan’da %100, Karadag’da %95, Brezilya
popiilasyonlarinda %100, Giiney Afrika’da %95, tiirkiye, iran ve bat1 azerbecan’da
yapilan g¢alismada %100 ve Arjantin T. absoluta popiilasyonlarinda 3-55% ile
iilkelerde belirlendigi (Skaljac vd., 2012; Carvalho vd., 2018; Mehrkhou vd., 2021;
Erasmus vd., 2022; Cagnotti vd., 2023), Wolbachia, Rickettsia ve Spiroplasma’nin
ise sadece Tiirkiye’de (Kavak ve Kocak, 2023) belirlendigi goriilmektedir.

Bu caligmada gelecekte alternatif miicadeleye temel olusturacag: disiiniilerek T.
absoluta’nin Cad popiilasyonlarinda endosimbiyontlardan Wolbachia, Rickettsia ve

Spiroplasma varligi arastirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Tuta absoluta diploid bir giivedir (2n = 58 kromozom), erkek cinsiyet kromozomlari
cifti ZZ ve disilerinki WZ'dir (Paladino vd., 2016). Erginleri 7 mm boyutlarinda, kanat
acikligi 10-11 mm ve 6n kanatlar1 4.5-4.7 mm olan giivelerdir. Kantlar1 baz1 siyah
noktalarla birlikte kil grisi renktedir. Halkali antenler viicutlarinin 5/6's1
uzunlugundadir. Tiiriin kesin olarak tanimlanmasinda, aedeagus 6nemlidir (Germain
vd., 2009). Disiler erkeklerden daha iri olup 10-15 giin, erkekler ise 6-7 giin yasarlar
(Estay, 2000; Koudjil vd., 2015). Ureme icin iletisim disi cinsiyet feromonlarma
dayanmakta olup ciftlesme birkag dakikadan alt1 saate kadar siirmekte (Lee vd., 2014)
ve 260 kadar yumurta birakabilmektedirler (Silva, 2008). Yumurtalar kiigiik, 0.36 mm
uzunlugunda ve 0.22 mm genisliginde, silindir seklinde ve kremden sarimsi renge
kadar degiskenlik gostermektedir. Tek tek veya besli gruplar halinde, tercihen bitkinin
ist kisitmlarinda geng yapraklarin alt tarafina veya govdelere, canak yapraklara ve daha
az Olglide meyvelere birakilirlar (Cocco vd., 2015; Biondi vd., 2018). Yumurta
inkiibasyonu ortam sicakligina bagli olarak 4-5 giin siirmektedir (Cuthbertson vd.,
2013). Larvalar baslangigta krem rengindedirler (1. donem), sonra yesilimsi ve agik
pembeye donerler (2.-4. donem). Bas kapsiiliiniin genisligi 0.12-0.6 mm, uzunlugu ise
0.42-7.25 mm arasinda degigmekte olup, L4 larvasinin boyutu L1 larvasindan 10 kat
daha biytktir (Grissa-Lebdi vd., 2011). Larvalar yapragin mezofilini kazarak
beslenirler (Estay, 2000). Zamanla galeriler nekrotik hale gelir ve kahverengiye doner
(Torres-vilavd., 2002). Bu, bitkinin fotosentetik kapasitesini 6nemli 6l¢iide azaltabilir.
Govde, genellikle bitkinin gelisimine zarar veren yapragin veya pedinkiiliin
yerlestirilmesinde saldirtya ugrar. Larva, ayrica meyvede galeriler agarak meyveyi
ikincil patojenlerin saldirisina agik hale getirmektedir. Sonug olarak meyvelerin ticari
degeri diismektedir (Grissa-Lebdi vd., 2011). Herhangi bir miicadele o6nlemi
alinmadig1 takdirde %100’e varan oranda zarar olusturabilirler (Desneux vd., 2010;
Han vd., 2019b). Larva donemi sicakliga bagli olarak 13-15 giin siirer (Desneux vd.,
2010; Tropea Garzia vd., 2012).

Olgun larvalar genellikle ipeksi bir iplik kullanarak yere diiserler ve burada ince, ipeksi
bir koza olustururlar ve sonra bunun igerisinde pupa haline gelirler. Ancak bazi olgun
larvalar galerilerin ig¢inde pupaya doniiserek gelisim dongilerini tamamlarlar

(Desneux vd., 2010; Grissa-Lebdi vd., 2011).
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Rickettsiae organizmalari daha Once kiiglik boyutlari, koti Gram boyamasi ve
Okaryotik hiicrelerin sitoplazmasinda hayatta kalmalari nedeniyle viriisler olarak
degerlendirilmislerdir. Ancak Gram-negatif basillere yapisal olarak benzer olmalari,
DNA, RNA, enzimler, ribozomlar igermeleri ve antibiyotikler tarafindan inhibe
edilmeleri nedeniyle bakteri sinifina aittirler. Calisma araliginda incelenen bakteriler
(Wolbachia, Rickettsia ve Spiroplasma) bu grup igerisinde yer almakta olup sekonder
simbiyotik 6zellikler gostermektedirler (Stouthamer vd., 1999; Fukatsu vd., 2001).

Bocekler ve mikroorganizmalar arasindaki simbiyotik iliskilerde endosimbiyontlar
konukgularinin biyolojisini ve ekolojisini etkileme potansiyeline sahiptirler.
Endosimbiyontlar, simbiyotik birlikteliklerin bigimine bagli olarak besinsel faydalar,
konukgu bitki tercihi, iireme degisikligi ve ¢evresel kosullara adaptasyonun yani sira
insektisit direnci saglamada yer alabilirler (Kontsedalov vd., 2008). Wolbachia ve
Rickettsia, yaygin istege bagli ortakyasam bocekleridir (Anderson ve Karr, 2001).
Bu iki simbiyont, yalnizca bocek partenogenezinde degil, ayn1 zamanda insektisit
direncinde de rol oynamaktadir (Kontsedalov vd., 2008; Li vd., 2018). Simbiyoz
aracili insektisit direnci ve duyarliligi, bocek tiirleri, ortakyasam tiirleri ve bilesikler

arasinda degisiklik gosterir (Liu ve Guo, 2019).

Boceklerin mikrobiyal faunasinin saptanmasi, bu mikroorganizmalarin konukgularina
yol actigt  sorunlarin  aydinlatilmasi1  agisindan  Onemlidir.  Bakteriyel
mikroorganizmalar ve konukgular1 arasindaki etkilesimler, konukgunun uygunlugu,
ekolojisi ve evrimsel biyolojisi agisindan Onemlidir (Gurung vd., 2019).
Eklembacaklilar1 enfekte eden endosimbiyontlarin gesitliligi (Wolbachia, Rickettsia,
Spiroplasma, Arsenophonus, Flavobacterium, Cardinium ve Microsporidia) fazla
olmasma ragmen, Wolbachia'ya daha fazla odaklanmilmistir. Wolbachia, bir¢cok
tarimsal zararhidaki varlig1 ve konukgularindaki ireme manipiilasyonlarinin gesitliligi

nedeniyle kapsamli bir sekilde incelenmistir.

2.1. Wolbachia

Wolbachia, esas olarak bocekler gibi eklembacakli tiirlerini ve bazi nematodlari
enfekte eden bir hiicre i¢i bakteri tiiriidiir. Bu bakteriler son derece yaygindir ve bocek
tiirlerinin yaklasik %60°1 Wolbachia ile bulasiktir. Ilging bir sekilde, Wolbachia
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bakterilerinin, iiremelerini manipiile etmek, onlar1 diger enfeksiyonlardan korumak ve
hatta davraniglarini etkilemek de dahil olmak iizere konukgular iizerinde bir dizi
etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Ornegin, Wolbachia, enfekte erkeklerin enfekte
olmayan disilerle c¢iftlesme basarisinda azalmaya yol acabilen sitoplazmik
uyumsuzlugu indiikleyebilir ve bdylece bir popiilasyondaki enfekte disilerin oranini
artirabilir. Wolbachia, sivrisineklerde dang hummasi1 ve Zika viriisleri gibi diger
patojenlerin ¢ogalmasini da engelleyebilir ve bu hastaliklarin yayilmasini kontrol
etmek i¢in bir strateji olarak kullanilabilir. Genetik bilgilere dayanarak, Wolbachia 16
stiper gruba ayrilmigtir (Werren vd., 2008; Glowska vd., 2015; Mateos vd., 2020) A
ve B stiper gruplari ile sadece eklem bacaklilar1 enfekte eder (Baldo vd., 2006; Werren
vd., 2008). T. absoluta dahil (Skaljac vd., 2012; Carvalho vd., 2018; Erasmus vd.,
2022), lepidoptera tiirlerinin yaklasik %80'inin Wolbachia ile enfekte oldugu tahmin
edilmektedir (Ahmed vd., 2016; Paniagua Voirol vd., 2018). Endosimbiyontlar
(Wolbachia, Rickettsia, Cardinium ve Spiroplasma) maternal olarak doéllere
aktarilmaktadir. Bu sayede simbiyontlar, kendi aktarimlarini gelistirmek icin
konukc¢uda cinsiyet belirleme siirecini, liremesini ve gelisimini manipiile ederek kalici
olmaktadirlar (Zhou vd., 1998; Stouthamer vd., 1999; Werren vd., 2008).
Konukgularinda sitoplazmik uyumsuzluk, disilestirme, erkek o©ldirme ve
partenogenetik liremeye neden olurlar (Werren, 1997; Stouthamer vd., 1999).
Sitoplazmik uyumsuzluk agisindan Wolbachia, enfekte erkeklerle ¢iftlesen enfekte
olmayan disilerin yavrularinda embriyonik 6liime neden olur. Ayrica potansiyel
erkekleri digelere doniistiirebilir (Bailly-Bechet vd., 2017). Cinsiyet orani1 bozulmast,
Wolbachia'nin konukgu boceklerde iireme hiicrelerini etkileyerek erkek veya disi
bireylerin oranin1 degistirmesi anlamina gelir. Bu durum, bazi Wolbachia tiirlerinin
erkekleri oOldiirerek veya tiireme yeteneklerini azaltarak disi bireylerin sayisim
artirmasiyla gerceklesebilir (Jiggins vd., 2000a; Dyson ve Hurst, 2004). Wolbachia,
konukg¢ulariin mtDNA varyasyonunu etkilemede de énemli bir rol oynar (Hurst ve
Jiggins, 2005; Moran vd., 2008), ayrica besin sentezine de yardimci olmaktadirlar
(Moriyama vd., 2015).

Wolbachia'nmin tiirlesmeyi tesvik etme etkisi de dikkate alinmaktadir. Wolbachia,
hibridizasyon yoluyla yeni bir tiire girdiginde, ¢ift yonlii sitoplazmik yetersizlik adi
verilen bir durum ortaya ¢ikabilir. Bu durum, iki farkli uyumsuz Wolbachia irkinin

melezlerin embriyonik 6liimiine neden olmasiyla tireme izolasyonu saglayarak
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tirlesmeyi tesvik eder (Bordenstein vd., 2001). Ancak, belirli tiirler ve Wolbachia
suglar1 arasindaki etkilesimlerin karmagikligi g6z oniine alindiginda, Wolbachia'nin
tiim Lepidoptera tiirlerinde ayni etkileri gostermeyecegi unutulmamalidir. Bu konuda
daha fazla arastirma ve c¢alisma yapilmasi gerekmektedir. Wolbachia, cinsiyet
hiicrelerini bozmadaki roliiyle yaygin olarak sevmene ragmen, farkli etkiler sergiliyor.
Wolbachia ile enfekte olan tiirler, artan konukgu 6mrii ve dogurganlik gosterir. Artisin
riboflavin saglanmasi yoluyla meydana geldigi degerlendirilmistir (Moriyama vd.,
2015).

2.2. Rickettsia

Rickettsial bakteriler, Okaryotlarin hiicre i¢i simbiyontlaridir. Bu cins, o-
Proteobacteria subesinde Rickettsiaceae'ye aittir (Williams vd., 2007). Ayrica diger
taksonomik siniflar, iireme endosimbiyontlarini igerir, 6rnegin sphingobacateria
Cardinium sp. Bacteroidetes grubu (Zchori-Fein ve Perlman, 2004) ve Spiroplasma
Mollicutes sinifi (Duron ve Hurst, 2013). Eklembacaklilarda Rickettsiae ¢esitliligini
ve yeni suslarini ortaya ¢ikarmak igin yapilan taramada Rickettsia'nin Lepidoptera'da
yaygin olmadigi goriilmiis ve incelenen 32 tiirden sadece bir tiirde varligi
belirlenmistir (Cho vd., 2007). Karasal eklembacakl: tiirlerinin %13"iniin Rickettsia
ile enfekte oldugu tahmin edilmektedir (Weinert vd., 2015).

2.3. Spiroplasma

Spiroplasma, hiicre duvarlar1 olmayan sarmal veya sarmal hiicrelerden olusur. Spiral
sekilli, hareketli, Gram pozitif bir bakteridir. Hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 olarak
cesitli bocek tiirleri ile etkilesime girer. Boceklerde spiroplazma disiden yavruya dikey
gecis yapmaktadir. Spiroplasma’nin yapisini inceleyen arastirmacilar, onun sadece
uzun sarmal bir yapiya sahip olmadigini, ayn1 zamanda Y seklinde bir yapiya sahip
oldugunu ve boceklerde bulundugunu belirlemislerdir (Ramond vd., 2016).
Arastirmacilar, Drosophila melanogaster ile Spiroplasma arasindaki ikili iligkiyi
incelemeleri sonucunda, Spiroplasma'nin bdcekte cinsiyet genlerini etkileyerek
poplilasyonda sadece disi bireylere neden oldugunu (feminizasyon) belirlemislerdir

(Martin vd., 2013). Baska bir ¢aligmada, tiim bocek tiirlerinin %20'sinde bulunan
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Spiroplasma'nin, konukg¢sunu patojenik ve patojenik olmayan bakterilerin neden

oldugu enfeksiyondan korudugu belirlenmistir (Shokal vd., 2016).

2.4. Lepidoptera'daki Bakteriyel Simbiyont Cesitliligi

Lepidoptera, diinyadaki en yikici ikinci tarim zararlisidir (Sree ve Varma, 2015).
Lepidopteran biyolojisinde temel bir rol oynayan bakteriyel simbiyozun kanit1 azdir.
Lepidoptera'nin bagirsak mikrobiyomun islevsel rolii, tirtillarin diger boceklere
kiyasla ¢ok az yerlesik bakteri barindirdigini veya hig bakteri barindirmadigini bildiren
yakin tarihli bir calisma ile sorgulanmistir (Hammer vd., 2017). Taninan 157 424
Lepidoptera tiiriiniin <%0.1 bakteriyel ortaklar i¢in taranmis ve Lepidoptera‘daki
bakteriler hakkinda siurli bilgi ortaya ¢ikmustir. Lepidoptera, ekonomik ve ekolojik
oneme sahip kelebekleri ve giiveleri igeren oldukca ¢esitli ve etkili bir tiirdiir.
Lepidopteran biyolojisinin birgok yonii iyi ¢alisilmis olsa da, bu gruptaki konukguyla
ilgili zararhilarin yayginhigi daha yakin zamanlarda incelenmistir. Genetik
endosimbiyoz kapsamli bir sekilde incelenmistir (Bandi vd., 2001; Moran,
McCutcheon ve Nakabachi, 2008; Duron ve Hurst, 2013).

Bu caligmalarin ¢ogu, Wolbachia ve Spiroplasma gibi eklembacaklilarda yaygin
oldugu bilinen spesifik endosimbiyontlara odaklanilmigtir. Bazi ¢alismalar larvalara
odaklanirken, digerleri konak ozellikleri iizerindeki potansiyel etkileri ele almistir
(Mitter vd., 2017). Lepidopteran larvalarinin beslenme eksiklikleri, konukg¢u bitki
degisiklikleri ve dogal diisman saldiris1 gibi zorluklarla basa ¢ikmalarina yardim
etmede ortak yasamlarin roliinii anlamak esastir. Lepidoptera tiirlerinin tahminen
%80'i Wolbachia ile enfektedir (Ahmed vd., 2015). Yakimn tarihli bir ¢alismada,
Lepidoptera takiminda toplam 90 farkli sus igeren ¢ok sayida Wolbachia susu
tanimlanmistir (Ahmed vd., 2016). Lepidoptera'da ortalama enfeksiyon oraninin
(popiilasyon yayginligl) yaklasik %27 oldugu bildirilmistir (Ahmed vd., 2015).
Lepidoptera tiirleri ve ilgili Wolbachia suslarinin genel filogenetik analizi sirasinda,
Wolbachia suslarin1 iceren Lepidoptera takiminin konukgu taksonunun uzaktan
eslesme olmasi nedeniyle uyumsuzlugun meydana geldigi goriilmiistiir (Ahmed vd.,
2016). Gozlemlenen bulgu, ayni tiiriin bireyleri arasinda degil, farkli Lepidoptera
gruplar1 ve diger bocek takimlart arasindadir (Jiggins vd., 1998; Jiggins vd., 2000a;
Dyson ve Hurst, 2004; Charlat vd., 2007). Danaus chrysippus'ta, hiicre i¢i bakteri
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Spiroplasma tarafindan cinsiyet oraninin bozulmasma bagli olarak erkek o&liimi
gozlemlenmistir (Jiggins vd., 2000b). Bakteriyolojik bir bakis agisindan, cinsiyet
oranindaki diisiis, bocek popiilasyonlarinda hizli yayilmayr kolaylastirmistir. Ciinkii
Wolbachia ile enfekte olmus disiler, hastaligi enfekte olmayan disi hastalara gore daha

fazla sayida yaymaktadirlar (Jiggins vd., 2000a).

Disilerin %95'inin Wolbachia ile enfekte oldugu A. encedana giive popiilasyonlarinda
tireme basarili olmustur (Jiggins vd., 2000a). Wolbachia, konuk¢u davranisini ve
patojenik boceklere karsi bagisikligi etkilenmektedir (Zug ve Hammerstein, 2015).
Ayrica bitki fizyolojisini lepidopteran konukgu lehine manipiile etmektedir (Kaiser
vd., 2010). Domates giivesi Phyllonorycter blancardella’nin beslenmesi esnasinda,
elma yapragi dokusundaki sitokininlerin endosimbiyont tarafindan manipiilasyonuyla,
bitki besin maddelerinin hareketliligi tesvik edilerek tirtillarin beslendigi alanlarda

yapragin kartlasma siireci yavaslatilmistir (Body vd., 2013).

Wolbachia ¢ogunlukla bilinen bakteri olmasina ragmen, Spiroplasma disiik
seviyelerde bulunurken, Rickettsia da Lepidoptera'da yalnizca iki tiirde saptanmistir
(Russel vd., 2012; Weinert vd., 2015; Kavak ve Kogak, 2023).

2.5. Tuta absoluta’da Endosimbiyontlar

Tuta absoluta 6rnekleri Hirvatistan ve Karadag'daki domates seralarindan toplanip,
gene-o6zgili primerler (16S veya 23S rDNA) kullanilarak bakteriyel simbiyontlardan
Rickettsia, Hamiltonia, Arsenophonus, Wolbachia, Cardinium ve Fritschea'nin varligi
test edilmistir. Hirvatistan popiilasyonundaki tiim larvalar Wolbachia enfeksiyonu
gosterirken, Karadag popiilasyonundaki bireylerin %95'1 enfekteli bulunmustur.
Degerlendirilen tiim T. absoluta popiilasyonlari, %70-100 oranlarinda Wolbachia
enfeksiyonu sergilemistir. Ancak Hirvatistan popiilasyonlarinda  Rickettsia
Hamiltonella, Arsenophonus, Cardinium ve Fritshea tespit edilmemistir (Skaljac vd.,
2012).

Brezilya'daki farkli domates iiretim alanlarindaki T. absoluta popiilasyonlarinin

%100'niin Wolbachia ile enfekte oldugu ancak tespit edilen Wolbachia'nin Brezilya
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poplilasyonlarinda partenogeneze neden olduguna dair bir kanit elde edilememistir.

(Carvalho vd., 2018).

Giliney Afrika poplilasyonunda yapilan bir calismada da benzer sonuclar elde
edilmistir. Gliney Afrika T. absoluta popiilasyonlarinda Wolbachia enfeksiyon orani
yiiksektir (> %95). Bu ¢alismada tanimlanan Wolbachia irki1 ST41, tiim Brezilya T.
absoluta popiilasyonlarindan da rapor edilmistir. Bu calismada Parthenogenesis
calismasi bu sekilde sonug elde edilmistir, ¢iftlesen disilerin dogurganlik oran1 %94.64
olurken, ¢iftlesmemis disilerin yumurtladigi yumurtalarin higbiri canli kalmamaktadir
o halde partenogenesis tespit edilmemistir (Erasmus vd., 2022).

Tirkiye'de yapilan bir g¢alismada, T. absoluta’nin popiilasyonlardaki genetik
cesitliligini ve farklilasmasimi arastirmak icin 2019-2020 yillar1 arasinda iran (Bati
Azerbaycan) ve Tiirkiye'de (Van, Mugla, Izmir) 15 farkli bélgeden domates giiveleri
toplanmistir. Wolbachia enfeksiyonunun varligi ve prevalansi, yaklasitk 600 bp
uzunlugunda bir amplikon tireten T. absoluta wsp geni kullanilarak belirlenmistir.
Popiilasyonlarda Wolbachia %100 oraninda bulasma goéstermisken Arsenophonus,
Cardinium, Hamiltonella ve Spiroplasma enfeksiyonlarina rastlanmamigtir
(Mehrkhou vd., 2021).

Arjantin’de T. absoluta'nin larvalari, La Plata ve Mar del Plata, Bella Vista ve Yuto
bolgelerinden ticari domates tarlalarindan toplanmistir. T. absoluta’nin iireme
endosimbiyontlarmin  (Wolbachia, Spiroplasma, Arsenophonus, Cardinium ve
Rickettsia) varligi agisindan standart PCR ile degerlendirilmistir, Standart PCR ile
amplifikasyon ve 16S rRNA geninin (600 bp) bir i¢ bdlgesinin sekanslanmasindan
elde edilen sonug Arjantin‘den T. absoluta'da Wolbachia varligini dogrulanmistir. Test
edilen diger iireme simbiyontlar1 (Spiroplasma ve Ricketsia) i¢in pozitif sonug elde
edilmemistir. Wolbachia endosymbiont, Arjantin domates giivesi popiilasyonlarinda
3-55% frekans araliginda pozitif olarak tespit edilmis, Plata bolgeside 27 6rnekten 15
Wolbachia pozitifle en yiiksek siklik gozlenmistir %55.6, ardindan Bella Vista’da 33
ornekten 15 pozitif tespit edilmistir %45.4 en son Yuto bolgesinden 30 6rnek larvadan
iki pozitfle en diisiik %6.7 olarak tespit edilmistir (Cagnotti vd., 2023).
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Kavak ve Kogak (2023) tarafindan Bati Akdeniz Bolgesinde Antalya, Isparta, Mugla
ve Burdur illerinden 11 lokasyondan T. absoluta larvalarinda endosimbiyont
bakterilerden Wolbachia, Rickettsia ve Spiroplasma taranmistir. Wolbachia, Ricketsia
ve Spiroplasma bulunma oranlar1 sirasiyla %76.3, %78.1 ve %90.9 olarak
belirlenmistir. Rickettsia ve Spiroplasma’nin T. absoluta i¢in diinyada ilk kayit oldugu
tespit edilmistir. Wolbachia’nin, denize yakin iller olan Antalya ve Mugla illerinde

Isparta ve Burdur illerine gore daha yiiksek enfeksiyon oldugu vurgulanmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bocek Orneklerinin Toplanmasi

Domates giivesi larvalart Cad’da 2023 yili Subat - Mart aylarinda Moudou ve Am-
timan bolgelerindeki (Sekil 3.1) domates tarlalarindan toplandiktan sonra (Sekil 3.2)

icerisinde %96 etanol bulunan ependorf tiiplere alinarak muhafaza edilmislerdir.

Toplanacak domates giivesi hedef sayisindan az toplanmis olmasi nedenleri, CAD’da
domates tiretim kapasitesi diigiik olmasi, eski yontem insan el giiciiyle {iretimi devam
ettirilmesi, CAD’in yarisindan fazlasi ¢ol bolge olmasi ve diger bolgelerin saha
gezimizde domates giivesi olmadigini tespit ettik, sadece Moundou ve Am-timan

bolgesinden bulunmustur ve laboratuvar ¢alismamizda 6rnek kayiplarimiz olmustur.
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Sekil 3.1. Cad’da Tuta absoluta popiilasyonlarinin toplandig1 lokasyonlar
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Sekll 3.2. Domates giivesi (Tuta absoluta) larvasi ve zarar1
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3.2. Laboratuvar Cahismalari

3.2.1. Dna ekstraksiyonu

A) Alkolden alinan larvalar 5 ml ticari renksiz deterjan ve 1 gr tuz ve 5 ml saf su igeren
karigimin igerisinde 56°C’de 30 dakika su banyosu inkiibasyonuna tabi tutulmustur.
B) Karisimin igerisinden ¢ikarilan o6rnekler once safsu ile yikanmis ve ardindan
kurutma kagidinda kurutulmustur.

C) Ornekler 1.5 mI’lik steril mikrosantrifiij tiipiine koyulacak ve yine steril olan ezme

aparatlari ile ezilmistir.

Ezilen ornekler ticari kit protokoliine gore;

1) Igerisine 180 pl Digestion Solution eklenmistir. Pesinden 25 pl Proteinaz K eklenip
hemen vortekslenmistir.

2) Daha sonra 60 dakika 56°C’de su banyosu inkiibasyonuna tabi tutulmustur. Takiben
20 uL RNase A Solution eklenerek 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

3) Ardindan 200 pL Lysis Solution eklenerek karisimin homojenlesmesi igin 15 saniye
vortekslenmistir.

4) Daha sonra 400 pL %50’lik ethanol eklenerek vortekslenmistir.

5) Hazirlanan karisim mikropipet yardimiyla alinarak altinda 2 m1’lik toplama tiipiinde
bulunan saflastirma kolonuna (steril) aktarilmistir.

6) Icerisine daha dnceden %96 ethanol eklenmis 500 uL Wash Buffer 1eklenerek
8000g’de 1 dakika santrifiij edilip saflastirma kolonuna alinarak toplama tiipiindeki
lizat atilmistir.

7) Igerisine 500 uL. Wash Buffer 2 (daha 6nceden %96 ethanol eklenmis) ilave edilerek
12 000g’de ii¢ dakika santrifiij edilmis ve saflastirma kolonu alinarak toplama
tiiptindeki lizat atilmigtir.

8) Saflastirma kolonu tekrar toplama tiipiine yerlestirilmis ve hi¢bir buffer eklenmeden
12 000g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

9) Ardindan toplama tiipii atilmis ve saflastirma kolonu steril olan 1.5 ml’lik
mikrosantrifiij tipline yerlestirilmistir. Saflagtirma kolonunun filtresine yavasca 50 pL
Elution Buffer eklenerek oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmistir.

10) inkiibasyonun ardindan 8000g’de 2 dakika santrifiij edilmistir.
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11) Mikrosantrifiij tiipinde artik saf DNA bulunmaktadir. Kisa siireli muhafaza igin
+4°C’de veya uzun siireli muhafaza iginse -20°C’de muhafaza edilmistir.

DNA’nin Kalitesi i¢in A (260/280) degerine bakilmaktadir. Saf bir DNA’da A
(260/280) oran1 1.80 ile 2.00 arasinda olmalidir. Ciinkii 1.8’in altinda elde edilen A
(260/280) degeri protein kontaminasyonunu, 2’nin iizerinde elde edilen A (260/280)
degeri de RNA kontaminasyonunu isaret etmektedir. Ekstraksiyondan sonra elde
edilen DNA’lar kalite ve miktar analizine (Nanodrop) tabii tutulmus olup 1.7-1.9
degerleri belirlenmistir. Bu degerlerin ana sebebi s6z konusu bocek tiiriiniin oldukga

kiictik bir yapida olmasidir.

Calismada Moundou bolgesinden 10 larva Am-timan bolgesinden alti larva olmak

tizere her bir larvanin DNA izolasyonu yapilmstir.

3.2.2. Kademeli sicaklik diisiirme PCR (Touchdown PCR protokolii)

Bu teknik, standart PCR calismalarina ¢ok benzemektedir. Bu PCR’da farkli olarak
primer sicakliklar1 ilk dnce ¢ok yiiksek tutularak primerlerin spesifik sekilde hedef
diziye baglanmasi amaglanmaktadir. Primerin baglanma sicakligi ilk 6nce 60°C
tutulmakta ve her dongiide 1°C azaltilarak (10 dongii) 50°C’ye kadar diisiiriilmektedir.
50°C’den sonra ise derece standart olan 55°C’ye gerilip 25 dongii yapilarak PCR
tamamlanmaktadir. Bu PCR teknigi, DNA dizileri iizerindeki belirli bir bdlgenin
spesifik olarak tespit edilmesinde kullanilmaktadir (Don vd., 1991).

Sekil 3.3’te ¢aligmanin yapildig: cihaz goriilmektedir.
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Sekil 3.3. PCR cihazi

Literatiir taramasi sonucunda en yaygm gorillen endosimbiyont bakterilerinin
Wolbachia, Rickettsia ve Spiroplasma primer dizileri incelenip uygun olan primerler
HPLC saflikta sentezlettirilmistir. HPLC saflikta kurutulmus olarak gonderilen
primerler 100 pM stok haline getirilmek i¢in belirtilen miktarda (508-675 pL)
nuclease-free water ile ¢ozdiiriilmiistiir. Cozdiiriilen primerler -20°C’de muhafazaya

alinmistir. PCR uygulamasi i¢in ticari kit’in malzemeleri ve protokolii kullanilmistir.

Bromophenol Blue (6x) hazirlanisi; 10mM Tris-HCI (pH 7.6), %0.03 Bromophenol
Blue, %0.03 Xylene cyanol FF, %60 Glycerol, 60mM EDTA tartilip 1sitmal

inkiibatorde ¢ozdiiriilmiistiir. PCR isleminden sonra 6rneklerin bulundugu her PCR
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tipiine 5 pl 5x bromophenol blue (Yiritme Boyasi) ilave edildikten sonra

mikropipetler ile karigmasi saglanmgtir.

Cizelge 3.1. Touchdown PCR analizi i¢in protokol

Touchdown PCR Analizi

Initial Denaturation: 94°C 3dk

Denaturation 94°C 1dk

Annealing 60°C 1dk (11x: -1°C) (60°C-50°C)

11x

25X

4°C oo

Extension 72°C 1 dk

Denaturation 94°C 1dk
Annealing 55°C 1dk
Extension 72°C 1 dk

Final Extension 72°C 10 dk

Cizelge 3.2. Wolbachia, Rickettsia ve Spiroplasma hakkinda temel bilgiler

Bakteri suslari

Primerler

Wolbachia F; Tm:58°C

5’TGGTCCAATAAGTGAAGAAACTAGCTA-3’

Wolbachia R; Tm:59°C

5’-AAAAATTAAACGCTACTCCAGCTTCTGCAC-3’

Rickettsia F; Tm:51°C

5’-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3’

Rickettsia R; Tm:52°C

5’-CATCCATCAGCGATAAATCTTTC-3’

Spiroplasma F; Tm:51°C

5’-GCGCAGACGGTTTAACAAG-¥

Spiroplasma R; Tm:53°C

5’-TCCGCCACTGGTGTTCCTC-3’

Cizelge 3.3. PCR protokolii

5 ul Tag PCR Master Mix (2.5 units Tag DNA Polymerase, 1x PCR Buffer, 200 uM of each

dNTP, 1.5mM MgCI2)

5 ul 10x Primer Mix (2 uM of each primer) (2.5 ul F- 2.5 pl R)

15 ul RNAse-free water

5 pl Template DNA

Son hacim; 50 ul
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3.2.3. Jel elektroforezi protokolii

1) 10x TBE tamponu hazirlanisi; Tris 54 gr, Borik asit 27.5 gr, EDTA 7.5 gr. Tartilan
kimyasallar deiyonize saf suda ¢ozdiiriilmiis ve pH 8.3’e ayarlanmis olup, son hacmi
1 litreye tamamlanarak oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

2) Agaroz jel hazirlanisi; 10 ml TBE+90ml saf su eklenmistir. %1.5 gr Agaroz
eklenmistir. Coziindiikten 5 dk sonra 3 ul etidyum bromiir eklenerek karistirilmastir.
Etidyum bromiir eklendikten 5 dk sonra ise taragi takili ve etrafi kapatilmis olan jel,
kabarcik olusturmadan yavas bir sekilde tanka dokiilmiistiir. Jel, tankin iginde donana
kadar (20 dk) bekletilmistir. Jel tamamen donduktan sonra Once tarak ¢ikartilmig
ardindan tankin etrafindaki bantlar ¢ikartilarak elektroforez cihazina yerlestirilmistir.
3) 70 ml TBE + 630 ml Saf su eklenmis olan jel soliisyonu elektroforez cihazinda jelin
iistiinii kaplayacak seviyeye gelinceye kadar yavasca ilave edilmistir.

4) Moundou popiilasyondan 10 birey, Am-timan popiilasyondan alt1 birey, pozitif
kontrol i¢in ti¢ ve ledder i¢in bir birey taramasi yapildig igin toplam 20 kuyucuk
gerekli olmustur. Calismada 20 kuyucuk olusturan bir tarak kullanilmis, her birinde
bir popiilasyon ve bir endosimbiyont ¢aligilmistir. Sag’dan ledder ve sol’dan uglarda
bulunan ii¢ kuyucuklara ise pozitif kontrol yiiklenerek arada kalan kuyucuktan 10
Moundou 6 Am-timan olmak {izere toplam 16 bireyi ti¢ farkl: tiir bakteri tarafindan
analizi i¢in kullanilmstir.

5) PCR’dan ¢ikan 6rneklerin son hacmi 50 ul’dir. PCR’dan ¢ikan 50 pl 6rnekten her
bir birey i¢in 2.5 pl alinip 2.5 pl Bromophenol Blue ile karistirip elde edilen 5 pl 6rnek
kuyucuklara yiiklenmistir. Sag uc¢larda bulunan 1 kuyucuga 2 pl markor yiiklemesi
yapilmustir. Arada kalan 19 kuyucugun her birine elde eilen Sul iiriinii yiiklenmistir.
Wolbachia 90 Volt, 150 mA’de 60 dakika boyunca, Rickettsia ve Spiroplasma igin ise
60 Volt, 100 mA ve 40 dakika jel elektroforezi cihazinda kosturma islemi yapilmustir.

8) Jel elektroforezi biten popiilasyonlar UV kabin kullanilarak goriintiilenmistir.
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Sekil 3.5. UV jel goriintiileme kabini
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Orta Afrika tlkesi Cad'da iki bolgeden elde edilen T. absoluta larvalarinin
endosimbiyont (Wolbachia, Rickettsia ve Spiroplasma) taramasina tabi tutullmasi
sonucu elde edilen veriler Cizelge 4.1’de goriilmektedir. Moundou bdlgesine
baktigimizda bireylerde Wolbachia ve Spiroplasma sadece M1’de negatif olup Rickettsia ise
tim bireylerde pozitiftir. Am-timan bolgesindekilere baktigimizda Wolbachia A2
bireyinde negatif olup Spiroplasma ve Rickettsia ise tiim bireylerde pozitif ¢itkmustir.

Cizelge 4.1. Popiilasyonlardaki bireylerin endosimbiyontlarla bulasma durumlari
Popiilasyonlar |Endosimbiyontlar Larvalar

Mi| Mz | Mz | Mg | Ms | Mg | M7 | Mg | Mg | My

Moundou Wolbachia T e S S S R I S S B
(M1) : ;

Rickettsia + 0+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ 4+

Spiroplasma e e e I O A A O A S S

Am-timan -
(A) Wolbachia + - |+ |+ |+
Rickettsia + 0+ + |+ |+
Spiroplasma + |+ |+ |+ |+

Moundou ve Am-timan bolgelerinde Wolbachia'nin bulunma oranlari sirasiyla %90
ve 9%090; Rickettsia %100 ve %100; Spiroplasma ise %90 ve %2100 olarak
belirlenmistir. Bu oranlar toplamda Wolbachia, Rickettsia ve Spiroplasma igin
sirastyla ortalama %87.5, %100 ve %93.75 olmustur (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Popiilasyonlardaki endosimbiyont sayilar1 ve bulunma oranlari

Endosimbiyontlar
Popiilasyonlar - - - -
Wolbachia Rickettsia Spiroplasma
Moundou 10 10 10
Toplam 9 (%90) 10 (%100) 9 (%90)
Am-timan 6 6 6
Toplam 5(%083.3) 6 (%100) 6 (%100)
Toplam pozitif sayis1 ve Oram % | 14 (%87.5) | 16 (%100) 15 (93.75)
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Calismada PCR sonucu primer ile yapilan elektroforez ¢aligmasi sonucu bolgelere
gore domates gilivesindeki simbiyontlarin bulunma durumlart Wolbachia i¢in Sekil

4.1°de, Spiroplasma i¢in Sekil 4.2’de ve Rickettsia i¢in ise Sekil 4.3’te verilmistir.

Sekil 4.1. ki farkli popiilasyondan elde edilen Wolbachia goriintiileri

M1
il [! Ladder

. Sekil 4.2. iki farkli popiilasyondan elde edilen Rickettsia goriintiileri
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an.

Sekil 4.3. 1ki farkli popiilasyondan elde edilen Spiroplasma goriintiileri

Bu ¢alismada Wolbachia'nin Moundou (Merkezinde) ve Am-timan (Merkezine) ayni

derecede enfeksiyon oranina sahip oldugu gozlemlenmistir.

Hirvatistan ve Karadag'da enfeksiyon oranlar1 %70-100 arasinda degisirken (Skaljac
vd., 2012) c¢alismamizda %87.5 olarak bulunan Wolbachia enfeksiyon oranina

paralellik gostermistir.

Tiirkiye’de, Bat1 Akdeniz Bolgesinden Antalya, Isparta, Mugla ve Burdur illerinde 11
lokasyondan toplam 55 adet Domates giivesi Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera:
Gelechiidae) bireylerinde Wolbachia’nin, denize yakin yer alan Antalya ve Mugla
illerinde Isparta ve Burdur illerine gére daha yiiksek enfeksiyon oranlarinda oldugunu
tespit edilmistir. T. absoluta'’da endosimbiyontlardan Spiroplazma ve Rickettsia ilk
olarak bu c¢alisma ile saptanmistir. Bu ¢alismada, farkli domates giivesi
popiilasyonlarinda Wolbachia, Ricketsia ve Spiroplasma bulunma oranlari sirastyla
%76.3, %78.1 ve %90.9 oranlarinda yiiksek dl¢lide kontamine oldugu goriilmiistiir
(Kavak ve Kogak, 2023). Bizim ¢alismamizda da bu calismaya paralel olarak tim

endosimbiontlar belirlenmistir. Ayrica, bulunma oranlarinin yiiksekligi de Wolbachia,
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Ricketsia ve Spiroplasma igin sirasiyla %87.5, %100 ve %93.75 oranlartyla benzerlik

gostermektedir.

Tiirkiye, Iran ve Azerbaycan'min batisindan toplanan &rnekler iizerinden yapilan
calismada, T. absoluta popiilasyonlarinda Arsenophonus, Cardinium, Hamiltonella,
Pantoea, Spiroplasma ve Wolbachia enfeksiyonuna bakildiginda, Wolbachia ve
Pantoea'nin %100 oraninda bulagi gosterdigini ancak diger simbiyontlarin
belirlenmedigi bildirilmistir. Wolbachia ve Pantoea enfeksiyonlarinin yiiksek
oranlarda bulunusuna sahip T. absoluta popiilasyonlar1 arasinda yiiksek genetik
homojenlik bulgulari, her iki bakteriyel enfeksiyonun da mtDNA varyasyonlari
tizerinde daha az etkiye sahip oldugunu ima ediyor gibi gériinmektedir (Mehrkhou vd.,
2021).

Brezilya’da yapilan ¢alismada Wolbachia suslar1 ile tutarli olarak degerlendirilen
domates giivesinin Brezilya popiilasyonlarinda partenogenez kaniti elde edilmemistir.
Brezilya domates giivesinde tespit edilen iki Wolbachia susu, partenogenez ile degil,

sitoplazmik uyumsuzluk ile iligkilidir (Carvalho vd., 2018).

Arjantinde T. absoluta'nin endosimbiyontlarindan sadece Wolbachia 3-55% araliginda
tespit edilmisken diger simbiyotlar Spiroplasma ve Rickettsia tespit edilmemistir. Tim
popiilasyonlarinda ¢iftlesmemis disilerin fekonditesinin, ¢iftlesmis disilerin
fekonditesinden 6nemli Olclide diisiik oldugu tespit edilmistir. Ayrica, ciftlesmemis
disilerin biraktig1 yumurtalarda acilma olmamistir. Sonu¢ olarak, temsili cografi
popiilasyonlardan T. absoluta'da partenogenesis bulunmamasi, Arjantin'de bu
zararliya karsi etkili kontrol stratejileri olarak uygulanmasini ve ¢iftlesmenin

engellenmesini desteklemektedir (Cagnotti vd., 2023).
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5. SONUC VE ONERILER

Domates giivesi mikrobiyotasinin karakterizasyonunun yani sira simbiyotik
kompozisyonu etkileyen faktorler ve simbiyotik bakterilerin konuk¢u iizerindeki
beslenme, fizyoloji ve davranis gibi etkileri, bu istilaci zararli i¢in alternatif miicadele

stratejileri gelistirmede dnemli olmaktadir (Mehrkhou vd., 2021).

Zararhlarla miicadelede ¢evreye duyarli ve daha etkin yeni miicadele yontemlerine
ihtiya¢c duyulmaktadir. Bocek endosimbiyontlarinin zararli boceklerle miicadelede
kullanim olanaklari yapilan ¢alismalarla olasi hale gelmektedir. Tarim irinlerine zarar
veren T. absoluta’nin endosimbiyontlar1 ile kurdugu iliskinin tam olarak

aydinlatilmas1 6nemlidir.

Endosimbiontlardan Rickettsia’nin Bemisia tabaci’de sicakliga tolerans gostermede
rol aldiklar1 bildirilmektedir (Brumin vd., 2011). Cad’da Ricketsia’nin domates giivesi
popiilasyonlarinda %100 oraninda belirlenmesi  sicakliga toleransta rol

oynayabilecegine isaret etmektedir diyebiliriz.

Ozetlemek gerekirse; Cad’da T. absoluta popiilasyonlar: arasinda ciddi bir bakteri
yogunlugu bulunmaktadir. Bocek endosimbiyontlarinin zararli miicadelesinde
parthenogenesis acisindan kullanim olanaklarini arttirmasi beklenmektedir. Tarimsal
tirlinlerde zararli olan T. absoluta’nin endosimbiyontlar ile kurduklari iligkinin tam
olarak aydinlatilmasi biiyiik 6nem arz etmektedir. Ciinkii zararli ile miicadelede yeni

cevreye duyarli ve daha etkili miicadele yontemleri gerekmektedir.
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