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OZET

BATI AKDENiIZ BOLGESI’NDE BULUNAN TETRANYCHIDAE
TURLERININ MORFOLOJIK VE MOLEKULER TANILANMASI, Tetranychus
urticae Koch, 1836 POPULASYONLARI ARASINDAKI GENETIK
FARKLILIKLARILE ENDOSIMBIYONTLARIN BELIRLENMESI

Hilal Sule TOSUN
Doktora Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dah
Damisman: Dog. Dr. Cengiz IKTEN
Temmuz 2021; 72 sayfa

Antalya, Burdur ve lIsparta illerinden 2017-2019 yillar1 arasinda toplanan
Tetranychidae familyas1 tiirlerinin morfolojik ve molekiiler teshis calismalar
yapilmigtir. Tiirkiye’nin gesitli illerinden toplanan Tetranychus urticae Koch
popiilasyonlarinda genetik polimorfizm ve endosimbiyontlarin varligi arastirilmistir.
Morfolojik sistematikte, tiirlerin Hoyer yontemiyle preparatlari hazirlanmis ve teshiste
kullanilan morfolojik karakterleri fotograflandiktan sonra teshisleri klasik yontemlerle
yaptlmistir. Molekiiler sistematik c¢alismalarinda ise hem tek bireyden hem de
popiilasyon bazli ¢oklu bireylerden elde edilen DNA’lar tiim genom anplifikasyonu
araciligi ile gogaltilmistir. Ayrica, tiim mitokondriyi elde etmek i¢in spesifik primerleri
kullanilarak PCR yontemi ile ¢ogaltma ve yeni nesil sekanslama kiitiiphaneleri
hazirlanarak genom dizileri elde edilmistir. Clustal analizde ve filogenetik agagta
kullanilan ek GenBank dizileri, yine tiirlerin sekanslarindan olusan BLAST analiz
sonuclarina gore secilmistir. COIl ve ITS gen bolgesi igcin MEGA 7 programinda sekans
temelli filogenetik agaclar UPGMA metodu ve ilgili parametreler kullanilarak
olusturulmustur. Galaxy, MITOS Blastn, MFannot, GeSeq arayiiz programlarindan ham
veri lizerindeki gen noktalarini belirlerken yararlanilmistir.

Calisma sonucunda, Tetranychidae familyasindan, Amphitetranychus viennensis
(Zacher, 1920), Eutetranychus orientalis (Klein, 1936), Oligonychus sp., Petrobia harti
(Ewing, 1909), Tetranychus urticae (Koch, 1836) ve teshis edilemeyen diger
Tetranychidae sp. tiirleri farkli konukgu bitkilerde ve farkli lokasyonlarda tespit
edilmistir. Ek olarak, hem filogenetik iliskileri ¢6zmek hem de teshis igin etkili bir
yontem olan tiim mitokondriyal genomlarin sekanslanmasi (yeni nesil dizileme
yontemi, spesifisik primerlerle PCR ve tiim genom amplifikasyonuyla) ile bulunan bu
tirlerin tiim mitokondriyal gen bolgesini igeren bilgiler basarili bir sekilde elde
edilmistir. E. orientalis ve P. harti tiirlerinde ilk kez tiim mitokondriyal genom dizilim
bilgisi elde edilmistir. Ayrica, cins diizeyinde teshisi yapilan Oligonychus cinsine ait bir
tiiriin ve Tetranychidae familyasina ait bir diger tiirlin tim mitokondrial genom bilgileri
derlenmistir. Tespit edilen bu tiirlerde {i¢ ayr1 program kullanilarak genom anotasyon
yapilmigtir. Genom anotasyon sonucunda, E. orientalis tiiriinde ilk defa diger
Tetranychidae familyas: tiirlerinden farkli olan bir gen diizeni bulunmustur. Toplanilan
popiilasyonlarda endosimbiyontlardan ise Wolbachia, Cardinium ve Spiroplasma’nin
varligi tespit edilmistir.
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ABSTRACT

MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR IDENTIFICATION OF
TETRANYCHIDAE SPECIES FOUND IN THE WEST MEDITERRANEAN
REGION AND DETERMINATION OF GENETIC DIFFERENCES BETWEEN THE
POPULATIONS OF Tetranychus urticae Koch 1836 AND ENDOSYMBIONTS

Hilal Sule TOSUN
PhD Thesis in Plant Protection
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Cengiz IKTEN
July 2021; 72 pages

The morphological and molecular diagnostic studies were carried out on the
family Tetranychidae species collected from Antalya, Isparta, and Burdur provinces
between 2017-2019 years. The presence of genetic polymorphism and endosymbionts in
Tetranychus urticae Koch populations collected from different provinces of Turkey
were investigated. In the morphological systematic studies, the preparations of the
species were prepared using the Hoyer method and important taxonomic characters
using in diagnosis were then used after photographed. In molecular systematic studies,
DNAs obtained from both a single individual and pool individuals due to attain whole
mitochondria as whole genome amplification was replicated using specific primers with
PCR method, and by using next-generation sequencing method their genome sequences
were obtained with helping of service contract. Additional GenBank sequences used in
the Cluster analysis and phylogenetic tree were selected based on the results of BLAST
analysis, which also consists of sequences of species from MEGA 7 program, sequence-
based phylogenetic trees were created using NJ and UPGMA method and related
parameters. Galaxy, MITOS Blastn, MFannot and GeSeq interface programs were used
to determine the gene points on the raw data.

As a result of this study, Amphitetranychus viennensis (Zacher, 1920),
Eutetranychus orientalis (Klein, 1936), Oligonychus sp., Petrobia harti (Ewing, 1909),
Tetranychus urticae (Koch, 1836) and Tetranychidae sp. species were detected in
different host plants and locations. Additionally, to figure out on both diagnoses and
phylogenetic relationships with effective method of whole mitochondrial genome
sequencing (next-generation sequencing method using specific primers with PCR and
whole genome amplification) information containing the entire mitochondrial gene
region was successfully obtained. For the first time whole mitochondrial sequence
information of E. orientalis and P. harti was obtained. Genome annotation on these
three identified species was preformed using three separate programs. In the collected
populations, the presence of Wolbachia, Cardinium and Spiroplasma from
endosymbionts was detected.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

% : Yiizde

& T ve

-C . Santigrat derece

ul : Mikrolitre

3 : Ug issii

+4 : Art1 dort

5' : Bes tissii

H : A/C/T niikleotitlerinden herhangi birisi
D : A/G/T niikleotitlerinden herhangi birisi
R : A/G niikleotitlerinden herhangi birisi
W : A/T niikleotitlerinden herhangi birisi
Y : C/T niikleotitlerinden herhangi birisi
Kisaltmalar

bg : Baz ¢ifti

COl  : Sitokrom oksidaz |

CTAB : Cetyltrimethyl-ammonium bromide
deg : Dejenere primer

DNA : Deoksiribo niikleik asit

dNTP : Deoxynucleotide

EDTA : Etilendiamin tetraasetik asit

EtBr : Ethidium bromide

F : Forward

g : Gram

L . Litre
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1. GIRIS

Keliseratlar (Chelicerata), boceklerden sonra igerisinde at nali yengecleri,
akrepler, oriimcekler, akarlar ve kenelerin de yer aldigi en biiyiik ikinci karasal hayvan
grubunu temsil etmektedir (Brusca ve Brusca, 2003).

Akarlar (Acarina), hem bitki paraziti olmasi ile hem de insan ve hayvanlar igin
patojen mikrorganizmalar1 tasiyan kenelerle beraber diisiiniildiigiinde, c¢ok biiylik
ekonomik Oneme sahiptir (Van Leeuwen vd. 2015). Tetranychidae, Eriophyidae
Tenuipalpidae, Tarsonomidae, Acaridae gibi bitkilerde ciddi zarar olusturan 6nemli akar
familyalarinin yani sira, insan hastaliklarin1 barindiran Ixodidae familyas1 gibi keneler
de Acari igerisinde yer almaktadir (Knapp vd. 2018).

Acari altsinifi, Astigmata (depo akarlar1), Prostigmata (fitofag akarlar),
Metastigmata (keneler), Cryptostigmata (toprak akarlar1) ve Mesostigmata (predator
akarlar) gibi degisik gruplara ayrilmaktadir (Cizelge 1.1) (Hoy 2011).

Cizelge 1.1 Acari taksonomik siniflandirmasi

Sube Arthropoda
Altsube Chelicerata
Simif Arachnida
Altsiif Acari veya Acarina

Takim Parasitiformes (veya Anactinochaeta)
Alttakim Opilioacaridida (veya Notostigmata)
Alttakim Holothyrida (veya Tetrastigmata)
Alttakim Gamasida (veya Mesostigmata)
Alttakim Ixodida (veya Metastigmata)

Takim Acariformes (veya Actinochaeta)
Alttakim Actinedida (veya Prostigmata)
Alttakim Acaridida (veya Astigmata)
Alttakim Oribatida (veya Cryptostigmata)

Kirmizidriimeekler (Tetranychidae familyasi), Cizelge 1.2°de gosterildigi gibi,
iki altfamilya (Bryobinae ve Tetranychinae), alt1 tribiis (Bryobiini, Eurytetranychini,
Hystrichonychini, Petrobiini, Tenuipalpoidini ve Tetranychini), 84 cins ve 1.300°den
fazla tiirli igerir (Migeon ve Dorkeld 2021).

Tetranychidae, bitkilerde ekonomik kayba neden olan akar tiirlerinin en yogun
bulundugu familyadir. Bu familya bireyleri, genelde polifag tiirler olup sebze ve siis
bitkilerinin de i¢inde bulundugu ¢ok genis konukgu dizisine sahiptirler (Zhang 2003).

Tetranychidae familyasina ait olan bireylerin viicut yapilari armut veya oval
seklinde olup viicudunda plaka bulunmamaktadir. Bu familyaya ait olan bireylerin
viicut renkleri tilirlere gore farklilik gostermektedir. Bu renkler ise genelde kirmizi,
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kizilims1 kahverengi, saridir. Bu familya bireyleri, bitkilerin yaprak ya da meyveleriyle
beslenmektedir. Disi bireyler yumurtalarini bitkilere birakmaktadir. Yasam dongiisii
yumurta, larva, protonimf, deutonimf ve ergin donemlerinden meydana gelmektedir.
Yumurtalarinin 4-5 giinde agilmasinin ardindan, bireyler 4 donem gegirmekte ve 1 ile 2
hafta icerisinde ergin olmaktadirlar. Kis1 genellikle yumurta veya ergin dénemde
gecirmektedirler. Biyolojik donemleri, yumurta, larva, protonimf, deutonimf ve
erginden meydana gelmektedir. Do6llenmis yumurtalardan hem disi hem de erkek,
dollenmemis yumurtalardan da erkek bireyler ¢ikmaktadir (Jepsonn vd. 1975).

Cizelge 1.2 Tetranychidae familyasinin taksonomik kategorileri

Familya Tetranychidae
Altfamilya Tetranychinae
Tribiis Tenuipalpoidini
Eurytetranychini
Tetranychini
Altfamilya Bryobinae
Tribiis  Bryobiini
Hystrichonychini
Petrobiini

Bu familyanin 6nemli zararlilarindan olan Tetranychus urticae Koch disilerinin
viicudu oval, viicut uzunlugu 0.3-0.5 mm, genisligi 0.2-0.3 mm’dir. Viicut ortasina
yakin mesafede iki tarafta bir ¢ift siyah leke bulunur (Jeppson vd. 1975). Bu tiire ait
bireyler, cok yogun ag 6rmekte, ordiikleri aglarin ¢oklugu da popiilasyon yogunlugunu
gostermektedir. Disilerin ortalama yasam siiresi yaklasik 30 giindiir. Bu siire boyunca
disi bagina ortalama yumurta birakma sayist 90-110 arasinda degismektedir (Pritchard
ve Baker 1955).

Tetranychid tiirlerini morfolojik karakterlerle teshis etmek i¢in Hoyer ortaminda
hem disi hem de erkek bireylerin preperasyonu yapilmalidir. Disilerde ventral,
erkeklerde lateral pozisyon verilmis bireylerin dorsal kil tablosu (chaetotaxy), peritrem
yapisi, integliimentteki striae’larin deseni, pedipalpus ve bunun {iizerindeki tirnak,
kimyasal duygu killar1 (chemareseptdr) ve Orii organi (spinneret) yapisi, pretarsus
yapisi, bacak tarsusundaki dokunma killar1 (mechanoreseptér) ve dublex setalar ve
erkek ciftlesme organi (eadagus) vb. morfolojik karakterler kullanilmaktadir. Bu ¢ok
sayida karakterin kullanilarak tiirlerin tanimlanmasi olduk¢a zordur. Ayrica fenotipik
degiskenlikler teshislerin dogru yapilmasini giiglestirmektedir. Bu problemler, tiirlerin
tanimlanmast i¢in morfolojik ve molekiiler yaklasimlarin birlestirilmesi ihtiyacini
gostermektedir (de Mendonca vd. 2011).

Ulkemizde, Cizelge 1.3’de goriildiigii gibi, 30 farkli Tetranychidae tiirii tespit
edilmesine karsilik, molekiiler teshis ile ilgili sadece 2 g¢alisma gergeklestirilmistir.
Bunlardan ilkinde bir direng belirleme c¢alismasi yapilmis olup 10 adet T. urticae
popiilasyonuna ait COI dizilimleri elde edilmistir, fakat bu teshis morfolojik teshis ile
dogrulanmamustir (Inak vd. 2019). ikincisi de (Inak 2021) tarafindan yapilan doktora tez
calismasidir.
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Molekiiler teknikler, popiilasyonlar / tiirler i¢indeki ve arasindaki varyasyonlari
incelemek i¢in son yirmi yildir yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica, kirmiziériimcek
tirlerini (Ben-David vd. 2007; Matsuda vd. 2014) tanimlamak ve diger bir¢cok kriptik
tiiri (Hebert vd. 2004; Carew vd. 2011) ¢6zmek i¢cin DNA bazli tiir i¢i ve tiirler arasi
varyasyonlar kullanilmigtir. ITS2 veya mitokondriyal Sitokrom Oksidaz I (COI)
bolgeleri gibi kisa DNA dizilerini kullanan DNA barkodu, bir tiiriin farkh
popiilasyonlar1 i¢indeki ve popililasyonlar arasindaki spesifik olmayan varyasyonlari
incelemek igin etkili bir aragtir (de Rojas vd. 2011; Doker vd. 2011; El Sheikha 2019;
Valenzano vd. 2020).

Cizelge 1.3. Tiirkiye’de tespit edilen tetranychidae tiirleri

Tiir

Referanslar

Amphitetranychus viennensis (Zacher, 1920)
Bryobia berlesei Eyndhoven, 1957

Bryobia dikmenensis Eyndhoven & Vacante, 1985

Bryobia kissophila Eyndhoven, 1955
Bryobia praetiosa Koch, 1836

Bryobia rubrioculus (Scheuten, 1857)
Eotetranychus carpini (Oudemans, 1905)
Eotetranychus coryli Reck, 1950
Eotetranychus populi (Koch, 1838)
Eotetranychus pruni (Oudemans, 1931)
Eotetranychus rubiphilus (Reck, 1948)
Eotetranychus tiliarium (Hermann, 1804)
Eotetranychus uncatus Garman, 1952
Eurytetranychus buxi (Garman, 1935)
Eutetranychus orientalis (Klein, 1936)
Oligonychus aceris (Shimer, 1869)
Oligonychus coffeae (Nietner, 1861)
Oligonychus coniferarum (McGregor, 1950)
Oligonychus ununguis Jacop, 1905
Panonychus citri (McGregor, 1916)
Panonychus ulmi (Koch, 1836)

Petrobia (Petrobia) latens (Miiller, 1776)
Tetranychus desertorum Banks, 1900
Tetranychus evansi Baker & Pritchard, 1960
Tetranychus kanzawai Kishida, 1927
Tetranychus solanacearum Cobanoglu &
Ueckermann, 2015

Diizgiines 1961
Diizgiines 1963
Eyndhoven ve Vacante 1985
Diizgiines 1963
Diizgiines 1954
Diizgiines 1954

Onucar ve Ulu 1988
Ozman ve Cobanoglu 2001
Diizgiines 1965
Diizgiines 1963

Altung ve Akyaz1 2020
Diizgiines 1963

Yanar ve Ecevit, 2005
Cobanoglu vd. 2014
Jeppson vd. 1975
Onucar ve Ulu 1988
Gokee vd. 2020

Ecevit 1977

Yiiksel ve Ulusoy, 2000
Diizgiines 1952
Diizgiines 1963
Diizgiines 1963
Diizgiines 1962

Kazak vd. 2017

Altung ve Akyazi 2020
Cobanoglu vd. 2015

Tetranychus tumidellus Pritchard & Baker, 1955 Diizgiines 1959
Tetranychus turkestani (Ugarov & Nikolskii, 1937) Diizgiines 1954
Tetranychus urticae Koch, 1835 Diizgiines 1954
Tetranycopsis horridus (Canestrini & Fanzago, 1876)  Ozman ve Cobanoglu 2001

Ribozomal DNA'nin ITS2 gen bdlgesi, tetranychid tiirlerini ayirt etmek i¢in bir
barkod olarak kullamlabilmektedir. Ornegin, Tetranychus kanzawai Kishida ve
Tetranychus hydrangea Pritchard and Bakernin ITS2 dizileri, bunlarin kriptik tiirler
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oldugunu gosterir, bu da iireme deneyleriyle dogrulanmistir (Navajas vd. 2011). ITS2
dizisi tarafindan morfolojik tanimlamanin zorlugunun istesinden gelmek icin
gelistirilmis bir molekiiler tan1 araci, kesilen fragmentlerin uzunluk polimorfizmidir
(RFLP) (Osakabe 2008; Arimoto vd. 2013). PCR-RFLP yaklagimi, onlarca Tetranychus
tirtinii tanimlamak igin kullanilmis ve daha fazla tiirii ayirt etme yetenegine sahiptir.
Mitokondriyal COI geninin 5’ ucu, Tetranychus tiirlerini tanimlamak ve filogenetik
evrimlerini analiz etmek i¢in yaygin olarak bir barkod olarak kullanilmaktadir. Yiiksek
ayrismasi, COl'yi tiir i¢i varyasyonu arastirmak i¢in uygun kilmakta, ancak filogenetik
tir iliskilerini ¢ozmedeki kullanigliligi sinirli kalmaktadir (Navajas vd. 1998; Ros ve
Breeuwer 2007). Halka agik veri tabanlarinda dizilerin olmamasi ve ara sira
giivenilmezligi, molekiiler tani1 araglar1 olarak kullanimlarini kisitlamaktadir (de
Mendonca 2011).

Bununla birlikte, kiiciik organizmalarla ilgili ¢alismalarda karsilagilan yaygin bir
sorun, daha sonraki analizler i¢cin bireylerden yeterli miktarda niikleik asit elde
edilmesindeki zorluktur. Bir ¢6ziim, cesitli DNA polimerazlar1 kullanarak genomik
DNA'y1 artirmak olmustur. Son zamanlarda, phi29 polimeraz kullanilarak adinin whole
genome amplification (WGA) veya multiple displacement amplification (MDA) oldugu
bir teknik gelistirilmistir (Cheung ve Nelson 1996; Telenius vd. 1992; Zhang vd. 1992).

Tiim genom amplifikasyonu, genomda birden fazla priming boélgesini kullanan
random heksamer kullanarak bir template kiiciik miktarindan (<1 ng) tiim genomun
temsili amplifikasyonunu gerceklestirir (Dean vd. 2002; Lage vd. 2003). phi29
polimeraz, orijinal olarak Bacillus subtilis fajindan 29 izole edilmistir (Blanco ve Salas
1984). Enzim ve yontem, yiiksek dogruluk ve tiim genomun tarafsiz ve kapsamli bir
sekilde biiyiitiilmesi ile karakterize edilir ve amplifiye DNA'nin ¢esitli miiteakip
uygulamalarina izin verir. Bu nedenle, teknik, adli biyoloji, epidemiyoloji, biyo-
giivenlik ve klinik ¢alismalara uygulanmistir (Sorensen vd. 2004).

Mitokondriyal (Mt) genomlari, bir¢ok yararli 6zellige sahip olmasi nedeniyle
(6rnegin haploidi, kompaktlik, maternal kalitim, nispeten yliksek mutasyon oranlar1 ve
rekombinasyon eksikligi) molekiiler filogenetik calismalarda genetik belirtegler olarak
yaygin bir sekilde kullanilmistir (Tao vd. 2014).

Cogu metazoan mitokondriyal genom daireseldir, yaklasik 16 kb uzunluga
sahiptir ve 13 protein kodlayan gen (PCG), iki rRNA geni (rRNA) ve 22 tRNA geni
(tRNA) dahil, 37 geni kodlamakdatir (Boore 1999). Su anda mevcut Genbankasi
incelendiginde: 43 Acariformes ve 102 Parasitiformes olmak iizere, toplam 145 Acari
tiim mitokondriyal genomu mevcuttur.

Bu tiim mitokondriyal genomlar1 dizilemenin baska faydalari da olacaktir.
Ornegin, akarisit direng genlerinin molekiiler evriminin i¢ yiiziinii anlamay1
saglamalidir. Akarisit direncinin hizli gelisimi, kirmizidriimceklerde uzun stiredir
devam eden bir problemdir (Osakabe 2010; Van Leeuwen vd. 2010). Birka¢ akarisit,
mitokondriyal solunum inhibitorleri olarak tamimlanmistir (Dekeyser 2005; Van
Leeuwen vd. 2010; Hayashi 2013). Akarisit bifenazata direng, mitokondriyal sitokrom b
genindeki mutasyonlarla iliskilendirilmistir (Van Leeuwen vd. 2008, Van Leeuwen vd.
2011). Genomlar, ayrica gen yeniden diizenlemeleri (Boore vd. 1998; Boore ve Brown
1998; Dowton ve Austin 1999; Dowton vd. 2002; Boore 2006; Boore ve Fuerstenberg
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2008; Dermauw vd. 2010), kontrol bolgesinin evrimsel modeli ve yapist (Zhang vd.
1995; Zhang ve Hewitt 1997), niikleotid bilesimindeki zincir asimetrisi (Wei vd. 2010)
ve RNA ikincil yapis1 (Masta 2010) hakkinda bilgi saglayacaktir.

Cardinium, Rickettsia, Spiroplasma ve Wolbachia, birgok eklembacakli tiiriinii
enfekte eden emdosimbiyontlarin temsili cinsleridir (Jeyaprakash ve Hoy 2000; Zchori-
Fein ve Perlman 2004; Engelstadter ve Hurst 2009; Duron ve Hurst 2013). Cardinium
Bacteroidetes subesinde yer alir ve Kkonakgilarinda sitoplazmik uyusmazlik,
partenogenez ve feminizasyon gibi lireme degisikliklerine neden olur (Zchori-Fein ve
Perlman 2004; Zchori-Fein vd. 2004; Gotoh vd. 2007; Zhu vd. 2012).

Rickettsia ve Wolbachia, Rickettsiales (alfa-proteobakteriler iginde) takiminda,
bu da iireme degisikliklerine (erkek feminizasyonu, thelytokous partenogenez,
sitoplazmik uyusmazlik ve erkek 6liimii) neden olur ve ayrica pestisit direnci gelisimi
ile de iliskilendirilmistir (Werren 1997; Stouthamer vd. 1999; Stevens vd. 2001;
Perlman vd. 2006; Hosokawa vd. 2010; Liu ve Guo 2019). Spiroplasma, Mollicutes'e
aittir (Firmicutes icinde), ayrica konagmin biyotik ve abiyotik streslere karsi
korunmasinda rol oynar (Bolanos vd. 2015; Heyworth ve Ferrari 2015; Frago vd. 2017;
Guidolin vd. 2018). Son tahminler, artropodlarda bakteri istilas1 Cardinium igin %13'e,
Rickettsia i¢in %24'e, Spiroplasma i¢in %5-10 ve Wolbachia i¢in %52'ye kadar (Duron
vd. 2008; Weinert vd. 2015; Mathé-Hubert vd. 2019) ulastig1 yoniindedir.

Yararli endosimbiyontlar ve onlarin konukgular: arasindaki iliskiler, uzun stireler
siirebilmektedir. Bununla birlikte teorik olarak, mtDNA varyasyonunun ve evriminin,
mitokondri ile birlikte kalitilan endosimbiyontlardan onemli 6l¢iide etkilenebilecegi
ongoriilmektedir (Heddi vd. 2001; Zchori-Fein ve Brown 2002; Scarborough vd. 2005;
Oliver vd. 2006; Rio vd. 2006). Wolbachia ve mitokondrinin birlikte iletimi,
bakterilerin enfeksiyonla iliskili mitotipin segici bir sekilde taranmasinin bir sonucu
olarak, mitokondrinin DNA ¢esitliligi tizerinde dolayli bir etkiye sahiptir (Birungi ve
Munstermann 2002; Baudry vd. 2003; Dean vd. 2003; Jiggins 2003; Dyer ve Jaenike
2004; Shoemaker vd. 2004). Ayrica, eger bir popiilasyon bir veya daha fazla
endosimbiyont ile enfekte olmussa, o zaman mitokondriyal polimorfizm kaliplari, bu
endosimbiyontlar tizerinde etkili olan dogal se¢ilim tarafindan degistirilecektir. Boylece
endosimbiyontlar genetik ¢esitliligi azaltabilecek ya da artirabilecektir (Dean vd. 2003;
Keller vd. 2004).

Popiilasyonlar arasindaki gen akisinin degerlendirilmesi, insektisit direnci ve
konuk¢u ozgiilliigli gibi tarimsal agidan Onemli genetik Ozelliklerin sabitlenme ve
yayllma mekanizmasini aydinlatmak i¢in de énemlidir (Weeks vd. 1995; Tsagkarakou
vd. 1997; Tsagkarakou vd. 1998).

Bu tez calismasi kapsaminda, Antalya, Burdur, Isparta illerinden toplanan
Tetranychidae familyas1 bireylerinin hem morfolojik, hem tiim genom amplifikasyonu
(whole genom amplification), hem de yeni nesil sekanslama molekiiler yontemleri
kullanilarak teshis edilmesi hedeflenmistir. Bu illere ek olarak, Tirkiye’nin diger
illerinden toplanan T. urticae popiilasyonlarinda genetik polimorfizm aragtilmistir. Bu
genetik polimorfizmin sebeplerinden biri olan endosimbiyontlarin varligi tespit
edilmistir.



KAYNAK TARAMASI H.S. TOSUN

2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Tetranychidae Familyasinin Molekiiler Taksonomisi Tlgili Bilgiler

Navajas vd. (1992), farkli kirmizidriimeek tiirlerinden elde ettikleri 300 bazlik
ITS2 dizilimlerini kullanarak filogenetik aga¢ olusturmus ve olusturulan bu agacin
morfolojik 6zellikler ile olusturulan agact dogruladigindan bahsetmislerdir.

Hinomoto vd. (2007), Kuzey Vietnam'in tarim alanlarindan topladiklar
Tetranychidae familyasi tiirlerini incelemisler, topladiklarin 6rneklerin mitokondriyal
sitokrom oksidaz alt birim I dizilerini elde etmisler ve elde edilen bu dizileri DNA
veritabanlarinda saklanan bilinen dizilerle karsilastirilarak akarlari tanimlamislardir.
Filogenetik analizlerle DNA barkodlama yaklasiminin birlikte kullaniminin, 6zellikle
Tetranychus cinsi akarlarinin tiir teshisi i¢in yararl oldugunu bildirmislerdir.

Ros ve Breeuwer (2007), yaptiklar1 derlemede, Tetranychidae familyasina ait
GenBank’ta mevcut olan mitokondriyal COI dizileri ile genel bir filogenetik analiz
gerceklestirmislerdir. Verilerin GenBank'a girilmesinde, verilerin yorumlanmasini daha
da bozan hatalar yapildig: bildirilmistir.

Ben-David (2007), Israil’de yapmis oldugu calismada, ITS2 gen bolgesini
barkod olarak kullanarak Tetranychidae familyasindan Bryobia praetiosa, Aplonobia
histricina, Petrobia harti, P. tunisiae, Eutetranychus orientalis, E. palmatus,
Panonychus ulmi, P. citri, Schizotetranychus asparagi, Oligonychus perseae, O.
afrasiaticus, O. mangiferus, Tetranychus urticae, T. turkestani, T. evansi ve T. ludeni
olmak tizere, 16 tirii tanimlamistir. ITS2 bolgesini barkod olarak kullandiklar
tanimlamada, morfolojik kriterlere gore tanimlanan 16 tiirden 14'Q dogru olarak
tanimlanmastir.

Li vd. (2010), Cin'den topladiklar1 tarimsal agidan Onemli Tetranychidae
familyasinda dokuz tiiriin mitokondriye dayali (sitokrom c oksidaz alt birimi 1) ve
niiklear (ribozomal RNA geninin ITS 1 ve 2) dizileri incelemislerdir. Sonuglarin,
morfolojik olarak tanimlanmig Tetranychus, Panonychus, Amphitetranychus ve
Petrobia’nin monofili oldugunu dogruladigini, ancak Amphitetranychus viennensis'in
Tetranychidae i¢indeki pozisyonunun dogrulanmasi gerektigini bildirmislerdir.

de Mendonca vd. (2011), GenBank girisi T. urticae olarak saklanan 1TS2
rDNA'nin 105 ve 138 COI mtDNA dizisinin ve Tetranychus (s. str.) ile morfolojik
olarak yakindan iligkili diger 14 taksonun kimligini analiz etmis ve
degerlendirmislerdir. Ayrica, bu calisma i¢in toplanan ve morfolojik kriterlere gore
tanimlanan 18 T. urticae 6rneginin de ITS2 ve COI dizileri olusturulmus ve analiz
edilen veri setine dahil edilmistir. GenBank veri tabaninda saklanan diziler arasinda,
Tetranychus (s. str.) grubunda, 6zellikle T. urticae, T. cinnabarinus, T. kanzawai ve T.
truncatus arasinda ¢ok sayida gorlintiste yanlis kimlik vakasi tespit edilmistir.
Giivenilmez diziler (yanhs tanimlanmis veya siipheli) yaklasik %30 olarak tahmin
edilmistir. Halka agik veri tabanlarinda giivenilir dizi erisimleri i¢in kesin tiir teshisini
garanti etmek i¢in morfolojik ve molekiiler yaklagimlarin birlikte kullanilmas1 ihtiyacini
vurgulamiglardir.
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Matsuda vd. (2012), 17 Oligonychus tiiriinii mitokondriyal DNA'nin sitokrom ¢
oksidaz alt birim I genini ve niikleer ribozomal RNA geninin 28S ve ITS bolgelerini
kullanarak morfolojiye dayali siniflandirma ile tutarli bir sekilde tanimladiklarini
bildirmislerdir.

Jahan vd. (2013), Banglades’ten topladiklar1 Oligonychus coffeae’yi
tanimlamada morfolojik tanimlaminin kisith olmasi, uzman gerektirmesinden dolayi,
ITS2 kullanilarak elde edilen DNA dizisinin mevcut diger GenBank DNA dizileriyle
karsilastirilmasiyla molekiiler olarak tanimlamislar, bu yontemin giivenilir sonuglar
saglayacagindan ve yalnizca erginlerde degil, nimflerde de Dbasariyla
uygulanabileceginden bahsetmislerdir. Oligonychus coffeae'nin hizli ve giivenilir bir
sekilde tanimlanmasinin, faaliyetlerin izlenmesinde ve dolayisiyla Banglades'te
ekonomik zarara neden olan degerli ¢ay yapraklarin1 korumak i¢in rasyonel kontrol
stratejilerinin tasarlanmasinda faydali olabilecegini bildirmislerdir.

Matsuda vd. (2013), Japonya'daki Tetranychus tiirlerinin niikleer ribozomal
DNA'nin dahili kopyalanmis ayiric1 bolgesini ve mitokondriyal DNA'nin sitokrom c
oksidaz alt birim I genini kullanan DNA dizileri ile teshis edilip edilemeyecegini
aragtirmiglardir. Japonya'da bilinen 13 Tetranychus tiiriiniin dizilerini elde etmislerdir.
ITS agacindaki 13 tiirden 10'unu tanimlayabilmislerdir. Sitokrom c oksidaz alt birimi |
agacinda, Japonya'da bilinen 13 Tetranychus tiiriiniin timiinii tanimladiklarin
bildirmislerdir.

Bennur (2015), Hindistan’da sebze alanlarinda yaptigi ¢calismada, Tetranychidae
familyasindan Tetranychus truncatus, T. macfarlanei ve T. okinawanus’u COI ve ITS2
bolgesini barkod olarak kullanarak tanimlamistir. ITS2 bolgesinin de COI bolgesi gibi
Tetranychidae familyasinin tiirlerini tanimlamada barkod olarak kullanilabilecegini
bildirmistir.

Khaing vd. (2015), Kore'deki Panonychus cinsinin dort tiirii arasindaki
morfolojik ve molekiiler farkliliklari, 6nceden bilinen iki tiir, P. citri ve P. ulmi ve iki
yeni tamimlanmig tiir, P. mori ve P. caglei olarak belirlemislerdir. Ek olarak, bu dort
tiirin kimligini kesin olarak teshis etmek i¢in tiire 6zgii primerler tasarlamiglardir.

Sakamoto vd. (2017), tiim Stigmaeopsis (Tetranychidae) tiirlerinin morfolojileri
ve tanisal karakterleri (dorsal killarin uzunlugu) ile tanimlanmasi zor oldugunu ve bu
karakterlerin sadece taze ornekleri tanimlamak i¢in kullanilabilecegini bildirmislerdir.
Bu nedenle, bu tiirleri tespit etmek i¢in molekiiler diizeyde, mitokondriyal DNA'nin
sitokrom c oksidaz alt birim I (COI) genini ve niikleer ribozomal RNA genleri (18S ve
28S) kullanilarak, yedi Stigmaeopsis tiiriiniin [Stigmaeopsis celarius, S. longus, S.
miscanthi (hem diisiik hem de yiiksek saldirganlik fenotipleri), S. nanjingensis, S.
tenuinidus, S. saharai ve S. Takahashii] 20 susunu tanimlamislardir.

Matsuda vd. (2018), Tetranychinae altfamilyasinin filogenisini analiz etmek i¢in
bilinen kirmiziériimeceklerin 72  tiirliniin RNA-Seq verisini elde etmislerdir.
Tetranychinae altfamiyasinin molekiiler filogenisinin, mevcut morfolojiye dayali
taksonomi ile tam olarak uyusmamadigimi ve bu altfamilyanin taksonomisinin, bu
caligmanin ortaya koydugu molekiiler iliskilere gore revize edilmesi gerektigini
bildirmislerdir.
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Arabuli vd. (2019), Amphitetranychus quercivorus (Ehara & Gotoh), A.
savenkoae (Reck) ve A. viennensis (Zacher) tiirlerini, morfolojik ozellikler, melezleme
deneyleri, esteraz zimogramlar1 ve mitokondriyal sitokrom c oksidaz alt birimi I (COI)
geninin kombinasyonlarini kullanarak ayrmtili olarak arastirmislardir. Ug tiir arasinda
peritremlerde ve erkek aedeagusda morfolojik farkliliklar g6zlendigini, morfolojik
olarak benzer A. savenkoae ve A. quercivorus arasindaki karsilikli ¢aprazlamalarda tam
tireme izolasyonu dogrulandigini (disi yavru tretilmedigi) rapor etmislerdir. Esteraz
zimogramlarin, tiirler aras1 olarak farkli, ancak tiir i¢i olarak ayni oldugunu (belirli bir
tiirdeki bireyler arasinda) ve COI agacindaki %100 bootstrap degerleri ile her {i¢ tiiriin
de agikga ayr1 smiflar olustugunu bildirmislerdir.

Ovalle vd. (2020), akarlarin morfolojik olarak tanimlanmasinin zor oldugunu,
dorsal seta ve aedeagus gibi yapilarin yaygin olarak kullanildigini, ancak bunlarin
popiilasyonlar arasinda farkliliklar gosterebilecegini ve bu teknigin zaman alici ve 6zel
taksonomik uzmanlik gerektirdigini bildirmiglerdir. Ornekleri tiir diizeyinde
simiflandirmak i¢in basarili bir alternatifin, mitokondriyal sitokrom oksidaz I (COI)
geninin bir bolgesinden yararlanmak oldugundan bahsetmislerdir.

2.2. Akarlarda Genetik Polimorfizm ile Tlgili Calismalar

Navajas vd. (1994), farkli iilkelerden topladiklart Mononychellus progresivus
bireylerinde, tiir i¢i genetik varyasyonu belirlemek igin ITS ve COI dizilimlerini
karsilagtirmiglardir. ITS ve COI geni i¢in sirasiyla %0-0.4, %0-2.1 olmak iizere, diisiik
varyasyon bulmuslardir.

Tsagkarakou vd. (1998), ayn1 bolgeden agik ve sera alanlarindan topladiklar
Tetranychus urticae popiilasyonlarinda gen akisimi arastirmak igin allozyme
polimorfizmini kullanmislardir. Genetik farklilagsmanin, her iki tiir habitatta da cografi
mesafe ile 6nemli 6lgiide iliskili oldugundan bahsetmislerdir.

Xie vd. (2006), Cin’de 13 farkli bolgeden topladiklar1 Tetranychus urticae
popiilasyonlarinda COI boélgesi ¢ogaltilarak dizileme yapmislar ve 453 niikleotid
uzunlugundaki COI bolgesinde 36 niikleoitidi polimorfik bulmuslardir.

Carbonnelle vd. (2007), tek bir konukgu bitki (1sirgan otu) lizerinden bir giiney-
kuzey kesiti boyunca toplanan Bati Avrupa Tetranychus urticae popiilasyonlarinimn
genetik yapisini analiz etmek icin bes microsatelit lokusu kullanmislardir. Bes
microsatelit lokustaki varyasyon sonuglari, cografi uzakligin genetik yapidan sorumlu
faktor oldugunu ortaya koymustur.

Nishimura vd. (2007), Japonya'dan topladiklari yedi Tetranychus kanzawai
popiilasyonunu genetik yapisini analiz etmek i¢in mitokondriyal sitokrom oksidaz alt
birim 1 (COI) geninin DNA dizilerini ve ribozomal RNA geninin ITS1 bolgesini,
popiilasyon yapisinin detayli analizi i¢inde microsatellite markdrleri kullanmiglardir.
Yaptiklart analizler sonucu, tiim popiilasyon ¢iftlerinin 6nemli dl¢iide farklilastigini ve
bu farklilasmanin, popiilasyonlar arasindaki cografi mesafeden degil, konukcu bitki
etkisinden kaynaklandigini bildirmislerdir.
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Yuan vd. (2010), Panonychus citri (McGregor)’nin popiilasyon genetik yapisini
karakterize etmek igin, Cin'in ii¢ narenciye ckim bdlgesinden [Yangtze Nehri'nin
(UMYR) iist ve orta kisimlari, Yungui Platosu (YGP) ve Giiney Cin'in narenciye kusagi
(SC)], topladiklar1 15 popiilasyondaki genetik varyasyonu ITS1 bolgesi kullanilarak
aragtirmiglardir. Molekiiler varyans analizi (AMOVA), UMYR, YGP ve SC arasinda
onemli bir popiilasyon genetik yapisinin bulunmadigint géstermistir. Ancak, UMYR +
YGP ile SC arasinda 6nemli bir global ST ve genetik yapt bulunmustur. Konukc¢u
bitkilerin P. citri popiilasyonlarinin genetik yapisi iizerindeki 6nemli etkisi, AMOVA
tarafindan bes konuk¢u grubu ile iligkili bulunmustur. Ayrica, Mantel testi, cografi
izolasyonun genetik farklilasmadan sorumlu bir faktor oldugunu ortaya koymustur

Sun vd. (2012) Cin’de 25 Tetraynychus urticae popiilasyonunu (18’1 kirmizi,
7’si yesil form) 8 microsatellite lokusu ile taramislar, kirmizi formda genetik cesitliligi
yesil formdan daha yiiksek bulmuslardir.

Salinas-Vargas vd. (2016), Meksika'nin en Onemli bes turunggil {ireticisi
eyaletteki alt1 bolgede bulunan meyve bahgelerinden portakal, misket limonu, greyfurt
ve mandalina agaglarindaki akarlar1 6rnekleyip, Brevipalpus akarlarinin popiilasyonlari
arasindaki tiir g¢esitliligini ve genetik varyasyonu incelemislerdir. Konukgu bitkiler ve
konumlar arasindaki genetik varyasyonu, mitokondriyal sitokrom oksidaz alt birimi |
(COI) bolgesinden elde edilen niikleotid dizi verilerinin analizi ile degerlendirmislerdir.
Bu bolgelerde hem Brevipalpus yothersi hem de B. californicus bulunmustur. AMOVA
ve haplotip analizleri sonucunda, B. yothersi genetik popiilasyon yapisi ile cografi
koken veya turunggil konukgu bitki tilirleri arasinda bir iliski olmadigini ortaya
koymuslardir.

Karasu vd. (2018), Erzincan’in Ahmediye ve Eksisu sinirlar1 iginde yer alan 17
farkl1 alandan alinan Eustigmaeus erciyesiensis (Acari: Stigmaeidae) oOrneklerinde
genetik farkliliklan RAPD-PCR  yontemi ile analiz etmislerdir. RAPD-PCR
caligmalarinda, toplam 12 primer denenmis ve hepsi genoma baglandigl i¢in tlimii
degerlendirmeye alimmistir. Amplifikasyon sonucu, biiyilikligii 100 bg ile 4000 bg
arasinda degisen toplam 134 bant elde edilmistir. Cogalan DNA bantlarindan 74
tanesinin polimorfik oldugu gézlemlenmistir. Toplam polimorfizm orani %55,2 olarak
hesaplanmustir.

Choi vd. (2018), Kore'nin ¢esitli bolgelerinden topladiklar1 Amphitetranychus
viennensis'te mitokondriyal (COI) geni ve niikleer ribozomal DNA'nin 1TS2 bdlgesinin
niikleotid dizilimlerini belirlemislerdir. Sekans karsilastirmasi  sonucu, Kore
orneklerinin, biri Geoje ve Jinju Orneklerini iceren, digeri ise Geoje/Jinju Ornekleri
disindaki tiim ornekleri iceren iki gruba ayrildigimi gostermistir. Geoje/Jinju ornekleri
harig, cogu 6rnekte, hem COI hem de ITS2 dizilerindeki varyasyonlar1 sirasiyla % 1.04
ve % 0.99'dan az, ancak, iki grup arasindaki varyasyonlari sirastyla %6,23-6,92 ve
%3,02-4,02 olarak bulmuslardir. Ayrica, GenBank veri tabanindaki dizilerle yaptiklar
filogenik analizde, Kore'nin giiney bolgesinde yer alan Geoje/Jinju'dan alinan 6rneklerin
en ¢ok Japon orneklerine, digerlerinin ise en ¢ok Cin ve Tayvan 6rneklerine benzedigini
bildirmislerdir.
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Mirza vd. (2020), Suudi Arabistan'nin farkli bolgelerinden ¢esitli konukgular
tizerinden topladiklar1 10 Eutetranychus orientalis popiilasyonunda 40 farkli morfolojik
ozellige dayali fenotipik varyasyonlari degerlendirmiglerdir. Ayrica, bu fenotipik olarak
degisen popiilasyonlarin tiir teshisini dogrulamak igin ITS2-rDNA dizilerini
kullanmislardir. Téim popiilasyonlarda fenotipik varyasyonlar dorsal killarin sekli ve
uzunlugu, d1 ve el killar1 arasindaki ¢izgili desen ve bacak kaetotaksisinde
bulunmustur. Bu morfolojik olarak degisen popiilasyonlarin rDNA dizi analizi, 10 farkl
ITS2 Suudi haplotipiyle sonuglanmistir. Fenotipik ve genetik varyasyonlarin, cografi
dagilimlarindan ¢ok konukgu bitkilerle ilgili oldugundan bahsetmislerdir. Phoenix
dactylifera'dan toplanan E. orientalis popiilasyonu hem fenotipik olarak hem de genetik
olarak farkli bulunmustur. Farkli bolgelerden Ziziphus sp., Morus sp. ve Azadirachta
indica'dan elde edilen haplotipler ayni alt dalda gruplanmistir. Farkli konukgu bitkilerde
yasayan farkli E. orientalis popiilasyonlar1 arasinda fenotipik varyasyonlarin oldugu
sonucuna varmislar, bu tiiriin fenotipik tiir i¢i varyasyonlar gz oniinde bulundurularak
dikkatlice tanimlanmasi gerektigini bildirmislerdir.

2.3. Tetranychidae Familyasinda Endosimbiyontlar

Gotoh vd. (2003), Japonya’dan topladiklar1 42 farkli Tetranychidae tiiriinde 16S
rDNA (O'Neill vd. 1992) ve ftsZ gene (Holden vd. 1993) primerlerini kullanarak
Wolbachia’yi tespit etmislerdir. Wolbachiay1 42 farkli Tetranychidae tiiriinden 7’sinde
saptamiglardir.  Bu yedi tiir, Panonychus, Shizotetranychus, Oligonychus ve
Tetranychus cinslerinin iyeleridir.

Yu vd. (2011), Wolbachia enfeksiyonunun, bilinen enfeksiyon durumu olan 198
bireyden mitokondriyal sitokrom oksidaz I (COI) geninin bir kismmi dizileyerek
kirmizidriimceklerdeki mtDNA  varyasyonu {izerindeki etkilerini arastirmislardir.
Yaptiklari  neutrality McDonald—Kreitman ve testleri sonucu, Wolbachia
enfeksiyonunun kirmizidriimceklerde mtDNA varyasyonu {izerinde net bir etkisini
gostermedigini bildirmislerdir.

Zhang vd. (2013), Cin’den 12 farkli popiilasyondan Tetranychus truncatus, 3
farkli popiilasyondan T. urticae, 3 farkli popiilasyondan T. kanzawai, 2 farkli
popiilasyondan T. pueraricola, 2 farkli popiilasyondan T. phaselus tiirlerini
toplamiglardir. Bu tiirlerde, wsp primerlerini kullanarak Wolbachia’nin bulunma
araligini sirasiyla ylizde 37.5-100, 40-100, 31.4-100, 50-86.1 ve 62.5-70 olarak
belirlemisledir.

Ikten ve Sahin (2016), yeni nesil sekanslama yontemi kullanarak yaptiklari
caligmada, 100 bireyden toplu DNA izolasyonu yapmislar ve T. urticae’de en az 3 farkli
Wolbachia irki tespit etmislerdir.

Sakamoto vd. (2018), Wolbachia/Cardinium enfeksiyon durumunu belirlemek
amaciyla, Japonya genelinden 45 akar, Oligonychus castaneae Ehara & Gotoh (Acari:
Tetranychidae) popiilasyonu toplamiglardir. Daha sonra, Wolbachia ve/veya Cardinium
enfeksiyonunun etkilerini netlestirmek i¢in hem mtDNA'nin sitokrom ¢ oksidaz alt
birim | (COIl) geni hem de niikleer DNAmin 28S rRNA genine dayali olarak
olusturduklart O. castaneae'nin filogenetik agaglarmi karsilastirmislardir. 106
Wolbachia ile enfekteli birey ve 250 Cardinium ile enfekteli birey olmak {izere,
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toplamda 450 enfekteli birey ve enfeksiyon oranini da %79 olarak bulmuslardir. Cift
enfekteli birey gézlemlenmemistir. 28S agacinda, hemen hemen tiim popiilasyonlar tek
bir grup, COI agacinda cografi dagilimdan daha ¢ok Wolbachia/Cardinium
enfeksiyonunu yakindan takip eden dort ayr1 grup olusturmuslardir.

Zhu vd. (2018), Cin'den 21 bdlgeden, 12 konukgu bitkiden topladiklari 935
Tetranychus truncatus'un dogal popiilasyonlarinda endosimbiyontlar1 arastirmislardir.
Uc fakiiltatif endosimbiyontu (Wolbachia, Cardinium ve Spiroplasma), farkl
enfeksiyon frekanslarinda tespit etmislerdir (sirasiyla %52.5, %26.3 ve %38.6).
Endosimbiyont bulunma oranlariin, ¢evresel faktorlerle iligkiler sergiledigini:
Wolbachia bulunma oranlarinin, yillik ortalama sicakligin daha yiiksek oldugu yerlerde
artarken, Cardinium ve Spiroplasma bulunma oranlarinin ise daha yiiksek rakimlardan
gelen yerlerde arttigimi bildirmislerdir. Wolbachia’nin, Lycopersicon esculentum ve
Glycine max’dan toplanan akarlarda Zea mays’dan toplananlara gore daha yaygin
oldugundan bahsetmislerdir. Yaptiklart bu c¢alisma ile konuk¢u endosimbiyont
etkilesimlerinin, iklim ve diger cografi olarak baglantili faktorlerin yani sira,
konukgunun besin bitkisi dahil olmak iizere, ¢evresel faktorlerle iliskili olabilecegini
vurgulamiglardir.

Pina vd. (2020), Ispanya’da turunggil bahgelerinden topladiklar1 Aplonobia
histricina (Berlese), Eutetranychus banksi (McGregor), E. orientalis (Klein),
Panonychus citri (McGregor), Tetranychus evansi (Baker and Pritchard), T. turkestani
(Ugarov and Nikolskii) ve T. urticae popiilasyonlarinda Cardinium, Rickettsia,
Spiroplasma ve Wolbachia endosimbiyont bakterilerin varligin1 belirlemislerdir. PCR
sonucunda, sadece Wolbachia y1 tespit etmislerdir.

2.4. Akarlarda Yeni Nesil Dizileme Calismalar:

Konakandla vd. (2006), predator akarlar gibi bireysel kii¢lik organizmalardan
elde edilebilen sinirli miktarda DNA nedeniyle molekiiler genetik ¢aligmalar yiiriiten
sorunlarin tistesinden gelmek i¢in Chelex DNA ekstraksiyonunu kullanarak tim genom
amplifikasyonu (WGA) gelistirmislerdir. Chelex siispansiyonunda izole edilen tek bir
akar, Phytoseiulus persimilis Athias-Henrot'dan (Acari: Phytoseiidae) DNA, WGA'ya
tabi tutulmustur. WGA ile elde edilen DNA, polimeraz zincir reaksiyonu igin
kullanilmigtir ve ardindan dogrudan sekanslama yapilmistir. Bu nedenle, Chelex DNA
ekstraksiyonu ve WGA'nin kombinasyonunun, bireysel akarlar1 kullanarak birden fazla
lokus i¢in molekiiler markerlar1 incelemede basit ve saglam bir teknik oldugu
gosterilmistir. Bu metotlarin (Chelex ekstraksiyonu ve ardindan WGA yontemlerinin),
bireysel akarlarin genotiplerine ihtiya¢ duyulan genetik caligmalar i¢in ¢ok sayida PCR
reaksiyonu i¢in kullanilabilecek biiylik miktarda DNA sablonu sagladigi sonucuna
varmiglardir.

Ming-Long vd. (2010), diinya ¢apinda bir narenciye zararlis1 olan Panonychus
citri'nin mitokondriyal genomunun tamamint siralamis ve diger Acari ile bir
karsilagtirma yapmuslardir. Panonychus citri'nin mitokondriyal genomunun, 13.077
b¢'lik tipik bir dairesel molekiil oldugunu ve genellikle metazoanlarda bulunan 37 genin
tam setini igerdigini bildirmislerdir. Arastiricilar, baslica protein kodlama geninin
(PCG'ler), biiylik bir rRNA geninin ve A + T bakimindan zengin bdlgenin dnemli
boyutta kiiciilmesinden dolayi, tiim dizilenmis Acari ve diger Chelicerata'daki en kiiciik
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mitokondriyal genom oldugundan bahsetmislerdir. Panonychus citri i¢in mitokondriyal
gen sirasmin, Panonychus ulmi ve Tetranychus urticae igin ayni oldugunu, ancak bir
dizi gen translokasyonu ve / veya inversiyonu ile diger Acari'den belirgin sekilde farkli
oldugunu bildirmislerdir.

Liu vd. (2013), Cin'den enfekteli kdpek derilerinden elde ettikleri Rhipicephalus
sanguineus'un (RSC) tiim mitokondriyal (mt) genomunu sckanslamislar ve ABD'den
elde edilen (RSU) R. sanguineus'unki ile karsilastirmislardir. Tiim mt genomundaki
niikleotid dizisi farkini, RSC ve RSU arasinda %11.23 olarak saptamiglardir. 13 protein
kodlayan gen i¢in karsilastirma yapildiginda, RSC ve RSU arasinda hem niikleotid (%
9.34-15.65) hem de amino asit (% 2.54-19.23) seviyelerinde dizi farkliliklar1 ortaya
¢ikarmiglardir.

Chen vd. (2014) yaptiklart ¢alismada, Tetranychus cinsine ait Tetranychus
urticae (yesil ve kirmiz1 formlar1), T. kanzawai, T. ludeni, T. malaysiensis, T. phaselus,
T. pueraricola tiirlerinin molekiiler evrimlerini ve akrabalik iliskilerini belirlemek
amaciyla, mitokondriyel genomlarinin sekans dizilimlerini elde etmislerdir. Calisma
sonucunda yedi mitokondriyal genomda, yaklasik 13.000 b¢ kodlayan tipik dairesel
molekiiller oldugunu ve bunlarin genellikle metazoanlarda bulunan 37 genin tam
setinden olustugunu belirtmiglerdir. Mitokondriyal (mt) genlerin sirasi/diizeninin
Panonychus citri ve P. ulmi’nin mt genomlar1 ile ayni, ancak diger Acari'dekinden ¢ok
farkli oldugunu bulmuslardir. Mitokondriyal genomlarin J iplikg¢iklerinin yiiksek
(yaklasik %84) A + T igerigine, negatif GC-¢arpikliklarina ve pozitif AT-¢arpikliklarina
sahip oldugunu bildirmislerdir.

Zhang vd. (2019), predator akar Neoseiulus cucumeris’in yaklasik 40.000
yumurtasint kullanilarak 173 Mb niikleer genomunu (51.75 Gb ¢ift tarafli Illumina
okumalarindan) rapor etmislerdir. Yaklasik tekrarlayan dizilerin 20.6 Mb oldugu (bu
genomun ~%11,93'i) ve agiklamali 18.735 protein kodlayan gen (tipik bir gen 2888 bg
boyutunda) tespit ettiklerini; protein kodlayan genlerin toplam uzunlugunun yaklagik
50.55 Mb oldugunu ortaya koymuslardir. Bu genlerin diger araknid genomlari ile
karsilastirildiginda, yaklasik %37 (6981) N. cucumeris'e 6zgii oldugunu bildirmislerdir.

Lan vd. (2020), Cheyletus malaccensis'in (Acari: Cheyletidae) tiim mitogenomu,
yeni nesil dizileme ile dizilmistir. Dizileme ve anotasyon ac¢iklamadan sonra, 13 protein
kodlama geni, 2 ribozomal RNA iceren C. malaccensis'in dairesel 14.732 bg
mitogenomunu bulmuslardir. Cheyletus malaccensis'in mt genom dizisinin molekiiler
diizeyde ¢oziilmesinin, morfolojik tanimlama sirasinda belirsizlikleri azaltabilicegi ve
Acariformes grubunun filogenisinin yeniden yapilandirilmasinda yararli olabilecegi
bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Calismanin ana materyalini 2017-2019 yillar1 arasinda Antalya, Isparta ve
Burdur illerinin merkez ve ilgelerinden konukgu bitki ayrimi yapmaksizin toplanan
Tetranychidae familyasina ait akar 6rnekleri ve bu ii¢ ile ek olarak Tiirkiye’nin farkli
illerinden toplanan Tetranychus urticae Koch bireyleri olusturmustur.

Akarlarin araziden toplanmasi asamalarinda, buz kutusu, kese kagidi, polietilen
kilitli poset, cam yazar, konum bilgilerini yazmak i¢in kiiciik not kagitlari, kursun
kalem, toplanilan akar 6rneklerinin saklanmasi1 asamasinda, 1.5 mL kilit kapakl1 tiipler
ile morfolojik calismalar i¢in %70’lik, molekiiler c¢alismalar i¢in %96’lik etanol
kullanilmistir. Tiir tespiti ve preparasyon calismalar1 sirasinda, (0) ve (00) numaral
samur firca, syrakus, lam, lamel (ISOLAB markali), “Sigma-Aldrich” firmasindan
alinan laktik asit, gliserin, kloralhidrat, fenol kristali, gum arabicum ve etiiv (Niive)
kullanilmigtir (Sekil 3.1.)

a

Sekil 3.1 Preparatlar hazirlanirken kullanilan malzemeler

On teshis igin akar materyali Nikon markal1 stero mikroskop altinda incelenip,
preparatlar ise Nikon E100 markali 151k mikroskobu altinda hazirlanmistir. Hazirlanan
preparatlarin fotograflarinin ¢ekimi Amscope Markali dijital kamera ile yapilmugtir.

Molekiiler ¢alismalarda ise DNA izolasyonu basamaginda; CTAB
(Cetyldimethylethyl Ammonium Bromide) “Amresco” firmasindan, NaCl, Trisma base,
kloroform, EDTA, etanol ve polyacrylamide kimyasallar1 “Sigma-Aldrich” firmasindan
ve isopropanol ve izoamil alkol kimyasallar1 da “Merck” firmasindan temin edilmistir.
DNA izolasyonunun inkiibasyon basamag: icin gerekli “Boeco Bio TDB-100" kuru
blok ve PCR i¢in “Blue-Ray Biotech” ve “PeqLab primus 96 cihazlar1 kullanilmistir
(Sekil 3.2).

Polimeraz zincir reaksiyonunda (PCR) kullanilan tiim {iriinler (10X Taq buffer,

25 mM MgCl,, 5 U/uL Taq DNA polimeraz, dNTP Set) “Thermo” firmasindan, Urtica
COIl deg R-F, ITS R-F, Singl R-F, Sing2 R-F ve tiim mitokondriyi ¢ogaltmada
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kullanilan primerler ise “Sentebiolab” firmasindan tahsis edilmistir. Elde edilen tirlinleri
goriintiilemek i¢cin “Biomax” markali agaroz ve “Sigma-Aldrich” markali EtBr
(ethidium bromide) kullanilmistir.

DNA’y1, elde edilen WGA ve PCR iiriinlerini parcalamak i¢in ultrasonik banyo
cihazi (Monorex) kullanilmistir (Sekil 3.2b-d). Tiim genom amplifikasyonu metodunda
kullanilan 0.1 pg/uL rastgele hexamer primeri ve 10 U/uL Phi29 DNA polimerase
Thermo firmasindan temin edilmistir. Tasarlanan index primer ve adaptorler ise
“Invitrogen” firmasindan siparis edilmistir. Yeni nesil dizileme i¢in hazirlanan
kiitiiphanelerde 10 U/uL. T4 polynucleotide Kinase (Thermo), 5 U/uL T4 DNA
polimerase (Thermo), 5 U/uL T4 DNA ligase (Thermo), Taq DNA polimerase
(Thermo) enzimleri ile “AmpureXP” bead (Beckman) ve miktar dlgiimlerinde SYBR
green (Thermo) kullanilmastir.

Sekil 3.2. a) Entomoloji 2 laboratuvar genel goriinim b-c) Molekiiler ¢alismalarda
kullanilan PCR cihaz1 d) Utrasonik banyo

3.2. Metot
3.2.1. Tetranychidae familyasi tiirlerinin 6rneklerinin toplanmasi

Calisma alan1 olarak secilen Antalya, Burdur ve Isparta illerinin merkez ve tiim
ilgelerine 2016-2018 yillarinda degisik zaman araliklarinda gidilerek, konukcu bitki
ayirt etmeksizin Tetranychidae familyasina ait tlirler cografik konum belirleme
sistemine gore (GPS) kayit altina alinarak toplanmistir. Tetranychus urticae
popiilasyonlari ise Tiirkiye’ nin farkli illerinden toplanmistir.
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3.2.2. Orneklerin preparasyonu

Akar orneklerinin preparati Diizgiines (1980)’e gore yapilmistir. Preparasyonda
izlenen yontem asagidaki gibidir.

1. %70’lik etanolde saklanan akarlarin preparatlar1 yapilmadan once akarlarin
berraklagmasi i¢in syrakus kabina ince uglu bir igne yardimiyla alinarak, iizerlerine 2-3
damla laktofenol damlatilmustir.

2. Laktofenole konulan akarlar, renklerinin agilip, teshis karakterlerinin ortaya
¢ikmasi igin 30-35°C’ye ayarli etiiv iginde bekletilmistir. Akarlarin yeterince
berraklasip berraklasmadigini anlamak i¢in zaman zaman stereo mikroskop altinda
kontrolleri yapilmistir.

3. Preparatlarin yapilmasinda Hoyer ortami kullanilmigtir. Yeteri kadar
berraklagsmis akarlar, stereo mikroskop altinda ince uglu igne yardimiyla, iizerine Hoyer
damlatilmig temiz, kuru bir lam tizerine alinmig ve bu ortama aktarilmistir.

4. Akara Hoyer ortaminda teshis i¢in uygun pozisyon (genellikle dorso-ventral
pozisyon, Tetranychidae familyasi tiirlerinin erkek bireylerinin aedeagus yapisi igin
lateral pozisyon) verildikten sonra, lamel ile teknigine uygun sekilde, yavasga
kapatilmigtir. Lamel kapatilirken hava kabarcigi olusmamasina dikkat edilmistir.

5. Hazirlanan preparatlar, 40-45 °C’ye ayarli etiivde, 3-4 giin bekletilerek
kurutulmaya birakilmstir.

6. Hazirlanan preparatlarin sag ve sol tarafina birer etiket yapistirilmis, lizerine
gerekli bilgiler kaydedilmistir. Etiket bilgilerinde; akar 6rneginin alindig1 yer, konukgu
bitki, toplanma tarihi, teshis edilen tiiriin bilimsel adi ve teshis eden kisiye ait bilgiler
yer almistir.

7. Lamellerin kenarina Orneklerin hava alarak bozulmalarin1 engellemek
amaciyla seffaf oje stirtilerek saklanmustir.

Morfolojik teshis; Pritchard ve Baker (1955), Jeppson (1975), Hatzinikolis ve
Emmanouel (1991), Zhang (2003), Auger vd. (2003) gibi kaynaklardan yararlanilarak
yapilmistir.

3.2.3. Akar orneklerinden DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in 6rneklerin tamamina (hem tek birey, hem de toplu 100
birey olarak ayrilan), Doyle ve Doyle (1987)’nin gelistirdikleri ‘CTAB’ protokolii
uygulanmistir. Bu protokolde:

1) Akar ornekleri 1.5 mL’lik tiiplere alinmig, {izerine 150 pl %0.3
merkaptoetanol igeren CTAB tampon ¢ozeltisinden (%2 (w/v) CTAB (Cetyltrimethyl-
ammonium bromide), 20 mM EDTA, 1.4 M NaCl, 100 mM Tris-HCL pH:8) eklenip,
ezme ¢ubugu yardimiyla ezilmistir.
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2) Ezilen Orneklerin {izerine 350 pl daha bu tampon ¢o6zeltiden eklenerek,
DNA’nin bu ¢ozeltiye gegmesi i¢in dnceden 65 °C’ye ayarlanan kuru blokta 3 saat
inkiibasyona birakilmustir.

3) Inkiibasyondan alinan 6rneklerin iizerine proteinleri uzaklastirilabilmek igin
500 ul kloroform- izoamil alkol (24:1 oraninda) ilave edilip tiipler iyice ¢alkalanmuistir.
Calkalanan tiipler 14.000 rpm’de 20 dakika santrifiije konulmustur.

4) Santrifiijden alinan tiiplerin alt kisminda kloroformun, iist kisminda ise
DNA’nin bulundugu olmak iizere, iki ayr1 faz olustugu goriilmiistiir. Ust fazdan
yaklasik 400 pl almip, 1.5 mL’lik yeni tiipe aktarilmistir. Uzerine yeniden 400 ul
kloroform- izoamil alkol ilave edilip ependorf tiipler iyice galkalanmistir. Calkalanan
tiipler 14.000 rpm’de 20 dakika santrifiije konulmustur.

5) Satrifiijden alman 6rneklerden yeni 1.5 mL’lik tiiplere list fazdan 300 pl
alinmig, DNA’y1 ¢oktiirmek i¢in iizerine 300 pl (alinan st faz ile esit hacimde) soguk
isoproponal eklenmis, 15 defa yavas bir sekilde alt-iist edilmistir. Ornekler -20 °C’de
bir gece bekletilmistir.

6) -20°C’de bir gece bekletilen 6rnekler, 20 dakika 14000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Santrifiij islemi tamamlandiginda, tiiplerin dibinde pelet olusumu
gozlenmistir.

7) Daha sonra, olusan pelete zarar vermeden tiipteki sivi yavasga dokiilmiis,
tizerine 500 pl soguk %70’lik etanol ilave edilip, 5 dakika santrifiije birakilmistir. Bu
islem bir defa daha tekrar edilmistir. Bu asamadan sonra, i¢indeki etanol tiipiin
dibindeki pelete zarar vermeden dikkatli bir sekilde bosaltilmstir.

8) En son tipler kurutulmaya birakilmistir (yaklasik 1,5 saat). Daha sonra
tiiplere tek birey i¢in 35 pl, toplu olarak ¢ikarilanlar (pool) i¢in 80 ul otoklavli saf su
ilave edilmistir.

9) Tiip icerisindeki DNA’nin siviya gegebilmesi i¢in drnekler +4 °C’de bir gece
bekletilmis, daha sonra DNA’nin bozulmamasi i¢in 6rnekler -20 °C’de saklanmuistir.

Tek bireyden DNA izolasyonunda yeterli basari saglanamadigindan, izolasyonda
stok olarak hazirlanan (%50°lik) Linear Polyacrylamide soliisyonu %7.5 oraninda
seyreltilip, bu soliisyondan DNA izolasyon agamasinda (5. basamakta) yeni tiipe alinan
ikici iist fazin {izerine alinan miktar kadar eklenmis ve dikkatlice karistirilmistir.
LPA’nin bu basamakta 1:1 oraninda eklenmesi ve yavasga karistirllmasi, DNA
izolasyon basarisi agisindan kritiktir. Daha sonra, olusan son hacim kadar -20 °C’de
saklanan isoproponal eklenip, yavas¢a karistirilmastir.

Etanolde toplu olarak saklanan akar orneklerinin DNA’larmin bir kisminin
etanole gegmis olabilecegi ihtimali degerlendirilmistir. Bu nedenle, tiip icerisinde toplu
olarak (yaklasik 100 birey) saklanan Tetranychus urticae bireylerinde etanole gegis olup
olmadigmin testlenmesine karar verilmistir. Bu amagla akarlara zarar vermeden, tiip
icerisindeki etanol yeni bir tiipe almmistir. Uzerine aym miktarda %7.5 oraninda
seyreltilen polyacrylamide eklenmis ve iyice karistirilmistir. Uzerine son hacim -20
°C’de saklanan isoproponal eklenip, yavasca karistirllmistir. Geri kalan basamaklar ayni
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sekilde uygulanmistir. Buradaki basarinin nedeni, LPA ilavesinin olusacak iz
miktardaki DNA peletini ¢oktiirebilir ve goriiniir hale getirmesidir.

Tezde tek birey akardan DNA izolasyonu basar1 oranini anlamak igin (tek birey
akardan elde edilen DNA’nin agaroz jelde goriintiilememesinden dolay1) Cizelge 3.1’de
verilen Dog¢. Dr. Cengiz IKTEN’in tasarladigi Urtica COI F/R primerleri ile
mitokondriyal “Ctyochrome Oxidase Subunit I’ (COI) gen bolgesi, ITS F/R primerleri
ve ITS gen bolgesi ¢ogaltilmistir. PCR reaksiyonu son hacim 15ul olacak sekilde; 10x
Taq buffer, 25 mM MgCly, 2.5 mM dNTP, 10 uM F-primer, 10 uM R-primer, 0.5 {inite
Tag DNA polimeraz, ultra saf su ve DNA igermektedir. ITS ve COIl primerleriyle
kurulan PCR asamalar1 Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Internal Transcribed Spacer (ITS) ve Cytochrome oxidase (COI) bolgesine
ait DNA dizileri kullanilarak, tasarlanan primerlerler

Primer Ad1 Dizi

ITSF 5> GGTGAAATTCTTGGAYCGTCGCAAGAC 3’
ITSR 5> CGCGTGCRGCCCCRGACATCTAAG 3’
UrticaCOIF 5> TAGGTAAAAAAGAAGTTTTTGG 3’
UrticaCOIR 5> GTAAATCCTCCAATAGAAAATATAA 3’

Cizelge 3.2. ITS primerleri ile kurulan PCR programi

Asama Sicaklik (°C) Siire (Saniye) Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 95 120 1
Denatiirasyon 95 90

Baglanma 60 75 35
Uzama 72 75

Son Uzama 72 300 1

Cizelge 3.3. COI primerleri ile kurulan PCR programi

Asama Sicaklik (°C) Siire (Saniye) Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 94 150 1
Denatiirasyon 94 50

Baglanma 53 50 35
Uzama 72 70

Son Uzama 72 300 1

3.2.4. Tim genom amplifikasyonu (whole genome amplification)

Yeni nesil dizileme oncesi gerekli olan kiitliphane hazirlig: i¢in, yaklasik 150
nanogram ylksek molekiiler agirliga sahip DNA olmasi gerektiginden ve bu miktar
DNA Tetranychidae’nin tek bir bireyinden elde edilememesi nedeniyle, tek bireylerden
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izolasyon sonucu elde edilen iz miktardaki DNA’nin Oncelikle artirilmasi
gerekmektedir.

Bu nedenle, tiim genomun esit olarak g¢ogaltilabildigi, PCR temelli olmayan
WGA (Whole genome amplification) protokolii kullanilmistir. Bu islem i¢in elde edilen
az miktardaki DNA; 0.02 pg random hexamers (6 baz uzunlugunda rastgele primer
karisimi) kullanilarak 5 unite Phi29 DNA polimeraz, 20 mM dNTP ve tampon ¢ozelti
igerisinde 16 saat boyunca 30°C’de inkiibasyona tabi tutulmustur (Cizelge 3.4). Elde
edilen WGA fdriinii ¢ogaltilmis DNA’nin kalite ve miktart %]1,5’luk agaroz jel
ortaminda kontrol edilmistir.

Cizelge 3.4. WGA bilesenleri

Bilesenler Miktari
Random hexamer primeri 0,5 ul
dNTP (20 mM) 2,16 ul
BSA (100 mg/ml) 0,1 ul
H20 1,24 ul
DNA 2 ul
Buffer 1X 0,5 ul
H.0 1,24 ul
phi 29 polimeraz (5 unit) 0,25 pul

WGA protokolii, az miktarda olan tek bireyin DNA’simin ¢ogaltilmasi iglemi
oldugundan, bazen bu protokolde spesifik olmayan amplifikasyonlar (Tetranychidae
DNA’sinin ¢ogalmamasi) olusabildiginden ve bu spesifik olmayan ¢ogalmanin dizileme
analizleri yapilmadan evvel anlagilamamasindan dolayi, bir popiilasyondaki birgok
(pool DNA) bireylerden de yeni nesil dizileme kiitiiphanesi hazirlanmaya karar
verilmistir. Bu islem icin yiiz birey akardan CTAB metodu ile DNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. DNA’nin kalitesi ve miktar1 %1°lik agaroz jelde kontrol edilmistir.

3.2.5. Mitokondriyal genomun amplifikasyonu

Toplanilan akarlarin tim mitokondriyal boélgesinin sekans dizilimini (yaklagik
13100 bg) elde etmek amaciyla, gen bankasindaki Tetranychidae dizilimleri dikkate
alinarak, Primer3 Plus programi kullanilarak primerler dizayn edilmistir (Cizelge 3.5).
Tasarlanan primerler kullanilarak, her bir primer ¢ifti i¢in hedef tirtinler elde edilmistir.
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Cizelge 3.5. Tim mitokondriyal bolgeyi c¢ogaltmak i¢in tasarlanan primerler ve
dizilimleri

Primer adi Primer sekansi

913F GCYACWATAATTATTGCYATYCC

941R CCWGTWGGRATRGCAATAATTAT

3043F TTGAACTGAGTTCAAATCGGTG

3062R CCGATTTGAACTCAGTTCAAGTTA

6399F TGTACATATTGCCCATCACTTTCAT

6424R ATGAAAGTGATGGGCAATATGTACA
6491F CCGTATATTCAATTTCCAATTGAA

6515R TTCAATTGGAAATTGAATATACGG

8342F TAGWATAGCAAARGARAATTTTTTTCC
8368R GGAAAAAAATTYTCYTTTGCTA

10962F CCHACHCCWATTTCAGCAATAGT

11011R CCTGCTGTTACAAGAGTTGAACT

12154F ATTTATTTTATTATTCAAGARATWAGATC
12183R GATCTWATYTCTTGAATAATAAAATAAAT

Tetranychidae familyasina ait akarlardan elde edilen genomik DNA’lardan
komple mitokondrial genomun PCR ile cogaltilmasi i¢in bes spesifik primer c¢ifti
kullanilmistir (Cizelge 3.6; Sekil 3.3). PCR reaksiyonu son hacim 15 ul olacak sekilde
hazirlanmistir. Gradient PCR reaksiyonu; 10x Dream Taq buffer, 25 mM MgCl,, 2.5
mM dNTP, 10 uM F-primer 10 uM R-primer, 0.5 linite DreamTaq DNA polimeraz,
ultra saf su ve DNA igermektedir (Cizelge 3.7). Tiim bu primerler, hem pool DNA hem
de tek birey akar DNA’sinda denenmistir. Kullanilan bes primer ¢iftiyle de kurulan
PCR asamalar1 Cizelge 3.8’de gosterilmistir.

PCR sonucu olusan tirtnleri 10:2 oraninda yiikleme boyasi ile karistirildiktan
sonra, icinde 5 mg/L EtBr bulunan %1.5’luk agaroz (Tris Acetate- EDTA, pH:8) jele
yiiklenerek 80 volt DC’de yaklagik 50 dk ayristirilmistir. Jel ultraviyole 1sik altinda
goriintiilenmistir.

Cizelge 3.6. Tiim mitokondriyi ¢gogaltmak i¢in kullanilan primerler

Primerler Beklenen PCR Uriin Biiyiikliigii (bc)
913F-3062R 2149
3043F-6515R 3472
6491F-8368R 1877
8342F-11011R 2669
10962F-941R 3079
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Cizelge 3.7. Mitokondriyal genomun gradient PCR ile ¢ogaltilmasi i¢in gerekli

bilesenler ve miktarlar1

Bilesenler Miktar (ul)
MgCl;, (25 mM) 1,25
DreamTaq Buffer (10x) 1,5
dNTP (10 mM) 1,25
H,O 7
DreamTaq DNA polimeraz (5u/ul) 0,2
F-primer (10 pmol) 1
R- primer (10 pmol) 1

Cizelge 3.8. Tiim mitokondriyal bolgeyi ¢ogaltmada kullanilan gradient PCR programi

Asama Sicakhik (°C) Siire (Saniye) Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 95 120 1
Denatiirasyon 92 20

Baglanma 52407 60 36
Uzama 68 240

Son Uzama 72 420 1

913F

12183R

8342F

Sekil 3.3. Tiim mitokondriyi ¢ogaltmada
genomdaki pozisyonlari
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3.2.6. Yeni nesil dizileme kiitiiphanelerin olusturulmasi

PCR amplifikasyonu ile Tetranychidae familyasina ait akar 6rneklerinden farkli
mitokondriyal gen bolgeleri ¢ogaltilmistir. Bu c¢ogaltma isleminde, 5 farkli primer
kombinasyonu kullanilmig ve PCR sonucu elde edilen iirlinler agaroz jel sisteminde
gorlntiilenerek PCR basaris1 teyid edilmistir.

PCR asamasi sonrasinda elde edilen {irtinler, WGA {iriinleri ve pool olarak elde
edilen DNA’lar kiitliphane asamasindan evvel bir kez daha kalite ve miktarlar
yoniinden agaroz jel sisteminde tekrar kontrol edilmistir. Kontrol sonrasi, kalite, saflik
ve amplikon biiyiikliikleri kayit altina alinarak, NGS islemleri i¢in uygun olduklari
tespit edilmistir.

Elde bulunan tiim tiriinler (PCR amplikonlari, WGA iiriinleri ve pool DNA) ile
NGS Kiitiiphanesi hazirligina baslanmistir. Bu asamada, iiriinler oncelikle “ultrasonik
banyo” ya da “fragmentase” enzimi ile fragmantasyona tabi tutulmustur. Fragmantasyon
sonucu olusan iiriinler, “AmpureXP” ile “size selection” ve “temizlik” islemlerine tabi
tutulmustur. Bu asama sonrasi elde edilen fragmantasyon {iriinlerinin kalite ve
miktarlar1 agaroz jel sisteminde kontrol edilmistir. Istenen boyuta indirgenen bu
fragmantasyon iriinlerinin uglar1 “End repair” ve “A tailing” islemleri ile NGS
adaptorlerine uygun hale getirilmistir. Bu asama sonrasinda, uclar1 diizeltilen iiriinler
tekrar “AmpureXP” bead’leri kullanilarak enzimlerden temizlenmistir. Takiben, her
iriin kendine 6zgili barkod barindiran ve ayn1 zamanda Illumina chiplerine baglanmay1
saglayan adaptorler ile “ligation” islemine tabi tutulmustur. Ligation sonrasi, tekrar
“AmpureXP” kullanilarak temizlenen {irlinler, Illumina spesifik primerler kullanilarak
PCR islemine tabii tutulmustur. Bu sekilde olusturulan her kiitiiphanenin kalite ve
kantitesi agaroz jel sisteminde kontrol edilmistir. Olusturulan bireysel kiitiiphaneler
miktarina bagl olarak uygun oranda genel bir havuzda birlestirilmis ve olusan karisim
kiitiphane Illumina platformunda 150 b¢ biyiikliginde iki yonli dizilemeye tabii
tutulmustur.

3.2.7. Filogenetik analizler

Filogenetik agaglar olusturulurken; tez kapsaminda elde edilen sekanslara
ilaveten, GenBank’a daha oOnceden yliklenen Tetranychidae familyasma ait ilgili
sekanslar da kullanilmistir. Filogenetik agaglar1 olusturmak amaciyla Cins i¢i ve cinsler
aras1 genetik uzakliklar1 belirlemek icin MEGA 7 (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis) programi kullanilmistir (Kumar vd. 2018). MEGA programi tarafindan COI
ve ITS geni i¢in en iyi modeller olarak belirlenmis (Kimura 1980) ve 1000 bootstrap
kullanilarak maksimum benzerlik algoritmasi ile filogenetik agaclar elde edilmistir.

3.2.8. Biyoinformatik analizler

Dizileme sonrasi elde edilen “fastq” dosyalar1 oncelikle “je demultiplex”
programi kullanilarak “debarcoding” islemine tabi tutulmus ve her 6rnegin kendine
0zgl “fastq” dosyalar1 olusturulmustur. Olusturulan bireysel “fastq” dosyalarinin
herbiri “fastp” ve takibinde “trim galore” programlar1 kullanilarak Illumina spesifik
adaptorlerden ve diisiik kalite ve kisa okumalardan arindirilmistir. Temizligi
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tamamlanan okumalarin, “assembly” islemleri “megahit” ve “metaspades” programlari
ile gergeklestirilmistir. “Assembly” islemi gerceklestirilen her PCR iiriiniine ait dosya
icerisinde ilgili PCR iirlinlinii olusturmakta kullanilan primerlerin varligt ve uygun
oryantasyonda oldugu ve “assembly” igerisinde iki primer aras1 uzakligin agaroz jelde
elde edilen biiyiikliik ile uyumlu olup olmadiklar1 kontrol edilmistir. Bu kriterleri gecen
“assembly” sonuglari, ilgili 6rnege ait “fasta” dosyasi olarak kaydedilmistir. Ayrica,
olusturulan “fasta” dosyasi “referans genome” kabul edilerek ilgili 6rnege ait temizligi
yapilmis “fastq” dosyasi igerisindeki dizi okumalar1 “referans genome” iizerine align
edilmistir. Bu islem “bowtie2” programi kullanilarak gerceklestirilmis ve sonuglar ilgili
Ornege ait “bam” ve “bai” dosyalar1 olarak kaydedilmistir.

Olusturulan PCR assembly islemlerinde herhangi bir hatanin olusup olusmadigi
ise “bam” dosyalar1 “Integrated Genome Browser” programinda igerisinde kullanilarak
gorsel agidan kontrol edilmis ve herhangi bir “misassembly” goriildiiglinde, “fasta”
dosyas1 manuel olarak diizeltilmistir. Son diizeltmeleri de gergeklestirilen her 6rnege ait
“fasta” dosyalar1 her bir lokus icin bir araya getirilerek “multifasta” dosyasi
olusturulmustur. Olusturulan “multifasta” dosyasi daha sonra “Clustal W” programinda
“alignment” islemine tabii tutulmustur. Her lokus i¢in ayr1 ayr1 olusturulan “alignment”
dosyalar1 gorsel olarak incelenerek “alignment kalitesi” ve polimorfik bolgelerin varligi
arastirilmis ve akabinde filogenetik analizler icin MEGA 7 programinda kullanilmistir.

Tetranychus urticae tiirli, Tetranychidae familyasi igerisinde tiim genomu
yayinlanan tek tiir olmasi1 ve ekonomik dneme sahip olmasi nedeniyle, bu tiire ait Melek
Borazani bitkisinden toplanan bir popiilasyondan elde edilen DNA ile hazirlanan
kiitliphane, yiiksek sayida Illumina okumasina tabi tutulmustur. Bu 6rnekten elde edilen
diziler referans genome ile “alignment” yapildiktan sonra, “freebayes” programi
kullanilarak “10X genome coverage” ve “minimum %75 varyant igerme” kistaslarinda
polimorfizm taramasina tabi tutlmustur. Olusturulan “vcf” dosyasi igerisindeki “SNP”,
“MNP” ve “Indel” varyasyonlari ayr1 ayri taranmig ve referans genom ile bu
popiilasyona ait 6rnek arasindaki polimorfizm degerleri ortaya konulmustur. Ayrica,
“Indel” polimorfizmine ait veriler detayli analize tabi tutularak referans genome ile bu
ornek arasinda olusan en az 10 bg biyikliigindeki insersiyon ve delesyonlar
belirlenmistir. Yine, bu veri seti igerisinde bulunan SSR bdélgeleri “STR-FM” programi
aracilifiyla belirlenmistir.

WGA sonrast ya da ¢oklu bireylerden dogrudan elde edilen DNA’lar ile
olusturulan kiitiiphanelerde endosibiyont varliginin ortaya ¢ikarilmast isleminde,
oncelikle her bir Ornek i¢in “metaspades” programi ile “assembly” dosyasi
olusturulmustur.  “Multi-fasta” formatindaki bu dosya igerisinde potansiyel
endosibiyontlara ait “contig” varligini ortaya koymak ig¢in bilinen endosibiyont
genomlari tek bir “multi-fasta” dosyasi olarak birlestirilmis ve “BBtools” programinda
“bait” dosyasi olarak kullanilmistir. Bu asamada minimum 100 b¢ uzunlugunda tam
eslesme kriteri kullanilarak “assembly” dosyasi igerisinde yer alan endosymbiontlara ait
“contig” ler ayr1 bir dosyaya aktarilmis ve sayilar1 belirlenmistir.

PCR ya da WGA sonras1 ve ¢oklu bireylerden dogrudan elde edilen DNA’lar ile
olusturulan kiitiiphanelerde tiim mitokondri ve ribosomal DNA (rDNA) bdlgelerinin
ortaya ¢ikarilmasi isleminde, yukarida endosibiyont yaklasiminda oldugu gibi 6ncelikle
“metaspades” programi kullanilarak “assembly” dosyasi olusturulmustur. Olusturulan
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bu dosyalarda mitokondriyal ve rDNA varligi “BBtools” programi kullanilarak ortaya
konulmustur. Ancak, her bir hedef bdlge icin secilen “bait” dosyasi igin farkl
“multifasta” dosyalar1 kullanilmistir. Bu amagla, genbankasinda Tetranychidae
familyasi i¢in bildirilen tiim mitokondriyal DNA dizilimleri “multi-fasta” formatinda bir
araya getirilmis ve “bait” dosyasi olarak kullanilmistir. Benzer sekilde, rDNA i¢in
genbankasi ayrica taranmis ve bulunan rDNA bilgileri farkli bir “multi-fasta” dosyasi
icerisinde “bait” olarak kullanilmistir. “Bait” dosyalar1 ile segilen “contig” bilgileri
BLAST analizine tabii tutularak sonuglar teyit edilmistir. Mitokondriyal genome
anotasyonu i¢in MITOS (Bernt vd. 2013), MFannot (Beck ve Lang 2010) ve GeSeq
(Tillich vd. 2017) olmak tizere, 3 farkli program kullanilmistir. MITOS programi
protein kodlayan genler ve tRNA bolgelerinin, MFannot programi sadece protein
kodlayan genlerin ve GeSeq programi ise tRNA bolgelerinin tahmin edilmesinde
basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Protein kodlayan genlerin ve tRNA bdlgelerinin
siralanmasinda olusturulan fiziksel haritalar OGDRAW programu ile ¢izilmistir. Elde
edilen tDNA contigleri igerisinde “SSU”, “ITS1”, “5S”, “ITS” ve LSU bdlgelerinin
baslangi¢ ve bitis noktalari ise “StructRNAfinder” programi ile tahmin edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Morfolojik Bulgular
4.1.1. Elde edilen Tetranychidae tiirleri hakkinda bilgiler

Tez kapsaminda elde edilen tiirlerin sinonimleri, yayiliglar1 ve konukgulari
Migeon ve Dorkeld (2021)’ye gore verilmistir.

Tiir: Amphitetranychus viennensis (Zacher, 1920)
Taksonomi: Tetranychidae — Tetranychinae — Tetranychini

Sinonim:  Tetranychus (Epitetranychus) viennensis Zacher 1920, Tetranychus
crataegi Hirst 1920, Tetranychus  crataegi Zacher 1921,  Apotetranychus
virginis Ugarov 1937, Apotetranychus longipenis Pritchard & Baker 1955.

Tanmimi: Dorsalde diger Tetranychid’lerde oldugu gibi toplam 26 adet kil bulunur (Sekil
4.1a). Dubleks setae tarsuslarda yer alir, 1. ¢ift bacakta 2 adet ve 2. ¢ift bacakta 1 adet
bulunur. Peritremin sonu ag seklindedir. Erkekte aedeagus keskin bir bigimde egilmis,
kaudast uca dogru sivri olup, diiz ve dikey sekildedir (Sekil 4.1b) (Pritchard ve Baker,
1955).

Sekil 4.1. Amphitetranychus viennensis a) disi birey b) erkek bireyde aedagus yapisi

Incelenen materyal: Antalya: Korkuteli 37° 11' 8.7576" N, 30° 1' 24.1104" E Prunus
cerasus 39, 14, Burdur: Aglasun Prunus avium 37° 38' 26.502" N, 30° 29' 49.8156 E
39,18

Yayilisi: Oryantal ve Palearktik bolgeler.

Konukgular:: Apocynaceae, Betulaceae, Compositae, Caprifoliaceae, Fagaceae,
Grossulariaceae, Hydrangeaceae, Moraceae, Malvaceae, Oleaceae, Rosaceae,
Sapindaceae, Salicaceae ve Ulmaceae familyalarina giren 70 bitki tiiri.
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Tiir: Eutetranychus orientalis (Klein, 1936)

Taksonomi: Tetranychidae - Tetranychinae - Eurytetranychini

Sinonim: Anychus latus Canestrini & Fanzago sensu Hirst 1923, Anychus
ricini Rahman & Sapra 1940, Eutetranychus monodi André 1954, Anychus
orientalis Klein 1936, Eutetranychus anneckei Meyer 1974, Eutetranychus sudanicus El
Badry 1970

Tanmm: 13 c¢ift dorsal viicut killarinin tiimii tiiberkiillerden ¢ikar, uzunluk ve sekil
olarak degisir. Erkek, disiden ¢ok daha kiigliktiir ve tiggen seklinde sona dogru daralir.
(bacak I viicut uzunlugunun yaklasik 1.5 kat1 kadardir) (Sekil 4.2b). Viicut killar1 kisa
ve bir x10 lens ile goriilemez (Sekil 4.2¢) (Smith-Meyer, 1981; Dhooria & Butani,
1984).

Sekil 4.2. Eutetranychus orientalis a) disi birey b) erkek birey c) seta yapisi

incelenen materyal: Antalya: Konyaalt;, 36° 53' 16.6" N 30° 38' 55.8" E Melia
azedarach 49,24, 36° 53' 16.6" N 30° 38' 55.9" E Citrus sinensis 29,13

Yayihsi: Afrotropikal, Avustralasya, Oryantal, Palearktik bolgeler.

Konukculari: Aizoaceae, Amaranthaceae, Anacardiaceae, Annonaceae, Apocynaceae,
Araceae, Araliaceae, Arecaceae, Asparagaceae, Bromeliaceae, Bixaceae, Caricaceae,
Cannabaceae, Casuarinaceae, Celastraceae, Cleomaceae, Combretaceae, Compositae,
Convolvulaceae, Cucurbitaceae, Cupressaceae, Ebenaceae, Euphorbiaceae, Fagaceae,
Heliconiaceae, Juglandaceae, Lauraceae, , Lythraceae, Leguminosae, Lamiaceae,
Magnoliaceae, Malvaceae, Musaceae, Meliaceae, Menispermaceae, Molluginaceae,
Moringaceae, Moraceae, Muntingiaceae, Myrtaceae, Nelumbonaceae, Nyctaginaceae,
Oleaceae, Oxalidaceae, Passifloraceae, Poaceae, Pontederiaceae, Pedaliaceae,
Rhamnaceae, Rosaceae, Rutaceae, Rubiaceae, Salicaceae, Santalaceae, Sapindaceae,
Sapotaceae, Salvadoraceae, Simaroubaceae, Solanaceae, Tamaricaceae, Verbenaceae ve
Vitaceae familyalarina giren 228 bitki tiird.

Tiir: Oligonychus sp.

Taksonomi: Tetranychidae — Tetranychinae — Tetranychini
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Incelenen materyal: Antalya: Konyaalt1 36° 53' 04.9" N 30° 39' 07.7" E Picea
orientalis

Sekil 4.3. Oligonychus sp. disi birey
Tiir: Petrobia (Tetranychina) harti (Ewing,1909)
Taksonomi: Tetranychidae — Bryobiinae — Petrobiini

Sinonim: Tetranychina agerati Sayed 1946, Tenuicrus errabundus Womersley 1940,
Petrobia (Tetranychina) harti Ewing 1909, Tetranychina macdonoughi McGregor
1917, Neobryobia spectabilis Reck 1941, Tetranychina spectabilis Reck 1941,
Tetranychina tuberculata Kishida 1921.

Tammi: Dorsal setae tiiberkiiller lizerinde kiimelenmistir. Peritreme golf sopasi gibi
kisa kancada biter ve ¢ikinti yapmaz. Dorsal setae fl, dorsuma medial olarak
yerlestirilmis diger killardan daha kisadir. Bacak I, viicudun iki kat1 uzunlugundadir.
Erkek bireyde aedeagus neredeyse diizdiir, distalde keskin bir noktaya dogru esit sekilde
incelir (Anonymous, 2021) (Sekil 4.4c).
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C

Sekil 4.4. Petrobia harti @) disi genel goriiniim b) seta c) aedagus (Anonymus, 2021)

Incelenen materyal: Antalya: Konyaalti 36°53'58.6"N 30°39'00.1"E Trifolium sp.
49,18

Yayihsi: Afrotropikal, Avustralasya, Nearktik, Neotropikal, Oryantal, Palearktik
bolgeler.

Konukgulari: Brassicaceae, Compositae, Convolvulaceae, Cupressaceae, Geraniaceae,
Lamiaceae, Leguminosae, Malvaceae, Moraceae, Oxalidaceae, Plantaginaceae,
Poaceae: Polygonaceae, Rosaceae, Rutaceae, Solanaceae, Theaceae, Violaceae ve
Vitaceae familyalarina giren 44 bitki tiirii.

Tiir: Tetranychus urticae Koch, 1835
Taksonomi: Tetranychidae — Tetranychinae — Tetranychini

Sinonim: Epitetranychus alceae Oudemans 1928, Acarus ferrugineus Boisduval 1867,
Tetranychus ferrugineus Boisduval 1867, Tetranychus altheae von Hanstein 1901,
Tetranychus aspidistrae Oudemans 1931, Tetranychus eriostemi Murray 1877,
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Distigmatus pilosus Donnadieu 1875, Tetranychus bimaculatus Harvey 1892, Acarus
rosarum Boisduval 1867, Epitetranychus caldarii Oudemans 1931, Acarus
textor Fourcroy 1785, Tetranychus fragariae Oudemans 1931, Epitetranychus
aequans Zacher 1916, Tetranychus choisyae Oudemans 1931, Epitetranychus
reinwardtiae Oudemans 1930, Acarus cinnabarinus Boisduval, 1867, Tetranychus
cinnabarinus Boisduval 1867, Acarus cucumeris Boisduval 1867, Tetranychus aduncus
Flechtmann & Baker 1967, Tetranychus reetalius Basu 1963, Tetranychus
cucumeris Boisduval, 1867, Tetranychus cucurbitacearum Sayed 1946, Tetranychus
dahliae Oudemans 1937, Tetranychus major Donnadieu 1875, Epitetranychus
altheae von Hanstein 1901, Tetranychus dugesii Cano & Alcacio 1886, Tetranychus
arabicus Attiah 1967, Tetranychus  fervidus Koch 1841, Eotetranychus
cucurbitacearum Sayed 1946, Tetranychus fici Murray 1877,  Tetranychus
fransseni Oudemans 1931, Acarus haematodes Boisduval 1867, Tetranychus
urticae Koch 1835,  Epitetranychus  hamatus Zacher 1916,  Tetranychus
inaequalis Targioni  Tozzetti 1878, Eotetranychus inexspectatus André 1933,
Tetranychus minor Donnadieu 1875, Tetranychus multisetis McGregor 1950,
Tetranychus  stellariae Oudemans1931, Tetranychus  piger Donnadieu 1875,
Tetranychus manihotis Oudemans 1931, Tetranychus plumistoma Donnadieu 1875,
Tetranychus reinwardtiae Oudemans 1930, Tetranychus ricinus Saba 1973,
Tetranychus rosarum Boisduval 1867, Tetranychus russeolus Koch 1838, Acarus
sambuci Schrank 1781, Tetranychus sambuci Schrank 1781, Epitetranychus
sambuci Schrank 1781, Tetranychus vitis Boisduval 1867, Acarus telarius Linnaeus
1758, Tetranychus telarius Linnaeus 1758, Tetranychus telarius Smith & Baker 1968,
Tetranychus telarius haematodes Boisduval 1867, Tetranychus longitarsis Donnadieu
1875, Tetranychus textor Fourcroy 1785, Tetranychus urticae dianthica Dosse 1952,
Tetranychus viburni Koch 1838, Schizotetranychus viburni Koch 1838, Tetranychus
violae Oudemans 1931, Acarus vitis Boisduval 1867, Eotetranychus scabrisetus Ugarov
& Nikolskii 1937.

Tammi: Dorsaldeki el ve fl setalar1 arasindaki ¢izgilenme elmas bigimindedir. Bu
alandaki ¢izgilenmelerin iizerindeki loblar liggen veya yarim daire seklindedir (Vacante,
2010). Erkek bireylerde aecdeagus net sekilde kiigiik bir basg’in bulundugu boyun kismi
saga dogru kivrik bi¢cimdedir. Posterior ve antheriordeki dirsek kismi keskin olup,
birbirine esittir (Sekil 4. 5b) (Roggia vd. 2008, Zhang 2003).

b

Sekil 4.5. Tetranychus urticae a) disi birey genel goriiniimii b) aedagus yapisi
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Yayihsi: Avustralasya, Afrotropikal, Palearktik, Neotropikal, Nearktik, Oryantal
bolgeler.

Konukgulari: Acanthaceae, Actinidiaceae, Aizoaceae, Alstroemeriaceae, Apiaceae,
Amaryllidaceae, Amaranthaceae, Anacardiaceae, Apocynaceae, Annonaceae,
Aquifoliaceae, Araliaceae, Arecaceae, Araucariaceae, Aristolochiaceae, Araceae,
Asparagaceae, Berberidaceae, Betulaceae, Bignoniaceae, Balsaminaceae, Brassicaceae,
Boraginaceae, Bromeliaceae, Buxaceae, Calophyllaceae, Campanulaceae, Cannabaceae,
Cannaceae, Capparaceae, Caricaceae, Caryophyllaceae, Celastraceae, Cistaceae,
Clethraceae, Commelinaceae, Caprifoliaceae, Combretaceae, Cleomaceae, Compositae,
Cornaceae, Convolvulaceae Cucurbitaceae, Cupressaceae, Cyperaceae,
Dipterocarpaceae, Ericaceae Euphorbiaceae, Ebenaceae, , Elaeagnaceae, Equisetaceae,
Fagaceae, Gentianaceae, Geraniaceae, Goodeniaceae, Grossulariaceae, Garryaceae,
Gesneriaceae, Hydrangeaceae, Heliconiaceae, Juglandaceae, Iridaceae, Lythraceae,
Lamiaceae, Lauraceae, Liliaceae, Leguminosae, Linaceae, Moringaceae, Magnoliaceae,
Meliaceae, Marantaceae, Menispermaceae, Malvaceae, Myrtaceae, Moraceae,
Nothofagaceae, Nyctaginaceae, Musaceae, Olacaceae, Onagraceae, Paeoniaceae,
Orchidaceae,Papaveraceae, Paulowniaceae, Pedaliaceae, Phytolaccaceae,
Phyllanthaceae, Passifloraceae, Pinaceae, Pittosporaceae, Plantaginaceae, Platanaceae,
Plumbaginaceae, Poaceae, Polemoniaceae, Polygonaceae, Primulaceae, Portulacaceae,
Ranunculaceae, Pontederiaceae, Resedaceae, Rutaceae, Rhamnaceae, Rosaceae,
Rubiaceae, Salicaceae, Saxifragaceae, Sapindaceae, Scrophulariaceae, Simaroubaceae,
Solanaceae, Strelitziaceae, Thymelaeaceae, Theaceae, Tropaeolaceae, Ulmaceae,
Urticaceae, Verbenaceae, Violaceae, Vitaceae, Xanthorrhoeaceae, Zygophyllaceae ve
Zingiberaceae familyalarina giren 1169 bitki tiirii.

4.2. Molekiiler Bulgular
4.2.1. DNA izolasyonu

Izolasyon asamasinda hem LPA kullanilarak hem de kullanilmadan tek bireyden
cikarilan DNA’larin amplifikasyon kontrolleri, COI ve ITS gen bdlgelerinin elde
edilmesi amaciyla tasarlanan primerler ile ilgili bolgeler cogaltilarak, elde edilen PCR
tirlinlerinin %1,5’1uk agaroz jele yiiklenmesi ile yapilmistir (Sekil 4.6). Sonuglar, DNA
izolasyonunda LPA kullanimimin tek birey akar 6rneginden DNA izolasyonundaki
basarisini %20 diizeyinden mitokonriyal COI bolgesi igin %80 oranina, ITS gen bolgesi
icin ise %90 oranina ¢gikardigini gostermektedir (Cizelge 4.1).
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Sekil 4.6. Calismada kullanilan ITS (a) ve COI (b) primer setleri ile PCR analizlerinde
test edilen 24 6rnegin olusturdugu PCR iiriinleri. (a) Ladder 1 kb, (b) Ladder 100 bg.

Cizelge 4.1. DNA izolasyonunda LPA kullaniminin basari oranlari

COl icin (Amplifikasyonu gerceklesen ITS icin (Amplifikasyon gerceklesen

izolasyonsayisi /toplam izolasyon sayisi izolasyon sayisi /toplam izolasyon sayisi

LPA kullanilan LPA kullanilmayan LPA kullanilan LPA kullanilmayan
8/10 2/10 9/10 3/10

Yiiz birey akardan toplu olarak ¢ikarilan DNA’larin kalite ve miktar kontrolleri
ise %]1’lik agaroz jelde yapilmistir (Sekil 4.7). Sonuglar Tetranychidae familyasinda
bulunan az miktar dokuya sahip artropodlarda 100 bireyden elde edilen DNA miktarinin
agaroz jelde kalite ve kantite yi kontrol etmek i¢in yeter say1 oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.7. Calismada kullanilan Tetranychidae familyasindan elde edilen DNA’larin
agaroz jel goriintiisii
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4.2.2. Biitiin genom amplifikasyonu (whole genome amplification)

WGA yaklagimi ile tek birey akardan elde edilen DNA’nin phi 29 polimeraz
enzimi ve random primer yardimiyla ¢ogaltilmasinin miimkiin oldugu goriilmiistiir.
Ancak, elde edilen DNA profili dogrudan ¢oklu bireyden elde edilen DNA profilinden
farklilik gostermekte ve agaroz jelde yiiksek molekiiler agirliga sahip iki farkli boyutta
DNA goriintiisii olusmaktadir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. WGA f{iriinii ¢ogaltilmis DNA

4.2.3. Tiim mitokondriyal genomun PCR ile amplifikasyonu

PCR amplifikasyonu ile farkli Tetranychidae familyasindan hem tek hem de
pool (100 birey) bireylerden farkli mitokondriyal gen bélgeleri gogaltilmigtir. Bu
¢ogaltma isleminde, 5 farkli primer kombinasyonu (913F-3062R, 3043F-6515R, 6491F-
8368R, 8342F-11011R ve 10962F-941R) kullanilmis ve PCR sonucu olusan {iriinler,
%1,5’luk agaroz jel sisteminde goriintiilenerek PCR basarisi teyit edilmistir (Sekil 4.9).
PCR amplifikasyonu i¢in kullanilan primerler, agirlikla Tetranychus urticae géz oniine
alinarak diyazn edilmesi sebebi ile bu tir disindaki tiirlerde tiim mitokondriyi
olusturacak PCR amplifiasyonlarinin hepsi gerceklestirilememistir. Hatta, bazi T.
urticae popiilasyonlarinda 5 primer ¢iftinden yalmizca ikisinin amplifikasyonu
gerceklesmistir (Adana pamuk). Bu durum, tiir igi ve gruplar arasi polimorfizm oraninin
yiiksek olduguna isaret etmektedir.
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Sekil 4.9. Farkli Tetranychidae bireylerinden elde edilen DNA’lar ile a) 6491F-3062R;
b) 913F-3062R; c) 10962F-94R; d) 8342F-11011R; e) 3043F-6515R primerlerini
kullanilarak elde edilen PCR firiinleri

4.3. Filogenetik Analizler
4.3.1. Tetranychus urticae popiilasyonlarinda filogenetik analiz

Tez ¢alismasi kapsaminda Cizelge 4.2’de verilen farkli lokasyon ve konukgu
bitkilerden toplanan Tetranychus urticae tiiriine ait sekans dizilimleri ile her bir tiire ait
NCBI GenBank veri tabanindan elde edilen diziler ClustalW programi kullanilarak
alignment analizi yapilmis ve MEGA 7 programina yiiklenmistir. Maximum Likelihood
dendrogrami Kimura 2-parameter modeli kullanilarak 1000 bootstrap tekrari ile
filogenetik agaglari olusturulmustur (Kimura 1980).

Tetranychus urticae tiirtine ait bireylerin COI gen bolgeleri (1536 bg)
kullanilarak ¢izilen dendogramda (Sekil 4.10) Izmir pancar, Antalya melekborazan,
Corum, Trabzon, Urfa, Istanbul, Istanbul fasiilye, Denizli hiyar, Mersin, Rize, Fethiye,
Karabiik, Denizli, Tekirdag, Isparta, Sirnak, Mardin, Kahramanmaras ve Antalya
bireyleri ile GenBank’tan elde edilen NC 010526.1 Tetranychus urticae ayni grupta yer
almis ve en yiiksek Boot Strap (Se¢ dagit testi) (1000 tekrarl) degerinde %99 oraninda
benzerlik belirlenmistir. GenBank’tan elde edilen Tetranychus cinsine ait NC 014399.1
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Tetranychus cinnabarinus ve NC024676.1 Tetranychus kanzawali tiirleri, galismada elde
edilen 19 bireyden farkli dis grupta yer alarak kendi aralarinda %100 benzerlik
gostermistir (Sekil 4.10). Filogenetik analizde i¢ gruplarda konukgu bitki ve lokasyonlar
arasinda belirgin bir ayrim goriilmemistir. COI gen bdlgesini ¢ogaltmada kullanilan
primerlerin Burdur’da patlican ve Adana’da pamuktan toplanan Tetranychus urticae
poplilasyonlarinda ¢alismamasindan dolayi, bu iki popiilasyon analizlere dahil
edilmemistir.

Cizelge 4.2. Tetranychus urticae 6rneklerinin toplandigi iller ve konukgu bitkileri

Lokasyon Konukgu bitki Lokasyon Konukgu bitki
Adana Pamuk [zmir Pancar
Antalya Gerbera Kahramanmaras  Fasiilye
Antalya Melek Borozani Karabiik Sarmasik
Burdur Patlican Mardin Pamuk
Corum Hiyar Mersin Domates
Denizli 1 Hiyar Rize Fasulye
Denizli 2 Hiyar Sanliurfa Pamuk
Fethiye Hiyar Sirnak Fasulye
Isparta Kabak Tekirdag Karpuz
Istanbul Domates Trabzon Fasulye
Istanbul Fasulye
69 Tu Izmir pancar
82 _|: Tu Antalja melekborazan
60 Tu Corum hyar
61 ——————— Tu Trabzon faslye
Tu Urfa pamuk
18 = Tu Istanbul domates

)

100 Tu Istanbul faslye
Tu Denizli2 hyar
Tu Mersin domates
Tu Rize faslye
” Tu Fethiye hyar
Tu Karabuk sarmak
65 ® EE Tu Denizlil hyar
TU Tekirdag karpuz
Tu Isparta kabak
Tu Sirnak faslye tetranychus urticae
4 Tu Mardin pamuk
i _64|: Tu Kahramanmaras faslye
NC 010526.1 Tetranychus urticae mitochondrion complete genome
Tu Antalya gerbera

r— NC 014399.1 Tetranychus cinnabarinus mitochondrion complete genome
100 —— NC 024676.1 Tetranychus kanzawai mitochondrion complete genome

73

55 23

99

Sekil 4.10. Tetranychus urticae tiirtine ait bireylerin COIl gen bdlgesinin Kimura 2-
parameter Maximum Likelihood modeli temel alinarak ¢izilen filogenetik dendrogrami
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4.3.2. Tetranyhidae familyasina ait farkh tiirlerde filogenetik analiz

Calismada elde edilen farkli akar tiirlerine ait bireyler, NCBI GenBank veri
tabanindan alinan tiirler arasindaki akrabalik iliskilerini belirlemek i¢in ¢calismada elde
edilen bireylere ait sekans dizilimleri ile her bir tiire ait NCBI GenBank veri tabanindan
elde edilen diziler ClustalW programi kullanilarak alignment analizi yapilmis ve MEGA
7 programina yiklenmistir. UPGMA dendrogrami Kimura 2-parameter modeli
kullanilarak 1000 bootstrap tekrari ile filogenetik agaglari ¢izilmistir (Kimura 1980).
Morfolojik olarak tanisi yapilmis olan akar tiirlerine ait 6rneklerin filogenetik analiz
sonucunda, GenBank’taki benzer akar tiirleri ile ayn1 gruplarda yer aldigi goriilmiistiir
(Sekil 4.11). Calisma sonuglar1, COI gen bolgesinin bireylerin tiir teshislerinde oldukca
yararl bilgiler sagladigini géstermistir.

Calismada elde edilen Tetranychus urticae ile GenBank’tan elde edilen
NC0110526.1, EU345430.1, EU556754.1, NC010526.1, EU345430.1 ve EU556754.1
Tetranychus urticae aymi grupta yer almis ve benzerlik orami %100 olarak
belirlenmistir.

Tez kapsaminda elde edilen E. orientalis tiiriine ait 1 ve 2 nolu 6rnekler ile
GenBank’tan elde edilen DQ656481.1, MW535071.1 ve MW535070.1 Eutetranychus
orientalis ayn1 grupta yer almis ve benzerlik oran1 %100 olarak belirlenmistir.

Calismada elde edilen P. harti ile GenBank’tan elde edilen GQ141919.1,
GQ141920.1 ve GQ141918.1 P. harti ayn1 grupta yer almis ve benzerlik oran1 %2100
olarak belirlenmistir.

Tez kapsaminda elde edilen Oligonychus sp. tiiriine ait Oligonychus sp. ile
GenBank’tan elde edilen MT506028.1, MH260569.1 ve MN348237.1 Oligonychus sp.
ayn1 grupta yer almis ve benzerlik oran1 %100 olarak belirlenmistir.

Calismada elde edilen Amphitetranychus viennensis tiiriine ait Amphitetranychus
viennensis ile GenBank’tan elde edilen KX529104.01, KF263688.1:1-409 ve
JX094368.1 Amphitetranychus viennensis ayni grupta yer almis ve benzerlik orani
%100 olarak belirlenmistir.
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95

100

100

36 AB041252.1:1-644 Panonychus citri
KF966646.1:1-490 Panonychus citri

43

38

NC 014347.1 Panonychus citri mitochondrion
MT106714.1:2-864 Panonychus ulmi voucher Pul9 1b

100

MT106736.1:2-865 Panonychus ulmi
35 MT106715.1:2-864 Panonychus ulmi voucher Pul9

il

Tetranychidae sp.
23— Oligonychus sp.

L MT506028.1 Oligonychus sp.

100

_|: MH260569.1 Oligonychus sp.
23 MN348237.1 Oligonychus sp.

_24|: Amphitetranychus viennensis
KX529104.1Amphitetranychus viennensis isolate jeju

98

100

KF263688.1:1-409 Amphitetranychus viennensis haplotype 4
25 JX094368.1Amphitetranychus viennensis haplotype 1

ﬁ

Tetranychus urticae
12— NC 010526.1 Tetranychus urticae

100

100

L EU345430.1 Tetranychus urticae(2)
15 EU556754.1 Tetranychus urticae strain BR-VL
NC 010526.1 Tetranychus urticae(2)

100

EU345430.1 Tetranychus urticae

16 EU556754.1 Tetranychus urticae
DQ656481.1 Eutetranychus orientalis

17 Eutetranychus orientalis 2

MWA535071.1Eutetranychus orientalis

m

10

Eutetranychus orientalis 1

18 MW535070.1 Eutetranychus orientalis
23 Petrobia harti

GQ141919.1 Petrobia harti

i

100

GQ141920.1 Petrobia harti
23 GQ141918.1 Petrobia harti

m

Sekil 4.11. Tetranychidae familyasindaki farkli tiirlerin COl gen bolgesinin Kimura 2-
parameter Maximum Likelihood modeli temel alinarak ¢izilen filogenetik dendrogrami
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34 KY922197.1 Tetranychus urticae
oL K'Y922196.1 Tetranychus urticae
78 —————— Tetranychus urticae
Amphitetranychus viennensis
100 100 { KU323535.1 Amphitetranychus viennensis
73 AB926293.1 Amphitetranychus viennensis
AB926257.1 Stigmaeopsis takahashii
9% 100 AB926256.1 Stigmaeopsis saharai
58 AB926255.1 Stigmaeopsis miscanthi
458|: AB926254.1 Stigmaeopsis longus
Petrobia harti
100 KU323525.1 Petrobia harti isolate
499: AB926230.1 Petrobia harti
— Eutetranychus orientalis1
100 —— Eutetranychus orientalis
99 KU323533.1 Panonychus citri
e B AB926237.1 Panonychus citri
AB926242.1 Panonychus ulmi
100 Tetranychidae sp.
% AB926289.1 Oligonychus pustulosus
100 AB926288.1 Oligonychus perditus

61 { Oligonychus sp.
78 AB926291.1 QOligonychus ununguis

Sekil 4.12. Tetranychidae familyasindaki farkli tiirlerin 18S gen bdolgesinin Kimura 2-
parameter Maximum Likelihood modeli temel alinarak ¢izilen filogenetik dendrogrami
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Calismada Tetranyhidae familyasina ait farkl: tiirlerin 18S ve 28S gen bolgeleri
ile GenBank’tan elde edilen benzer tiirler ayni grupta yer almistir (Sekil 4.12; Sekil
4.13). Her bir tiir filogenetik dendogramlarda GenBank’tan alinan tiirler ile %100
benzerlik oran1 gostermistir. Caligma sonuglari, ITS ve COI gen bolgelerinin bireylerin
tiir teshislerinde oldukga yararli bilgiler sagladigini géstermistir.

34 KY922067.1 Tetranychus urticae
100 { Tetranychus urticae
91 ——— KY922068.1 Tetranychus urticae
Amphitetranychus viennensis
69 4100: KU323547.1 Amphitetranychus viennensis
55 AB369877.1 Stigmaeopsis miscanthi
{ AB369880.1 Stigmaeopsis longus
100 AB369884.1 Stigmaeopsis takahashii
458|: AB369886.1 Stigmaeopsis saharai
100 — Eutetranychus orientalis

100 — Eutetranychus orientalis 1
Petrobia harti

100 AY750696.1 Petrobia harti
435: KU323537.1 Petrobia harti
99 AB683728.1 Oligonychus ununguis
100 { AB683729.1 Oligonychus perditus
AB683719.1 Oligonychus pustulosus
100 —— AY750697.1 Panonychus citri

100 { AB683747.1 Panonychus citri
66 AY750698.1 Panonychus ulmi
— Oligonychus sp.
100 — Tetranychidae sp.

75

Sekil 4.13. Tetranychidae familyasindaki farkli tiirlerin 28S gen bolgesinin Kimura 2-
parameter Maximum Likelihood modeli temel alinarak ¢izilen filogenetik dendrogrami

Gilinlimiizde akarlarin karakterizasyonunda morfolojik tanimlamanin yaninda
molekiiler tanimlama galismalarina da ihtiya¢ duyulmaktadir. Hurtado vd (2008), tarla
orneklerinde farkli Tetranychidae tiirlerinin bir karisimindan olustugundan, T. urticae
popiilasyon karakterizasyonunda gerekli ilk adimin molekiiler tekniklere dayali tiir
ayrim kriterlerinin kullanilmasi gerektigini bildirmislerdir. Caligmalarinda, T. urticae,
Tetranychus turkestani, Tetranychus evansi, Tetranychus ludeni ve Panonychus citri'nin
karakterizasyonunda (ITS) 1 ve 2'min ve intergenik 5.8S niikleer rDNA fragmaninin
niikleotid varyasyonu belirlemiglerdir. Calisma sonucunda bu tiirler igin [TS2
bolgelerinin, ITS1'den ¢ok daha fazla korundugunu bulmuslardir. Ayni ekolojik
bolgeden elde edilen T. urticae 6rnekleri arasinda gozlemlenen ITS2 dizisinin yiiksek
homojenligi, bu DNA dizisini tiir ayrimi i¢in miilkemmel bir ara¢ oldugunu ve
calismalarda verimli bir sekilde kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Molekiiler caligmalarda genel tan1 bolgelerinden olan ITS ve COI gen bolgeleri
diinyada yaygin olarak akar tiirlerinin tanilanmasinda kullanilmaktadir (Lee vd. 1999;

37



BULGULAR VE TARTISMA H.S. TOSUN

Navajas ve Fenton 2000; Osakabe vd. 2002; Ben-David vd. 2007; Hurtado vd. 2008;
Katsura ve Tatsuya 2009; Li vd. 2010; Matsuda vd. 2012; Matsuda vd. 2013; Matsuda
vd. 2014). Bu nedenle bu ¢alismada da elde edilen akarlarin molekiiler tanilanmasinda
ITS ve COI gen bolgeleri kullanilmistir.

Matsuda vd. (2012), Oligonychus cinsinin morfolojik olarak benzer tiirler
icerdigini aedeagusun egrilik yoniine gore morfolojik olarak ayirt edilmesinin zor
oldugunu tiirleri ayirmada molekiiler yontemlerin  kullanilmas1  gerektigini
bildirmiglerdir. Caligmalarinda Oligonychus tiirlerini tanimlamak i¢in DNA tabanli
yontemler gelistirmek ve aralarindaki filogenetik iliskileri belirlemek igin,
mitokondriyal DNA'nin sitokrom ¢ oksidaz alt birim I genini ve 17 tiir i¢in niikleer
ribozomal RNA geninin ITS ve 28S bdélgelerini incelemislerdir. Bu ¢alisma ile benzer
sekilde akarlarda COI gen bolgesinin tiirleri tanimlamada kullanilabilecegi goriilmiistiir.

Matsuda vd. (2014), Tetranychidae tiirlerinin teshisinin morfolojik olarak
yapilmasinin zor oldugunu bildirerek, tiir ¢esitliligini belirlemede ITS ve COI gen
bolgelerini kullanarak tiirlerinin taksonomisini belirlemiglerdir. Calismada elde edilen
sonuglar morfolojiye dayali tiir ve akrabalik ayrimlarinin yaniltict olabilecegini
gostermistir. BU nedenle Tetranychinae'nin tanisal morfolojik karakterlerinin yeniden
gozden gecirilmesi gerektigini bildirerek tiirleri ayirmada kullanilan ITS ve COI gen
bolgelerinin basarili bir sekilde kullanilabilecegini bildirmislerdir. Bu c¢alismada da
benzer sekilde ITS ve COI gen bolgeleri tiirleri ayirmada etkili bir sekilde
kullanilmuistir.
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4.4. Tez Kapsaminda Elde Edilen Tiirlerin Genom Anotasyonu

4.4.1. Petrobia harti mitokondriyal genom anotasyonu
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Sekil 4.14. Petrobia harti tim mitokondriyal genomunun anotasyonu. a) Tetranychidae
familyasindaki bireylere ait tiim mitokondriyal genomunun gen bankasi verilerine gore
protein kodlayan genlerin ve tRNA bdlgelerinin genel siralanigini gosteren fiziksel
harita. Mevcut ¢alismada elde edilen dizilimin; b) MITOS programi ile tahmin edilen;

€) MFannot programi ile tahmin edilen; d) GeSeq programi ile tahmin edilen protein
kodlayan gen ve tRNA bolgeleri
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Petrobia harti tiiriine ait mitokondriyal assembly sonrasi elde edilen 12553 bg
dizilim bilgisi mitokondrial genomunun sahip oldugu genler ve bélgelerin yerlerinin
belirlenmesi amaciyla MITOS, MFannot ve GeSeq olmak lizere, 3 farkli anotasyon
programina tabi tutulmustur. P. harti biitiin mitokondriyal genom gen igerigini ve
diizenini gosteren bilgiler MITOS programi kullanildiginda Sekil 4.14 b, MFannot
programi kullanildiginda Sekil 4.14 ¢, GeSeq programi kullanildiginda Sekil 4.14 d’de
verilmistir. MITOS kullanilarak toplam 11 adet protein kodlayan gen, 10 adet tRNA
gen bolgesi, 2 adet rRNA gen bolgesi ve 3 kodlama yapmayan kontrol bolgesi (Sekil
4.14 b), MFannot kullanilarak 9 adet protein kodlayan gen ve 2 adet rRNA gen bolgesi
(Sekil 4.14 c¢), GeSeq kullanilarak 20 adet tRNA gen bolgesi (Sekil 4.14 d)
bulunmustur. Genlerin mitokondriyal genom siralanis1  diger Tetranychidae
familyasindaki tiirlerle ayni bulunmustur (EK 1).

Mevcut gen bankasinda bulunan (accession number NC 010526.1) 13103 bg
Tetranychus urticae’nin mitokondriyal genom anotasyonu incelenmis ve elde edilen
nd2 ve atp8 geni (Sekil 4.14 a), P. harti anotasyonunda da tahmin edilememistir. Bunun
da nedeninin, o bolgeye ait dizilimin elde edilen 12553 b¢ mitokondriyal assembly
icerisinde de yer almamasi oldugu diisiiniilmektedir.

4.4.2. Amphitetranychus viennensis mitokondriyal genom anotasyonu

Antalya Korkuteli’nde konuk¢u bitki Prunus cerasus’tan toplanan
Amphitetranychus viennensis tiiriine ait mitokondriyal assembly sonrasi elde edilen
13020 bg dizilim bilgisi mitokondrial genomunun sahip oldugu genler ve bolgelerin
yerlerinin belirlenmesi amaciyla MITOS, MFannot ve GeSeq olmak iizere 3 farklh
anotasyon programina tabi tutulmustur. A. viennensis tiim mitokondriyal genom
icerigini ve diizenini gosteren bilgiler MITOS programi kullanildiginda Sekil 4.15 b,
MFannot programi kullanildiginda Sekil 4.15 ¢, GeSeq programi kullanildiginda Sekil
4.15 d’de verilmistir. MITOS kullanilarak toplam 13 adet protein kodlayan gen, 10 adet
tRNA gen bolgesi, 2 adet rRNA gen bolgesi (Sekil 4.15 b), MFannot kullanilarak 11
adet protein kodlayan gen ve 1 adet rRNA gen bolgesi (Sekil 4.15 c¢), GeSeq
kullanilarak 30 adet tRNA gen bolgesi (Sekil 4.15 d) tahmin edilmistir. Protein
kodlayan genlerin diizeni diger Tetranychidae familyasindaki tiirlerle benzerdir (Ek 1).

Mevcut gen bankasinda bulunan (accession number NC 010526.1) 13103 bg
Tetranychus urticae’nin mitokondrial genomu anotasyon incelenmis, elde edilen tim
protein kodlayan genler (Sekil 4.15 a), A. viennensis anotasyonundada yer aldigi ve
olusan mitokondriyal genomun tam olduguna karar verilmistir.
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Sekil 4.15. Amphitetranychus viennensis tiim mitokondriyal genomunun anotasyonu. a)
Tetranychidae familyasindaki bireylere ait tiim mitokondriyal genomunun gen bankasi
verilerine gore protein kodlayan genlerin ve tRNA bolgelerinin genel siralanisinm
gosteren fiziksel harita. Mevcut ¢alismada elde edilen dizilimin; b) MITOS programu ile
tahmin edilen; ¢) MFannot programi ile tahmin edilen; d) GeSeq programi ile tahmin
edilen protein kodlayan gen ve tRNA bolgeleri

41



BULGULAR VE TARTISMA H.S. TOSUN

4.4.3. Eutetranychus orientalis mitokondriyal genom anotasyonu
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Sekil 4.16. Eutetranychus orientalis tiim mitokondriyal genomunun anotasyonu. a)
Tetranychidae familyasindaki bireylere ait tiim mitokondriyal genomunun gen bankasi
verilerine gore protein kodlayan genlerin ve tRNA bdlgelerinin genel siralanigini
gosteren fiziksel harita. Mevcut ¢alismada elde edilen dizilimin; b) MITOS programi ile
tahmin edilen; c) MFannot programi ile tahmin edilen; d) GeSeq programi ile tahmin
edilen protein kodlayan gen ve tRNA bolgeleri
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Antalya Konyaalti’ndan konuk¢u bitki Citrus sinensis’ten toplanan
Eutetranychus orientalis tiiriine ait mitokondriyal assembly sonrasi elde edilen 13103
b¢ dizilim bilgisi mitokondrial genomunun sahip oldugu genler ve bdlgelerin yerlerinin
belirlenmesi amaciyla MITOS, MFannot ve GeSeq olmak {izere, 3 farkli anotasyon
programina tabi tutulmustur. E. orientalis biitiin mitokondriyal genom gen igerigini ve
diizenini gosteren bilgiler MITOS programi kullanildiginda Sekil 4.16 b, MFannot
programi kullanildiginda Sekil 4.16 ¢, GeSeq programi kullanildiginda Sekil 4.12 d’de
verilmistir. MITOS kullanilarak toplam 13 adet protein kodlayan gen, 9 adet tRNA gen
bolgesi, 2 adet rRNA gen bolgesi ve 3 kodlama yapmayan kontrol bolgesi (Sekil 4.16
b), MFannot kullanilarak 10 adet protein kodlayan gen ve 2 adet rRNA gen bolgesi
(Sekil 4.16 c) elde edilmistir. GeSeq kullanilarak 22 adet tRNA gen bolgesi (Sekil 4.16
d) tahmin edilmistir. Genlerin diizeni diger arastiricilarin mevcut gen bankasina girmis
olduklar1 Tetranychidae familyasindaki tiirlerin gen siralamasindan farkli oldugu
gorilmistiir (Ek 1).

Mevcut gen bankasinda bulunan tiim Tetranychidae familyasina ait tiirlerin
protein kodlayan gen siralaniglari tamamiyla aynidir, bu tiirlerden biri olan (accession
number NC 010526.1) 13103 bg¢ Tetranychus urticae’nin mitokondriyal genomu
anotasyonu incelenmis, tim genler (Sekil 4.16 a), E. orientalis anotasyonunda da var
oldugu gorilmustir. Ancak, genlerin mitokondri ftizerindeki siralanigi, diger
Tetranychidae familyasi tiirlerinin diziliminden farklidir. Cox1, Nad3, Nad4l ve Nad2
geni aym siralanisa sahip, cob, nad6, nad5, cox3, atp6, atp8, cox2, nadl ve nad4
genlerinin siralanis diizeni degismistir. Tez ¢alismasi kapsaminda bu farkli gen
stiralanigi1 Tetranychidae familyasinda ilk kez bulunmustur.

Antalya Konyaalti’nda konukgu bitki Melia azedarach iizerinden toplanan E.
orientalis tiirline ait mitokondriyal assembly sonrasi ii¢ par¢a olarak elde edilen 8000
bg, 1468 be ve 1021 bg dizilim bilgisi mitokondrial genomunun sahip oldugu genler ve
bolgelerin yerlerinin belirlenmesi amaciyla tiim dizilimler ayr1 ayrt MITOS, MFannot
ve GeSeq olmak tizere 3 farkli anotasyonon programina tabi tutulmustur. Eutetranychus
orientalis biitiin mitokondriyal genom gen igerigini ve diizenini gosteren bilgiler
MITOS programi kullanildiginda 8000 bg¢ dizilim bilgisi i¢in Sekil 4.17 b, 1468 bg
dizilim bilgisi i¢in Sekil 4.18 a, 1021 bg dizilim bilgisi i¢in Sekil 4.19 a; MFannot
programi kullanildiginda 8000 bg¢ dizilim bilgisi i¢in Sekil 4.17 ¢, 1468 bg dizilim
bilgisi i¢in Sekil 4.18 b, 1021 b¢ dizilim bilgisi i¢in Sekil 4.19 b; GeSeq programi
kullanildiginda 8000 bg dizilim bilgisi i¢in Sekil 4.17 d, 1468 bg dizilim bilgisi igin
Sekil 4.18 ¢, 1021 bg dizilim bilgisi i¢in Sekil 4.19 ¢’de verilmistir.

8000 bg dizilim bilgisi i¢in MITOS kullanilarak toplam 6 adet protein kodlayan
gen, 8 adet tRNA gen bolgesi, 3 adet rRNA gen bolgesi ve 3 kodlama yapmayan kontrol
bolgesi (Sekil 4.17 b), MFannot kullanilarak 10 adet protein kodlayan gen ve 2 adet
rRNA gen bolgesi (Sekil 4.17 ¢), GeSeq kullanilarak 15 adet tRNA gen bolgesi (Sekil
4.17 d) tahmin edilmistir. 1468 bg dizilim bilgisi i¢in MITOS kullanilarak toplam 3 adet
protein kodlayan gen, 1 adet tRNA gen bolgesi ve 1 kodlama yapmayan kontrol bolgesi
(Sekil 4.18 a), MFannot kullanilarak 2 adet protein kodlayan gen bdlgesi (Sekil 4.18 b),
GeSeq kullanilarak 1 adet tRNA gen bolgesi (Sekil 4.18 ¢) tahmin edilmistir. 1021 bg
dizilim bilgisi i¢in ayr1 ayr1 hem MITOS, hem de MFannot kullanilarak sadece Nad5
geni, GeSeq kullanilarak 3 adet tRNA gen bolgesi (Sekil 4.19 ¢) tahmin edilmistir.

43



BULGULAR VE TARTISMA H.S. TOSUN

Gen diizeni bakimindan mevcut gen bankasinda bulunan diger Tetranychidae
familyasinda tiirleri ile kiyaslandiginda, Antalya Konyaalti’nda konukgu bitki Citrus
sinensis’ten toplanan 6rnekteki gozlenen farklilik bu drnekte de tespit edilmistir.

Sonug olarak, Antalya Konyaalti’nda iki farkli konukg¢u bitkiden (Citrus sinensis
ve Melia azedarach) toplanan ornekteki genom anotasyonu birbiriyle tutarli bulunmus
ve gen diizeni farklilig1 dogrulanmistir.
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Sekil 4.17. Eutetranychus orientalis tiim mitokondriyal genomunun anotasyonu. a)
Tetranychidae familyasindaki bireylere ait tiim mitokondriyal genomunun gen bankasi
verilerine gore protein kodlayan genlerin ve tRNA bolgelerinin genel siralanisin
gosteren fiziksel harita. Mevcut ¢alismada elde edilen dizilimin; b) MITOS programu ile
tahmin edilen; ¢) MFannot programi ile tahmin edilen; d) GeSeq programi ile tahmin
edilen protein kodlayan gen ve tRNA bolgeleri
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Sekil 4.18. Mevcut calismada elde edilen dizilimin; a) MITOS programi ile tahmin
edilen; b) MFannot programi ile tahmin edilen; ¢) GeSeq programi ile tahmin edilen
protein kodlayan gen ve tRNA bolgeleri
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Sekil 4.19. Mevcut ¢alismada elde edilen dizilimin; a) MITOS programi ile tahmin
edilen; b) MFannot programi ile tahmin edilen; ¢) GeSeq programi ile tahmin edilen

protein kodlayan gen ve tRNA bolgeleri
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4.4.4. Tetranychus urticae mitokondriyal genom anotasyonu
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Sekil 4.20. Tetranychus urticae tiim mitokondriyal genomunun anotasyonu. a)
Tetranychidae familyasindaki bireylere ait tiim mitokondriyal genomunun gen bankasi
verilerine gore protein kodlayan genlerin ve tRNA bolgelerinin genel siralanisini
gosteren fiziksel harita. Mevcut ¢alismada elde edilen dizilimin; b) MITOS programi ile
tahmin edilen; c) MFannot programi ile tahmin edilen; d) GeSeq programi ile tahmin
edilen protein kodlayan gen ve tRNA bolgeleri

Antalya Konyaalti’nda konukgu bitki Brugmansia aurea 'dan toplanan T. urticae

tiiriine ait mitokondriyal assembly sonrasi elde edilen 13088 bg¢ dizilim bilgisi
mitokondrial genomunun sahip oldugu genler ve bdélgelerin yerlerinin belirlenmesi
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amaciyla MITOS, MFannot ve GeSeq olmak iizere 3 farkli anotasyon programina tabi
tutulmustur. T. urticae (13088 bg) biitiin mitokondriyal genom gen igerigini ve diizenini
gosteren bilgiler MITOS programi kullanildiginda Sekil 4.20 b, MFannot programi
kullanildiginda Sekil 4.20 c, GeSeq programi kullanildiginda Sekil 4.20 d’de
verilmistir. Sekil 4.20 b incelendiginde MITOS kullanilarak toplam 13 adet protein
kodlayan gen, 12 adet tRNA gen bolgesi, 4 adet rRNA gen bolgesi ve 3 kodlama
yapmayan kontrol bolgesi, Sekil 4.20 c¢ incelendiginde MFannot kullanilarak 9 adet
protein kodlayan gen ve 2 adet rRNA gen bolgesi, Sekil 4.20 d incelendiginde GeSeq
kullanilarak 30 adet tRNA gen bolgesi bulunmustur. Genlerin diizeni diger
Tetranychidae familyasindaki tiirlerle benzerlik gostermektedir (EK 1).

Mevcut gen bankasinda bulunan (accession number NC 010526.1) 13103 be T.
urticae’nin mitokondrial genom anotasyonu incelenmis ve tim genlerin hepsi ayni
diizende tez kapsaminda yapilan T. urticae anotasyonunda da elde edilmistir.

4.4.5. Oligonychus sp. mitokondriyal genom anotasyonu

Antalya Konyaalti’nda konukgu bitki Juniperus sp.’den toplanan Oligonychus
sp.’ye ait mitokondriyal assembly sonrasi elde edilen 13183 bg dizilim bilgisi
mitokondriyal genomunun sahip oldugu genler ve bdlgelerin yerlerinin belirlenmesi
amactyla MITOS, MFannot ve GeSeq olmak {izere, 3 farkli anotasyon programina tabi
tutulmustur. Oligonychus sp. biitiin mitokondriyal genom gen igerigini ve diizenini
gosteren bilgiler MITOS programi kullanildiginda, Sekil 4.21b, MFannot programi
kullanildiginda Sekil 4.21¢c, GeSeq programi kullanildiginda Sekil 4.21d’de verilmistir.
Sekil 4.21b incelendiginde MITOS kullanilarak toplam 13 adet protein kodlayan gen,
11 adet tRNA gen bolgesi, 6 adet rRNA gen bolgesi ve 2 kodlama yapmayan kontrol
bolgesi, Sekil 4.21c incelendiginde MFannot kullanilarak 9 adet protein kodlayan gen
ve 2 adet rRNA gen bolgesi, Sekil 4.21d incelendiginde, GeSeq kullanilarak 20 adet
tRNA gen bolgesi bulunmustur.

Mevcut gen bankasinda bulunan (accession number NC 010526.1) 13103 be T.
urticae’nin mitokondrial genom anotasyonu incelenmis ve tiim genlerin hepsi ayni
diizende tez kapsaminda yapilan Oligonychus sp. anotasyonunda da elde edilmistir.
Genlerin diizeni diger Tetranychidae familyasindaki tiirlerle benzerlik gostermektedir.
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Sekil 4.21. Oligonychus sp. tim mitokondriyal genomunun anotasyonu. a)
Tetranychidae familyasindaki bireylere ait tiim mitokondriyal genomunun gen bankasi
verilerine gore protein kodlayan genlerin ve tRNA bdlgelerinin genel siralanisini
gosteren fiziksel harita. Mevcut ¢alismada elde edilen dizilimin; b) MITOS programi ile
tahmin edilen; c) MFannot programi ile tahmin edilen; d) GeSeq programi ile tahmin
edilen protein kodlayan gen ve tRNA bolgeleri
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4.4.6. Tetranychidae sp. mitokondriyal genom anotasyonu
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Sekil 4.22. Tetranychidae sp. tiim mitokondriyal genomunun anotasyonu. a)
Tetranychidae familyasindaki bireylere ait tiim mitokondriyal genomunun gen bankasi
verilerine gore protein kodlayan genlerin ve tRNA bolgelerinin genel siralanisini
gosteren fiziksel harita. Mevcut ¢alismada elde edilen dizilimin; b) MITOS programi ile
tahmin edilen; c) MFannot programi ile tahmin edilen; d) GeSeq programi ile tahmin
edilen protein kodlayan gen ve tRNA bolgeleri
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Antalya Konyaalti’nda konukgu bitki Juniperus sp.’den toplanan Tetranychidae
sp.’ye ait mitokondriyal assembly sonrasi elde edilen 10163 bg dizilim bilgisi
mitokondriyal genomunun sahip oldugu genler ve bélgelerin yerlerinin belirlenmesi
amaciyla MITOS, MFannot ve GeSeq olmak {izere, 3 farkli anotasyon programina tabi
tutulmustur. Tetranychidae sp. biitiin mitokondriyal genom gen igerigini ve diizenini
gosteren bilgiler MITOS programi kullanildiginda Sekil 4.22 b, MFannot programi
kullanildiginda Sekil 4.22 ¢, GeSeq programi kullanildiginda Sekil 4.22 d’de
verilmistir. Sekil 4.22 b incelendiginde MITOS kullanilarak toplam 11 adet protein
kodlayan gen, 9 adet tRNA gen bolgesi, 4 adet rRNA gen bolgesi ve 3 kodlama
yapmayan kontrol bolgesi, Sekil 4.22 ¢ incelendiginde MFannot kullanilarak 9 adet
protein kodlayan gen ve 2 adet rRNA gen bolgesi, Sekil 4.22 d incelendiginde, GeSeq
kullanilarak 18 adet tRNA gen bolgesi bulunmustur.

Mevcut gen bankasinda bulunan (accession number NC 010526.1) 13103 bg
Tetranychus urticae’nin mitokondrial genom anotasyonu incelenmis ve bu anotasyonda
tahmin edilen nad4 ve nad6 genleri tez kapsaminda yapilan Tetranychidae sp.
anotasyonunda da elde edilememistir. Bunun da nedeninin o gen bolgelerinden
yeterince assembly elde edilememesinden kaynakli olabilecegi diisliniilmektedir. Nad4
ve Nad6 geninin disindaki geri kalan 11 genin siralamisi diger Tetranychidae
familyasindaki tiirlerle benzerlik gostermektedir (EK 1).

Chen vd. (2014), T.urticae’nin yesil ve kirmizi formlari, T. kanzawai, T. ludeni,
T. malaysiensis, T. phaselus, T. pueraricola mitokondriyal genomlarini sekanslayip,
karsilastirmislar ve yedi mitokondriyal genomunda, yaklasik 13.000 b¢ kodlayan tipik
dairesel molekiiller oldugunu ve bunlarin genellikle metazoanlarda bulunan 37 genin
tam setinden olustugunu belirtmislerdir. Mitokondriyal (mt) genlerin sirasi/diizeninin P.
citri ve P. ulmi'nin mt genomlar1 ile ayni, ancak diger Acari'dekinden ¢ok farkli
oldugunu bulmuslardir. Chen vd. (2014), Tetranychus truncatus Ehara tiiriiniin
mitokondriyal genomunu sekanlamiglar, 13089 b¢ kodlayan tipik dairesel molekiiller
oldugunu ve mt genlerininin sirasinin ayni tetranychidae familyas: i¢inde olan T.
urticae, P.citri ve P.ulmi’de oldugu gibi korundugunu bildirmislerdir. Her iki ¢alismada
da tiim mitokondriyal genomun biiyiikliigii ve mitokondriyal (mt) genlerin sirasi/diizeni
(E. orientalis tiirii hari¢) tez kapsaminda bulunan sonuglar ile ayn1 bulunmustur. Tez
kapsaminda elde edilen tiirlerin tim mitokondriyal DNA sekans bilgileri ekli dijital
dosyada verilmistir.

4.5. Tez Kapsaminda Elde Edilen Tiirlerin Tiim Ribozomal DNA Gen Bdlgesi

Calismada elde edilen akar tiirlerinin Ribozomal DNA gen bdlgesinine ait
sekans bilgileri, baslangig, bititis kodonlar ile elde edilen {iirlinlerin uzunliklar1 Cizelge
4.3.’te verilmistir. Tez kapsaminda elde edilen tiirlerin tiim ribosomal DNA sekans
bilgileri ekli dijital dosyada verilmistir.
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Cizelge 4.3. Calismada elde edilen akar tiirlerinin Ribozomal DNA gen bdlgesinine ait
sekans bilgileri.

Gen Bolgesi Tiir Baslangic  Bitis Uzunluk
Amphitetranychus viennensis 793 2973 2180 be
Eutetranychus orientalis 2052 4223 2171 bg
185 Oligonychus sp. 3824 5981 2157 bg
Petrobia harti 894 3066 2172 bg
Tetranychus urticae 1092 3124 2033 bg
Tetranychidae sp. 1364 3531 2167 bg
Amphitetranychus viennensis 2974 3405 431 be
Eutetranychus orientalis 4224 4752 528 be
ITs1 Oligonychus sp. 5982 6543 561 bg
Petrobia harti 3067 3516 449 be
Tetranychus urticae 3125 3611 486 bg
Tetranychidae sp. 3532 4128 596 bg
Amphitetranychus viennensis 3406 3560 154 bg
Eutetranychus orientalis 4753 4907 154 bg
58S Oligonychus sp. 6544 6697 153 bg
Petrobia harti 3517 3670 153 bg
Tetranychus urticae 3612 3766 154 bg
Tetranychidae sp. 4129 4283 154 be
Amphitetranychus viennensis 3561 4004 443 be
Eutetranychus orientalis 4908 5449 541 bg
TS Oligonychus sp. 6698 7220 522 bg
Petrobia harti 3671 4040 369 be
Tetranychus urticae 3767 4242 475 bg
Tetranychidae sp. 4284 4756 472 be
Amphitetranychus viennensis 4005 8171 4166 be
Eutetranychus orientalis 5450 9591 4141 b
Oligonychus sp. 7221 10177 2956 bg
285 Petrobia harti 4041 8343 4302 bg
Tetranychus urticae 4243 8345 4102 bg
Tetranychidae sp. 4757 7651 2894 bg

4.6. Endosimbiyontlarin Tespiti

Arazi c¢alismalarinda farkli lokasyonlardaki farkli konukcu bitkilerden
toplanarak laboratuvara getirilen yeni nesil dizileme ve tiim genom amplifikasyon
metodu kullanilarak farkli akar tiirlerinde tanis1 yapilan endosimbiyontlara ait bilgiler
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(tespit edilen endosimbiyont tiirleri, contig sayilari, endosimbiyont contig sayilar1 ve
endosimbiyont iceren contig biiyiikliikleri) Cizelge 4.4’de verilmistir. Cizelge 4.4°de 1,
2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 22, 23 ve 30 nolu 6rneklerde tiim genom
amplifikasyon metodu kullanilirken, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 24, 25, 26, 27, 28 ve 29
numarali Ornekler i¢in yeni nesil dizileme yontemi kullanilmistir. Tespit edilen
endosimbiyont tiirlerine ait contig bilgileri her Ornege ait dijital dosyalar 6rnek
numaralarindaki sirayla Ek’te verilmistir.

Cardinium, yoncadan toplanan P. harti ile hem tesbih agaci hem de portakaldan
toplanan E. orientalis tiiriinde tespit edilmistir. Konyaalti’nda ardi¢ bitkisinden toplanan
Oligonychus sp.’de herhangi bir endosimbiyont bulunmamistir. A. viennensis tiiriinde
Wolbachia tespit edilmistir. Istanbul’da domatesten toplanan T. urticae tiiriinde, hem
Wolbachia ve hem de Spiroplasma varligi bulunmustur. Sanlurfa’da pamuktan,
Antalya’da melek borozanindan, Istanbul’da kabaktan ve Antalya’da pamuktan
toplanan T. urticae orneklerinde, elde edilen tiim contigler ile endosimbiyont contig
eslesmesi olmadigindan dolay1, herhangi bir endosimbiyont varligi bulunmamustir.

Yapilan bu ¢alismada, 30 Ornekten 15’inde (%50) Wolbachia, 4’iinde
Cardinium, 1’inde Spiroplasma ve 1’inde Arsenophonus simbiyontlar1 bulunmustur. 9
ornekte herhangi bir simbiyont tespit edilmemistir. Bulunan sonuglar daha onceki
caligmalar ile benzerlik gostermistir (Zhang vd. 2013; Schausberger 2018; Zele vd.
2018; Zhu vd. 2019; Pina vd. 2020; Zhu vd. 20204, b).

Zhang vd. (2013), Wolbachia enfeksiyon durumunu dogrulamak i¢in multilocus
dizi tiplemeyi kullanarak ve bes farkli Tetranychus tiiriinde (Tetranychus truncatus,
Tetranychus urticae, Tetranychus pueraricola, Tetranychus phasericola, Tetranychus
phasechus) Wolbachia enfeksiyon durumu ile konak filogenisi, mitokondriyal gesitlilik
ve cografi aralik arasindaki iliskiyi incelemislerdir. Cin’de yaptiklar1 ¢alismada, 21
popiilasyondan bes farkli Tetranychus tiirii iginde Wolbachia’nin prevalansinin %31.4
ile %100 arasinda degistigini ve filogenetik acidan dikkate deger Olgiide farklilik
oldugunu bildirmislerdir. Calismalarinda, ayn1 Tetranychus tiirleri ¢ok farkli suslari
barindirabildigi gibi, ayn1 Wolbachia’nin bazen farkli akar tiirlerini de enfekte
edebildigini bildirmislerdir. Bu goézlemler, Wolbachia'nin hem dikey hem de yatay
olarak aktarildigin1 ve bu nedenle bu calismada da oldugu gibi ¢ok yaygin olarak
bulundugunu gostermektedir.

Zele vd. (2018), bakteriyel endosimbiyontlarin, akarlarin evrimsel ekolojisinde
onemli oldugunu, fakat endosimbiyontlarin dagilimi, yaygmligi ve gesitliliginin hala
bliyiik 6lciide kesfedilmedigini bildirmislerdir. Bu amagla, Giiney-Bati Avrupa’nin
oteul orlimcek akarlarinda en yaygin bakteriyel ireme manipiilatorlerinin neden oldugu
enfeksiyonlar1 arastirmiglardir. Bu c¢alisma sonuglarina da benzer sekilde ii¢
Tetranychus tiiriine ait 16 popiilasyon arasinda, %61 oranla en yaygin endosimbiyont
Wolbachia bulunmustur. Wolbachia’y1r %12-15 oranla Cardinium izlerken, sadece
birkag birey (%0.9-3) Rickettsia ile enfekte olmustur. Calismalarinda, Arsenophonus ve
Spiroplazma tespit edilmemistir. Bu endosimbiyontlar T. evansi ve T. ludeni de ilk kez
rapor edilmistir. Ayrica ¢aligmalarinda, Wolbachia wsp ve Rickettsia gtlA genlerinde
herhangi bir farklilik olmadigini, ancak Cardinium 16S rRNA’nin, ii¢ akar tiiriiniin
popiilasyonlar1 arasinda ve i¢inde bir miktar farklilik oldugunu bildirmislerdir.
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Pina vd. (2020), ispanya’da turuncgil bahgelerinde gériilen Aplonobia histricina
(Berlese), Eutetranychus banksi (McGregor), E. orientalis, Panonychus citri
(McGregor), Tetranychus evansi Baker and Pritchard, Tetranychus turkestani Ugarov
and Nikolskii ve T. urticae akar tiirlerinin ve Cardinium, Rickettsia, Spiroplasma ve
Wolbachia endosimbiyantlarinin goriilme sikligini arastirmiglardir. Calismalarinda, bu
calisma ile benzer sekilde en yaygin bulunan akar tiirii T. urticae olmustur. Fakat PCR
calismalarinda, endosimbiyonlardan sadece Wolbachia tespit etmislerdir. Filogenetik
analizde 16S rDNA, ftsZ ve wsp gen dizilerini kullanmiglar ve tespit edilen tim
Wolbachia'nin iist grup B'ye ait oldugunu bildirmislerdir.

53



nPOoJSW SWIIZIP [ISAU TUsA :SON ‘Npopw uoAsexde wWouds Wiy IVOM

54

0 0 69059 Ipetieunng WHOJ 1ZIULIY] 200140 SYIAUD.2 ] VDM nwed nsyy /AUy 0¢

0 0 8TITSIT Ipeteun[ng ds oepryoLuena], SODN Sipry neeluoy /eAenry 6T

dq 9T1-L0T 1594 880971 UIORQIOAY  WLIOJ [1504 200y.n Snifodun.4ja ] SON nwed nsyy /eApuy 8T

dq £11-§97 6 £06201 wniurpIes SHOIUR1AO SNYOAUD.L2IST SON Toege qIqsoL, neefuoy /Ay LT

dq £yT-80C Ll 65056 BIoRqIOM 201 SHYIKUD.3] SODN omseq Sepayo], 9t

dq 13¢-viT S 8V0TL wnurples SHDIUIAO SHYIAUD.HINT SON [eeniod npeeduoy jekenry Y4

0 0 0697T fpereunneg 20N STYIAUD.2 ] SON Heqes] [nquelsy 144

dq g9z-1€7 (4 1€2C snuoydoudsry SHOIU2140 Smipoduv yong VOM wede yIqsa],  njeekuoy Ay €7

0 0 vL9S Ipewreunng ovoHn snyodun.4a ] VOM  Tuezoxog Mo neeAuoy| /eA[ejuy T

0 0 LEI6Y IpewRunng a1o14n SHyodup.41a [ SON  ruezorog JoPN neeiuoy /ekeyory 1T

0 0 $80€ Tpetreun[ng ‘ds oepryoluens], SON Stpry njeekuoy| /ey 0z

0 ] [4¢4! IpetEUN[ng “ds snyoduo8yo SON dipry ueeduoy] feAreuy 61

0 0 Z1Z1L Ipemeunng ‘ds snyoduo3nyo SON Spry neeAucy feA[eIny 81

dq 6t I (347474 wnrwpres H4vYy vrqo42d SOHN BOUO A npeeAuoy] /eAepry LT

dq 6121-689 6 1L90L wnrpres Hivy viqo.gad SON BOUO X npeeiuoy jekeyry 91

dq $y797-807 €8¢ 9v091 eIgoeqIoM sisupuuata Snyddup.yapyduty SDN SUSTA TeII0Y /eAeruy Sl

dq 855211t 68 LT8¢ BIYORQIOM sisusuuzla snyodupgapydudy VOM ousip IOy eARITY 4!

dq zzse-sotl [4 L9¢ BIYOEQIOM 2o Sny2AUD.43 [ vVOMm 1efry nzieq €1

dq ze01-LET L 1443 BIYORQIOM 200y SHOAUD43 ] VDM teorjied mping 4!

dq 1zp-€82 z 62S BIYORQ[OM anoyan snyoduna ] VOM af[nseq uozqel], 11

dq oz9-11z S1 TL9E BIYORQIOM 2V SYOAUD.YD ] vOm ahuse q Selewruernerey] 01

dq ys6 I v601 SI[epog « avoyan snyodup.ya ] VOm 1Zeqexred Jeung 6

dq ¢66-11¢2 z Iv€z ewseidondg ‘emoeqiom 0o SHYIAUDYI ] VOM sayewIo(q mque)sy 8

0 0 181L Tpeweunng 001N ShyoAup.4a J VOM e g elmIURS L

dq z9s-71¢ 0¢ 6LIY BIgOEQIOM 214N SIPIAUD 42 ] vOm Anwed BURPY 9

dq 062-L0T 4! 8665 BIYOBQIOM 200N SHYIAUDD ] VDM TeArq wnios S

dqgLzl I vovl BIYORQIOM o02YAR SIYOAUD.AID ] VoM ofnseq Syewrg 4

dq pe6-cit 6 6071 BlyoRqrom a0YAn SHYoAUD.4D | vVOm Teoted Hwiz] £

dq §55-L1T 9 011 BIYIBQIOM avo1Lan Snyaduv4a [ vOm Heqed] epreds] [4

dq LS7-91T 4! 7£98 BIORQIOM avonan snyoduv.4a J VOM vIOQIOD) zodoy] feAreny 1
LapnpRARg

Spuoe) uwamdy .mm—%«w 3puo) 3 1siheg JuoAIquarsopuy pyang, +URUQX DPIq ndnuoyy :ohmwu_c_ ou

Juoiquusopuy juoliquusopuy 3Spuo)) wing, ueueny[ wepuepdo], yPuwiQ

Te[JUOAIqUIISOPUD dA Jedye UBUE[IUE) ele[rue[ny
npojowr uoAseyyrdure wouss wmy oA ruuQA swenzip [Isou 1uek yeieuerdo) uSpIOINq NAYNUOY IPPER) epRWSIE ¢'p ASPZ)

NASOL S'H VINSILYV.L HA ¥V INOINd



BULGULAR VE TARTISMA H.S. TOSUN

4.7. Tetranychus urticae Tiiriinde Genetik Polimorfizm

Tez galigmasi kapsaminda Melek Borazani bitkisinden elde edilen T. urticae
popiilasyonundan olusturulan yeni nesil dizileme kiitiiphanesi 150*2 uzunlugunda
[llumina okumasina tabi tutularak yaklasik 25 milyon DNA dizisi elde edilmistir.
Adaptor ve kalite temizligi sonrasinda, yaklasik 1,3 milyon DNA dizisi filtrelenerek,
23,7 milyon DNA dizisi kulanilmaya hazir hale getirilmistir. Filtrelenen kiitiiphanede
ilk yon okuma uzunlugu barkodlarin filtrelenmesi nedeniyle 139 bg, ikinci yon okuma
ise 149 bg olarak gerceklesmistir. iki yon okumasi icin de ortalama GC oram %33
olarak belirlenmistir. Filtrelenen 23,7 milyon DNA dizisi “bowtie2” programinda
referans genom ile eslesmeye (alignment) tabi tutulmustur. Bu islem sonrasinda,
referans genom ile eslesme oran1 %87 olarak bulunmustur. Elde edilen bu deger, heniiz
rafine edilmemis bir referans genoma ve ayrica oldukga yiiksek polimorfizm diizeyine
sahip bir tiir icin, oldukca yiiksek olup olusturulan kiitiiphanenin kalitesini
yansitmaktadir. Bu rakamlar, ayrica 90 milyon baz uzunlugundaki referans T. urticae
genomunun her bir bazinin ortalama 33 defa okundugunu (33X coverage) ifade
etmektedir. Bu deger, ortaya ¢ikarilacak polimorfik lokuslarin giivenirliligi agisinda
kritik olup ortalama 10-15X diizeyinde coverage degeri giiven siniri olarak kabul
edilmektedir.

Eslesme sonrasi olusturulan “bam” dosyas1 ve “freebayes” programi kullanilarak
minimum 10X coverage degeri ile polimorfizm taramasi yapilmistir. Olusan verilere ait
ozetler, Cizelge 4.5°de gosterilmektedir. Sonuglara gore, 785391 adet SNP (tek nokta
mutasyonu) 54283 adet MNP (birden fazla bazin es zamanli degisimi), 69193 adet
insersiyon (mevcut genoma ekstra baz eklenmesi) ve 55219 adet delesyon (mevcut
genomdan baz silinmesi) seklinde polimorfizm tespit edilmistir. Elde edilen tim
polimorfizm tiplerinde heterozigotluk orani, yaklasik %5-9 olarak bulunmustur. Bu
durum, analize tabi tutulan popiilasyon igerisindeki bireylerde de popiilasyon ici
varyasyonun varligini ifade etmektedir. Ayrica, tespit edilen heterozigotluk oraninin
tim polimorfizm tiplerinde de benzer oranda bulunmasi, olusturulan veri setinin
giivenirliligini ortaya koymaktadir. Sonuglara gore, transition/transversion orant 1,50
diizeyinde olup bu durum birgok canli tiirlinde elde edilen verilerle ortiismektedir. Elde
edilen 785391 adet SNP rakami ¢ok yiiksek bir rakam olup ortalama her 100 baz
referans genoma 0.87 adet SNP hesaplanmaktadir. Bu rakam, genel olarak bir¢ok
canlida 1SNP/1000b¢ olarak kabul edilmektedir. Ancak, burada elde edilen yaklasik
1SNP/100 b¢ rakaminin yalnizca bir popiilasyonun referans ile karsilagtirlmasindan elde
edilmis olmasi, tiiriin diger orneklerinin karsilastirilmasi durumunda ¢ok daha yiiksek
oranda polimorfizmin var olabilecegine isaret etmektedir.
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Cizelge 4.5. GenBankasinda kayitli Tetranychus urticae genomu ve mevcut ¢aligmada
Melek Borazani bitkisinden toplanan Tetranychus urticae popiilasyonundan elde edilen
DNA dizilerinin 10X coverage degeri ile karsilastirilmast sonucunda ortaya konulan
polimorfizm oranlarinin dagilima.

Heterozigot/Homozigot Oran

Toplam

Polimorfizm 964086  Total Het/Hom 76601/887485 0.086
SNP 785391  SNP Het/Hom 64035/721356 0.089
MNP 54283 MNP Het/Hom 2801/51482 0.054
Insersiyon 69193  insersiyon Het/Hom 5622/63571 0.09
Delesyon 55219 Delesyon Het/Hom 4143/51076 0.088
Insersiyon/Delesyon 69193/55219 1.25
SNP Transition/Transversion 903883/602864 1.50

Mevcut calismada da gorildiigii iizere, kiigiik dokuya ve dolayisi ile sinirlt
miktarda DNA izole edilebilen tiirlerde bireysel ornekler ile yeni nesil dizileme
caligmasi gergeklestirmek oldukga zordur. Bu nedenle, mevcut veri seti derinlemesine
analiz edilerek kisitli imké&na sahip laboratuarlarda kullanilabilecek polimorfik
lokuslarin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amagla, ilk asamada belirlenen INDEL
(Insersiyon ve Delesyon) lokuslar1 Excel dosyasinda filtrelenerek referans genom ile
minimum biyiikliik farki 10 bg olan ve potansiyel olarak agaroz jel elektroforez ile
ayristirilabilecek genomik lokuslar ortaya konmustur (Cizelge 4.6). Yapilan bu
filtreleme caligmasi ile toplam 124412 INDEL lokusundan 21 adet insersiyon ve 9 adet
delesyon lokusunun referans genom 20 baz ve iizeri biiyiklikte fark olusturdugu
belirlenmistir. Benzer sekilde, 16-19 bg, araliginda biiyiikliik farkina sahip toplam 154
lokusun varlig1 ortaya konulmustur. Potansiyel olarak agaroz jel ile ayristirilabilecek
lokuslarin genel frekans dagilimi Sekil 4.23’de verilmis olup bu lokuslarmn bir 6rnegine
ait IGB Browser goriintiisii ise Sekil 4.24°de goriilmektedir. Analiz sonucu elde edilen
2433 adet lokusun T. urticae genomunda dagilimi homojen olup scaffold diizeyindeki
genomun birgok noktasi bu lokuslarda temsil edilmektedir.

Cizelge 4.6. Gen bankasinda kayitli Tetranychus urticae genomu ve mevcut ¢aligmada
Melek Borazani bitkisinden toplanan Tetranychus urticae popiilasyonundan elde edilen
DNA dizilerinin karsilastirilmasi sonucunda 10 bg ve tizeri biiylikliikte insersiyon ve
delesyon igerdigi belirlenen lokus sayilarinin biiytikliik dagilimi

Insersiyon Lokus Sayisi Delesyon Lokus Sayisi
> 20bg 21 > 20bg 9

16-19b¢ 96 16-19b¢ 68

12-15bg 478 12-15bg 287

10-11bg 614 10-11bg 860

Toplam > 10bg 1209 Toplam > 10bg 1224
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Sekil 4.23. Tetranychus urticae genomu CAEY01001133.1 contig boliimiiniin 125711
b¢ lokusunda yer alan ve Melek Borazani bitkisi iizerinde elde edilen T. urticae DNA
dizi karsilastirmasi sonucu  ortaya  konulan = 21 b¢  uzunlugunda
(AT/ATCTCTTCTTTTACTCTCTTTTT) delesyon bolgesi
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Sekil 4.24. 10bg ve iistii INDEL markir biiyiikliklerinin frekans dagilimi

Grbic vd. (2011), T. urticae'deki polimorfizmi incelemek ve gelecekteki genetik
haritalama ve popiilasyon genetigi ¢alismalar1 i¢in SNP'leri ve indelleri tanimlamak
amaciyla, ikinci bir T. urticae popiilasyonunu dizilemislerdir. Montpellier irkinda,
homozigot 151.763 SNP, heterozigot 250.186 SNP olmak iizere toplam 401.949 SNP
bulmuslardir. Ayni1 zamanda 1 ila 15 baz arasinda degisen boyutlarda 67.957 delesyon
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(sirasiyla 31.254 ve 36.703 homozigot ve heterozigot) ve 1 ila 6 baz uzunlugunda
72.694 insersiyon (sirasiyla 38.649 ve 34.045 homozigot ve heterozigot) tespit
etmiglerdir. Elde edilen rakamsal veriler yapilan bu calisma sonuglar1 ile benzerlik
gostermistir.

Rutin laboratuar caligmalarinda siklikla kullanilan bir diger polimorfizm
belirleme araci mikrosatellit (SSR)’ler olup kirmizidriimeekler gibi kiiciik dokuya sahip
organizmalarda SSR bdlgerinin ve polimorfizm diizeylerinin belirlenmesi 6nem arz
etmektedir. Mevcut veri setinde yapilan analizler ile referans genom ve calisilan
popiilasyon arasinda polimorfik oldugu tespit edilen toplam 9187 lokus bulunmustur.
Ortaya konulan polimorfik SSR lokuslarinda en fazla polimorizm gosterenler 5779
lokus ile 3bg tekrar1 igerenler mikrosatellit bogeleri olmustur. Bunu takiben, 2979, 343
ve 86 adet lokus, sirasiyla 2bg, 4bg¢ ve 5Sbe¢ tekrara sahip mikrosatellit T. urticae
genomunda polimorfik SSR bélgeleri olarak bulunmustur. INDEL markirlarinda oldugu
gibi polimorfik SSR bélgelerinin dagilimi referans genomdaki bir¢ok farkli scaffold
bolgesinden gelmis olup, tiim T. urticae genomunu temsil etmektedir.

Bu vd. (2015), Tetranychus cinnabarinus (Boisduval, 1867)’un nispeten diisiik
bir mikrosatellit yogunluguna sahip oldugunu, tipik olarak en bol bulunan mikrosatellit
tipi olan diniikleotid tekrarlarinin bile (696, %30.17), triniikleotidlerden (1583, %68.62)
belirgin sekilde daha az siklikta oldugunu, etraniikleotit, pentaniikleotit ve bilesik
SSR'ler, tiim SSR'lerin <%1'ini olusturdugunu bildirmislerdir.

Grbic vd. (2011), T. urticae mikrosatellitlerinin belirgin bir profilinin oldugunu,
mono-niikleotit tekrarlarinin neredeyse yok ve normalde en bol bulunan mikrosatellit
tiri  olan di-niikleotit tekrarlarinin, tri-niikleotitlerden O6nemli oOlgiide daha az
bulundugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglar daha once farkli
arastirmacilar tarafindan elde edilen sonuglar ile benzerlik géstermistir.
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5. SONUCLAR

Bu tez calismasi ile Tetranychidae familyasina ait tiirlerin hem morfolojik hem
de tim genom amplifikasyonu ve yeni nesil dizileme gibi molekiiler yontemler
kullanilarak teshisi, endosibiyontlarin varligi tespit edilmistir. Klasik morfolojik teshisin
uzmanlik gerektirmesi, tanimlayic1 karakterlerin az sayida olmasindan dolay1 akar
teshisi konusunda bir agig1 kapatmak, teshisi hem hizlandirmak hem de kolaylagtirmak
amaglanmistir.  Tirkiye’nin  farkli  illerinden toplanilan  Tetranychus urticae
popiilasyonlarinda da genetik polimorfizm arastirilmistir.

Calisma sonucunda, Tetranychidae familyasindan, Tetranychus urticae (Koch,
1836), Petrobia harti (Ewing, 1909) tiiri, Eutetranychus orientalis (Klein, 1936),
Amphitetranychus viennensis (Zacher, 1920), Oligonychus sp. ve Tetranychidae sp.
tirleri farkli konukgu bitkilerde tespit edilmistir. Tetranychus urticae, 6rnek toplanilan
her 3 ilde de biitiin konukgu bitkilerde tespit edilmistir. Oligonychus sp. tiirlerine
Antalya ili Konyaalt1 ilcesinden Juniperus sp, Thuja sp. bitkilerinde rastlanmistir.
Eutetranychus orientalis tiirii Antalya Ili Konyaalt: ilgesinden Citrus sinensis ve Melia
azedarach iizerinden &rneklenmistir. Petrobia harti Tiirkiye’de ilk kez Antalya Ili
Konyaalt1 ilgesinden Medicago sativa iizerinde bulunmustur. Tetranychus urticae
popiilasyonlarinda  Wolbachia, Spiroplasma, Petrobia harti popiilasyonunda,
Amphitetranychus viennensis bireylerinde Cardinium tespit edilmistir. Ayrica, tez
kapsaminda bulunan 6 tiiriin yeni nesil dizileme ve farkli lokasyonlardan toplanan 18
tane Tetranychus urticae orneginin mitokondriyal genomu g¢ogaltmak igin tasarlanan
spesifik primerler kullanilarak PCR ydntemiyle tiim mitokondriyal genom bilgileri elde
edilmis, Eutetranychus orientalis ve Petrobia harti tiirlerinin tiim mitokondriyal dizilim
bilgisi ilk kez elde edilmistir. Bunlarin diginda, tiim mitokondriyal genomu ortaya
konan Oligonychus sp. ve biitiine yakini ortaya ¢ikarilan Tetranychidae sp. tiirlerine ait
mitokondri dizilimleri de yeni kayit niteligindedir. Elde edilen bu tiirler dizilim bilgisi
dikkate alinarak tiire 6zgii spesifik primerler tasarlanarak PCR ile dogrulanmalidir.

Tez galigmas1 kapsaminda Melek Borazani bitkisinden elde edilen T. urticae
popiilasyonundan yeni nesil dizileme yontemi ile DNA dizileri elde edilerek, referans
genom ile alignment yapilmistir. Analiz sonucunda elde edilen SNP bilgileri
tartisilmastir.
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Ek-1. a) Tetranychus urticae mitokondriyal genomu (13.103 bg); b) Tetranychus
pueraricola mitokondriyal genomu (13.084 bg); c) Amphitetranychus viennensis
mitokondriyal genomu (13.085 bg); d) Tetranychus phaselus mitokondriyal genomu
(13.084 bg); e) Panonychus citri mitokondriyal genomu (13.075 bg); f) Panonychus
ulmi mitokondriyal genomu (13.115 bg); g) Tetranychus urticae mitokondriyal genomu
(13.092 bg); h) Tetranychus kanzawai mitokondriyal genomu (13.091 bg)
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