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Domates Giivesi Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae)’nmin Biskek
popiilasyonunun mitokondrial cytochrome oxidase subunit I (mtCOI)’e gore
genetik ozellikleri iizerine bir arastirma
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Bu ¢alismada Kirgizistan’da ilk kez 2017 yilinda Biskek’te tespit edilen Tuta absoluta’nin
mitokondrial cytochrome oxidase subunit [(mtCOI) gen bdlgesinin sekansina gore genetik
ozelliklerinin ortaya konulmasi amaglanmistir. Calismada Biskek’ten toplanan Domates
giivesi bireylerinden DNA izolasyonu yapilmis ve takiben mtCOI bolgesi spesifik primerler
ile amplifiye edilerek sekansi yapilmistir. Elde edilen sekans dizileri GenBank’tan alinan 22
domates giivesi sekans verileri ile karsilastirilarak filogenetik aga¢ olusturulmustur. Analiz
sonucunda Kirgizistan Ornegi ile GenBank verilerinin yiiksek benzerlik gosterdigi
goriilmiistir. Sekans verileri ileriki calismalarda kullanilmak tizere GenBank’a kayit
ettirilmistir. Farkli molekiiler markirlar ile Kirgizistan’in diger bolgelerinden de toplanacak T.
absoluta érnekleri iizerinde yapilacak aragtirmalar, zararlimin genetik cesitliligine, orijinine ve
ileride yapilacak calismalara 1g1k tutabilecektir.
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In this study determination of the genetic trait of Tuta absoluta which was first determine in
Kyrgyzstan in 2017, according to the sequence of mitochondrial cytochrome oxidase subunit |
(mtCOl) gene region was aimed. In the study, DNA isolation was made from the tomato borer
individuals collected from Bishkek and then the mtCOI region was amplified with specific
primers and sequenced. The sequence data were compared with twenty-two tomato borer
sequence data from GenBank and then phylogenetic tree were constructed. As a result of the
analysis, it is seen that Kyrgyzstan sample showed high similarity with those GenBank data.
Sequence data of Bishkek population were submitted to Genbank for futher studies. Research
on the genetic diversity of T. absoluta samples collected from other regions Kyrgyzstan is
thought to be beneficial for integrated pest management. Researches on T. absoluta samples
collected from different regions of Kyrgyzstan with different molecular markers will be able to
shed light on the genetic diversity, origin and future studies of the pest.

1. Giris

Domates giivesi, Tuta absoluta (Meyrick) Giiney Amerika Avrupa kitasma yayilmistir (Urbaneja ve ark. 2007; Garzia

orijinli bir zararli olup, bulasmis oldugu yerlerde domates
iretiminin en 6nemli zararlilarinin baginda gelmektedir. Clarke
(1962) tarafindan Japonya’dan bildirilmesine ragmen zararl
Peru orijinlidir ve Giiney Amerika’nin neredeyse tamaminda
yayilmig durumdadir. Zararli, Avrupa’da ilk olarak 2006 yilinda
Ispanya'da goriilmiis ve basta Italya, Fransa, Portekiz,
Almanya, Hollanda, ingiltere, Yunanistan, olmak iizere zamanla

2009; Korycinska ve Moran 2009). Afrika kitasinda 2008
yilinda tespit edilen (Anonim 2019) domates giivesi 2009
yilinda Tirkiye’de (Kilig¢ 2010), 2010-2011 yillarinda da Irak,
Suriye, Suudi Arabistan, Liibnan, Urdiin, Filistin ve Israil’de
saptanmustir (USDA 2011; Oztemiz 2012). Kirgizistan’da ise
ilk kez 2017 yilinda Biskek’te tespit edilmistir (Uulu ve ark.
2017).
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Yiiksek iireme giicii ve zarar potansiyeline sahip domates
giivesi ile ilgili olarak gliniimiize kadar zararlinin popiilasyon
dalgalanmasi, bulasma durumu, miicadelesi ve genetik ¢esitliligi
ile ilgili ¢esitli ¢aligmalar yapilmistir (Bayram ve ark. 2014;
Portakaldali ve ark. 2014; Tatli ve Go¢men 2011; Asma ve
Kaouthar 2017). Kirgizistan’da ise T. absoluta ile ilgili Uulu ve
ark. (2017) tarafindan ilk rapor disinda herhangi bir galisma
bulunmamaktadir.

Domates giivesi gibi istilaci bir tiiriin genig bir cografi alana
yayilma basarisi, adaptasyonunu destekleyen hem biyotik hem
de abiyotik faktorlerle belirlenebilmektedir (Cifuentes ve ark.
2011). Bu faktorleri belirlemeye yonelik caligmalar istilac
tiirlerle ilgili bilgileri gelistirmek ve onlarin miicadeleleri igin
kullanishi olabilmektedir. Bununla birlikte, tiim bu faktérlerin
yeterli bir sekilde anlagilmasi, istilaci tiirlerin popiilasyonlari
arasindaki filogenetik iliskilerin yani sira, basarili bir istilaya
neden olan o&zelliklerin veya genetik Ozelliklerin temelini
bilmeyi  gerektirmektedir.  Ilave  olarak  istilaci  bir
popiilasyonunun genetik yapisim1 ve ¢esitliligini molekiiler
markerler kullanarak yerli popiilasyonlarla kiyaslama, gen
akisini, go¢ oranlarini, popiilasyonlar arasindaki izolasyonu ve
genetik farklilagsma ile ilgili diger mikro-evrimsel siirecleri
anlamada yardimci olmaktadir (Hufbauer ve Roderick 2005; Ito
ve ark. 2011; Shashank ve ark. 2018). Domates giivesi ile ilgili
farkli arastirmacilar tarafindan yapilmis genetik ¢alismalar
bulunmaktadir. Yiikselbaba ve Gogmen (2017) Gelechiidae
familyasina ait {i¢ tiir T. absoluta, Phthorimaea operculella
(Zeller) ve Pectinophora gossypiella (Saunders)’nin genetik
varyasyonunu mtCOI gen bolgesine gore caligmislardir.
Cifuentes ve ark. (2011) 23 Akdeniz ve 10 Kuzey Amerika
popiilasyonunun genetik yapisint mtCOI ve ITS bdlgelerine
gore analiz etmiglerdir. Shashank ve ark (2018) ise T.
absoluta’nin bes Hindistan ve bir Nepal popiilasyonunun
genetik gesitliligini mtCOI bolgesine gore caligmiglar ve
ekonomik zarar ve yayilma potansiyeli g6z oniine alindiginda,
zararlinmn istilasinin  izlenmesinin kritik oldugunu ve bir
popiilasyonun yeni iilkeye giris kaynagmin bilinmesinin ¢ok
onemli oldugunu bildirmislerdir.

Bu c¢alismada Kirgizistan igin yeni bir tir olan T.
absoluta’nin mitochondrial cytochrome oxidase subunit | gen
bolgesinin  sekansina dayanarak DNA etiketlemesi ve
filogenetik analizininin yapilmasi amaglanmistir.

2. Materyal ve Yontem

Tuta absoluta ergin ve larva dénemine ait 6rnekler Biskek
ili yakinlarindaki domates iiretimi yapilan seralarda feromon
tuzaklarindan ve domates bitkileri iizerinden toplanmistir.

2.1. DNA Izolasyonu ve mtCOI reaksiyonlart

Calismada DNA izolasyonlari tek bir bireyden yapilmis ve
her biyolojik donemden 10 birey alinarak ayrt ayri DNA
izolasyonlar1 yapilmigtir. Domates giivesi DNA izolasyonlari
EZNA SQ Tissue DNA kit protokolii dikkate almarak
Yiikselbaba ve Gogmen (2016) tarafindan belirtildigi gibi
yapilmigtir. DNA izolasyonunu takiben mtCOI bélgesi “C1-J-
21955 TTG ATT TTTTGGTCA TCC AGA AGT 3" ve TL2-
N-3014 5°TCC AAT GCA CTA ATC TGC CATATT A3~
primerleri (Simon ve ark. 1994) kullanilarak polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile cogaltilmistir. PCR reaksiyonlari
Yiikselbaba ve Gogmen (2016)’in ¢alismalarindaki gibi bazi
bilesenlerin miktarlari, siire ve derece modifiye edilerek toplam
125 pul hacimde 0.5 pul kalip DNA, 0.08 ul Taq DNA

polymerase (5 unit ul), 0.3 pl her bir primerden (0.2 pM), 0.3
ul 10 mM DNTPs, 1.2 ul taq buffer, 1 ul 25 mM MgCl: ve 8.82
pl olacak sekilde, 4 dk 94°C’de, takiben 35 dongi [50 sn
94°C’de, 45 sn 50°C’de ve 50 sn 72°C’de] ve son olarak 4 dk
72°C PCR sartlarinda gergeklestirilmistir.

PCR iiriinleri %0.8’lik TAE Agorose jelde goriintiilenmistir.
Sekans dizi analizi iki yonlii olarak BM labosis (Ankara-
Tiirkiye) firmasi tarafindan yapilmus, elde edilen diziler aym
zamanda manuel olarak da kontrol edilmistir. Sekans dizilimi
NCBI GenBank veri tabaninda BLAST analizine tabi
tutulmustur. Daha sonra bir 6rnegin sekans dizilimi GenBank
veri tabanina Kirgizistan Ornegi olarak MK639787 kayit
numarasi ile eklenmistir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Kirgizistan popiilasyonuna ait 6rnek ve GenBank veri
tabanindan BLAST analizi sonucunda homoloji gosteren T.
absoluta dizilimleri ClustalX programi kullanilarak ¢oklu dizi
hizalama analize tabi tutulmustur. Filogenetik analizler PHYLIP
paket programi kullanilarak distance matrix’e gore yapilmistir.
Filogenetik agac¢ evolutionary distance verisi ile Kimura two-
paramater model kullanilarak Neigbor-joining methoda gore
1000 Bootstarp tekrarli olarak yeniden olusturulmustur
(Felsenstein 1993). Phthorimaea operculella outgroup (Dis
grup) olarak kullanilmustr.

3. Bulgular ve Tartisma

Tuta absoluta’nin DNA izolasyonu sonucunda mtCOI
bolgesi Thermocycler’da ¢ogaltilmis ve yaklasik 850 bp’lik
PCR iiriinii elde edilmistir. Elde edilen PCR fiirlinlerinin ¢ift
yonlii sekans analizlerinin niikleotit dizilimleri hem forward
hemde reverse sonuglarina gére manuel olarak diizeltilmis ve
849 bp’lik dizilim GenBank’a MK639787 kod ile kayit
ettirilmigtir. Blast analizi sonucunda elde edilen sekans
diziliminin T. absoluta ile yiiksek homoloji gosterdigi
belirlenmistir. NCBI GenBank’tan Blast analizi sonucuna gore
indirilen 22 sekans verisi ile dizi dogrulama analizi yapilmis ve
yapilan dizi dogrulama analizi sonuglar1 611 konservatif bolge,
57 degisken, 2 parsim-bilgi ve 55 singleton bolge igerdigi
bilgisini vermistir.

Neighbor-joining filogenetik aga¢ toplam 23 sekans dizilimi
kullanilarak 1000 bootstrap tekrari ile olusturulmustur (Sekil 1).
Buna gore Kirgizistan Orneginin sekans dizilimi Peru
(HQ873064) ve Ispanya (HQ873069) érnegi ile alt kiimelesme
gostermistir (Sekil 1). Cografi olarak birbirinden farkl iilkeler
ile alt kiimelesme gostermesi T. absoluta popiilasyonlari
arasinda mtCOI bolgesine gore yliksek homojenlik oldugunu
gostermektedir. Domates giivesi popiilasyonlari arasinda mtCOI
bolgesi sekans verilerine gore yiiksek homojenlik oldugu farkll
calismalarda da bildirilmigtir. Shashank ve ark. (2018)
yaptiklar1 ¢aligmada Hindistan ve Nepal’dan topladiklari
ornekleri ve NCBI veri tabanindan elde ettikleri toplamda 40
ornegi mtCOI bolgesi sekanslarina goére kiyaslamislardir.
Calismalar1  neticesinde olusturduklart filogenetik agacta
cografik orijin ile iligkili kiimelesme olmadigin belirtmisler ve
cografik kiimelesme olmamasinin nedeninin  T. absoluta
popiilasyonlariin homojenlik gostermesi oldugunu
bildirmislerdir. Yiikselbaba ve Go¢men (2016) Tiirkiye Bati
Akdeniz bolgesi T. absoluta popiilasyonlarinin  mtCOI
bolgesine  gore  genetik  varyasyonunu  inceledikleri
caligmalarinda popiilasyonlar arasinda ve popiilasyon iginde
yiiksek homojenlik oldugunu ve Tiirkiye popiilasyonlarmin
Giiney Amerika ve bazi Avrupa popiilasyonlar: ile yiiksek
benzerlik gosterdiklerini bildirmislerdir. Benzer bir c¢alisma
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Sekil 1. Tuta absoluta populasyonlarinin 1000 bootstrap tekrarli ve two-parameter model ile neigbour joining filogenetik agaci.

Figure 1. Neigbour joining Phylogenetic tree of Tuta absoluta populations based on Kimura two-parameter model with 1000 bootstrap replicates.

23 Akdeniz ve 10 Giiney Amerika T. absoluta popiilasyolarmin
genetik ¢esitliligi mtCOI ve internal transcribed spacers 1
(ITS1) gen bolgesine gore Cifuentes ve ark. (2011) tarafindan
caligtlmustir.  Aragtiricilar, Akdeniz ve Giliney Amerika T.
absoluta popiilasyonlarinda yiiksek genetik homojenlik
gbzlemlemisler ve tek tip genetik yap1 oldugunu bildirmislerdir.
Benzer sekilde Duric ve ark. (2014) Bosna-Hersek ve Karadag
popiilasyonlarininin ve caligmalarinda kullandiklart
popiilasyonlarin mtCOI sekans dizilimlerinin kiyaslanmasi ile
yiiksek benzerlik gosterdigini bildirmislerdir. mtCOI bdlgesine
gbre popiilasyonlar arasinda belirlenen yiiksek homojenligin
aksine farkli molekiiler markirlar kullanilarak yapilan
caligmalarda domates giivesi popiilasyonlari arasinda genetik
varyasyon bildirilmistir (Suinaga ve ark. 2004; Bettaibi ve ark.
2012; Guillemaud ve ark. 2015).

4. Sonug

Sonug olarak, T. absoluta iilkeler arasinda ¢ok hizla
yayilmakta ve farkli iklim kosullarina adapte olabilmektedir. Bu
calisma ile yiiksek ilireme giici ve yayilim kabiliyetine sahip
istilact tiir T. absoluta’ nin mtCOI bdlgesinin sekansina gore
tanimlanmast ve filogenetik analizi Kirgizistan’da ilk kez
yapilmustir.

Molekiiler c¢alismalarda mitokondriyal DNA, genetik
cesitlilik, istilac tiirlerin teshisi ve orijinlerini belirlemek iizere
kullanilmaktadir. Ancak c¢alisgmamizda ve diger ¢aligsmalarda
domates giivesi popiilasyonlar1 arasinda yiiksek homojenlik
olmasi, mtCOI'nin 7. absoluta'mn Kirgizistan’a girisini
aciklamada yetersiz kalmaktadir. Farkli molekiiler marker
sistemleri  kullanilarak zararlinin  popiilasyonlar1 arasinda

genetik  cesitlilik  belirlenebilmektedir.  Zararli  iizerine
Kirgizistan’in diger bolgelerinden de ornekler toplanarak ve
farkli molekiiler yontemler kullanilarak yapilacak ¢alismalarin
zararlinin genetik c¢esitliligine, orijinine ve ileride yapilacak
caligmalara 151k tutabilecektir.
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