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Domates giivesinin [Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae)] Bati
Akdeniz Bolgesi populasyonlarinin mitokondrial cytochrome oxidase subunit I
(mtCOI)’e gore genetik varyasyonunun incelenmesi
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Bu calismada Tuta absoluta’nin genetik varyasyonu mtCOI gen bolgesinin dizi analizine gére
belirlenmistir. Bu amagla zararlimin ergin bireyleri Bati Akdeniz bolgesinden Anamur,
Gazipasa, Serik, Antalya-Konyaalt, Kumluca, Demre, Kinik ve Fethiye popiilasyonlarindan
denemelerde kullanilmak tizere 2011 yilinda domates bitkisinden toplanmustir. Tek bir
bireyden DNA izolasyonlart yapilmis ve her bir popiilasyondan en az 10 bireyden DNA
izolasyonu yapilmustir. DNA'lar mtCOI gen bolgesine spesifik “C1-J-2195 Forward ve TL2-
N-3014 Reverse” primerleriyle ¢ogaltilmistir. Sekans analizi sonunda yaklasik olarak 747
bazlik sekans dizilimi Mega 4 programu ile dizi dogrulamasi yapilarak analiz edilmistir.
Analizler sonucunda popiilasyonlar arasinda ve popiilasyon igindeki bireyler arasinda genetik
farkliligim olmadigi belirlenmistir. Gen bankasindan elde edilen verilere gore Tiirkiye
popiilasyonlar ile Giiney Amerika ve bazi Avrupa popiilasyonlar1 arasinda yiiksek benzerlik
oldugu gozlemlenmistir. Sekans verileri ayrica gen banka kaydedilmistir.
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In this study, the genetic variation of Tuta absoluta was studied based on the sequences of
mtCOI gene region. For this purpose, the samples of the adult pest were collected from tomato
plants grown in Anamur, Gazipasa, Serik, Antalya-Konyaalti, Kumluca, Demre, Kinik and
Fethiye district of western Mediterranean region in 2011. Minimum ten DNA was extracted
individually from each. The mtCOI gene was amplified and sequenced with the primer pair
“C1-J-2195 and TL2-N-3014 specific to this region. The sequences were aligned and analyzed
by using Mega 4 software program. An approximately 747 base pair of informative sequences
were obtained and used in the analyses. The results of the analysis showed that there was no
inter and intra-population polymorphism in the sequences of individuals among the
populations studied here. A high sequence similarity was found when the sequences of Turkish
populations were compared with the Gen bank sequences of the South American and some
European populations of the pest. Sequences were deposited in Gene bank.

1. Giris

Domates giivesi Tuta absoluta

(Meyrick), domates yilinda giris yapmustir (Urbaneja ve ark. 2007; Erler ve ark.

iretiminde 6nemli zararlilarin basinda gelmektedir. Ekonomik
olarak 6nemli {irlin kaybina neden olan zararli ayn1 zamanda
diger Solanacae tiirlerinde de zarar yapabilmektedir. Anavatan
Giliney Amerika olan domates giivesi, son zamanlarda Avrupa
ve Akdeniz iilkelerinde de goériilmeye baslamistir (OEPP/EPPO
2005). Zararli ilk olarak 2006 yilinda Ispanya‘da gdriilmiis,
daha sonra buradan Avrupa’ya yayilirken iilkemize ise 2009

2010; Kilig 2010).

Domates giivesi, domates bitkisinin tiim gelisme
donemlerinde zararli olabilmektedir. Yumurtadan ¢ikan larva
yapragin mezofil dokusuna, meyveye ve govdenin igine girerek
beslenir ve beslenme sonucunda galeriler acar (OEPP/EPPO
2005). Insektisit kullamm 7. absoluta ile miicadelede ana
kontrol yontemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ancak kimyasal
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miicadelenin etkinligi zararlinin insektisitlere karst hizli direng
gelisimiyle smirhidir. Ayrica zararliya karsi iiretilen sentetik
esey feromonlar1 popiilasyon diizeyininin belirlenmesinde ve
aynt zamanda seralarda erkek bireylerin kitle halinde
yakalanmasinda kullanilmaktadir. (Salas 2004; Witzgall ve ark.
2010; Proffit ve ark. 2011).

Zararlinin taninmasinda esas olarak ergin ve larvadaki
morfolojik karakterler kullanilmaktadir. Fakat morfolojik
karakterler ¢ogunlukla popiilasyonlar arasindaki genetik
farkliliklar1 ortaya koymada yetersiz kalmaktadir (Yiikselbaba
ve ark 2011). Genom tamimlanmasi ve segimi 1980’lerin
ortasindan bu yana PCR teknolojisinin yardimiyla hizli gelisim
gostermistir. ITS (internal transcribed spacer), mtCOI sekansi,
Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD), Basit sekans
tekrarlar1 (SSR) ve Cogaltilmis Par¢a Uzunluk Polimorfizmi
(AFLP) boceklerde popiilasyon genetigi calismalarinda genis
kullamm gosteren DNA temelli tekniklerdir (Williams ve ark.
1990; Kimpton ve ark. 1993; Vos ve ark. 1995; Vijayan ve ark.
2006).

Bu c¢aligmanin esas amaci Bati Akdeniz bolgesindeki T
absoluta popiilasyonlar1 arasindaki genetik iliskiyi molekiiler
genetik metotlardan sitokrom oksidaz altiinite I (mtCOI) gen
bolgesine gore ortaya koymaktir. Ayrica popiilasyonlardan elde
edilen mtCOI gen bolgesi sekanslarinin bu bolge ve iilkemiz
icin referans veri olusturmasini ve tiir teshisi icin DNA
etiketlemeyi saglamaktir.

2. Materyal ve Yontem

Caligmada kullanilan 6rnekler 2011 yilinda Cizelge 1’de
belirtilen yerlerde kurulan feromon tuzaklar iizerinden
toplanmustir.

Cizelge 1. Tuta absoluta ornekleri toplama yerleri ve genbank kayit
numaralari.

Table 1. Tuta absoluta sample collection sites and genbank accession

numbers.
Omegin alindig Toplanan (Konukgu) bitki Genkank kayit
ilge/il numarast
Anamur / Mersin Solanum lycopersicum L KT002414
Demre / Antalya Solanum lycopersicum L KT002415
Fethiye / Mugla Solanum lycopersicum L KT002416
Gazipaga / Antalya Solanum lycopersicum L KT002417
Antalya Merkez Solanum lycopersicum L KT002418
Kinik /Mugla Solanum lycopersicum L KT002419
Kumluca / Antalya Solanum lycopersicum L KT002420
Serik / Antalya Solanum lycopersicum L KT002421
DNA izolasyonu

Caligmada DNA izolasyonlari tek bir bireyden yapilmis ve
her popiilasyondan 10 birey almmarak ayr1 ayr1 DNA
izolasyonlar1 yapilmistir. Domates gilivesi DNA izolasyonlari
EZNA SQ Tissue DNA kit protokoliine gore ergin bireylerden
yapilmistir.

PCR ve Sekans Reaksiyonlar:

DNA izolasyonunu takiben mtCOI bolgesi “C1-J-2195 ve
TL2-N-3014" primerleri (Simon ve ark. 1994) kullanilarak
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile g¢ogaltilmistir. PCR
reaksiyonlar1 0.5pL kalip DNA, 0.075pL Taq DNA polymerase
(0.4u/ pL), 0.15 pL her bir primerden (0.2 pM), 1pl taq buffer,
1 pl 25mM Mgcl, toplam 12.5 pL hacimde, 5 dk 94 °C’de,
takiben 35 dongii [50 sn 94 °C’de, 50 sn 50 °C’de ve 45 s
72°C’de] ve son olarak 5 dk 72 °C PCR sartlarinda
gerceklestirilmigtir.

Etanol presipitasyonu ile saflastirilan PCR iiriinlerinin
sekans dizi analizi BECKMAN CEQ Sequencer cihazinda ve
Beckman Quickstart kit protokoliine gore, kit karistmindan 4 pL
kullamlarak yapilmustir. Dizi analizleri ileri ve geri olmak iizere
iki yonlii olarak yapilmistir. Elde edilen diziler gorsel olarak da
kontrol edildikten sonra her bir popiilasyondan birer 6rnegin
sekans dizilimi genbank veri tabanina
(http//www.ncbi.nlm.nih.gov) kayit edilmistir. Her bir
popiilasyona ait birer referans drnek ve genbank veri tabanindan
elde edilmis bazi referans T.absoluta dizilimleri Mega 4
programu kullanilarak dizi dogrulama (Aligment) ve filogenetik
analize tabi tutulmustur.

3. Bulgular ve Tartisma

Analizler sonucunda elde edilen niikleotit dizilerinden
ortalama 747 bazlik dizilerin yapilan dizi dogrulamasi
sonucunda popiilasyonlar arasinda ve popiilasyonlar iginde
mtCOI bolgesine gore herhangi bir farklilik belirlenmemistir.
Niikleotid kompozisyonu T: % 41.6 C: % 15.0 A: % 29.5
G:% 13.9°dur. Gen bankas: sekanslart ile yapilan analiz
sonucunda 744 sabit, 2 degisken ve 1 filogenetik bilgi verici
niikleotit bolgesi mevcuttur. Caligmadaki sekans dizilimleri
Ispanya, Sili, Arjantin, Karadag ve Izmir genbank referans
dizilerle ayn1 iken Bosna-Hersek, Yunanistan referans
dizilimleri ile 1 niikleotit farklilik ve yine Kolombiya referans
dizilimi ile 1 niikleotit farklilik gostermistir (Sekil 1).

KT002418 Konyaalti

[— HQ873061 KOLOMBIYA
04014
KT002416 Fethiye
KT002421 Serik
KT002415 Demre
KC852870 KARADAG

HQ873079 ISPANYA

=3
2]

0.901KQ873059 ARJANTIN
KT002414 Anamur

HQ873051 Izmir/ TRKIYE

3
0.0pq

S

KT002419 Kinik
1
HQ873062 SILI

KT002420 Kumluca

0.0524 KT002417 Gazipasa

HQ873053 YUNANISTAN

KC852869 BOSNA-HERSEK

JX984185
0.0552

—
001

Sekil 1. Tuta absoluta populasyonlarinin neigbour joining filogenetik
agacl. Neigbour joining filogenetik agaci Kimura two-
parameter model ve 500 bootstrap tekrari ile olusturulmustur.

Figure 1. Phylogenetic tree of Tuta absoluta populations based on

neigbour joining. Neigbour joining phylogenetic tree was
inferred using Kimura two-parameter model and 500
bootstrap replicates.

Cifuentes ve ark. (2011) 7. absoluta Akdeniz ve Giiney
Amerika popiilasyonlarimin mtCOI ve ITS rDNA bélgelerinin
sekansina gore zararhida tek tip genetik Ozellik oldugunu
belirtmislerdir. Duric ve ark. (2014) Bosna-Hersek ve Karadag
popiilasyonlarinin mtCOI bdlgelerinin %100 benzer oldugunu
ve bunlarin Sirbistan, Tunus, Ispanya, Sili, italya, Arjantin ve
Tiirkiye Gen bankasi sekans dizilimleri ile ayni oldugunu
belirtmislerdir.
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Flores ve ark. (2003) dort Arjantin popiilasyonunun allozim
polimorfizmlerini ¢alismislar ve 7. absoluta popiilasyonlarinin
yilksek genetik benzerlik gosterdigini belirtmislerdir. Suinaga
ve ark. (2004) AFLP teknigini kullanarak Brezilya
poptilasyonlar1 arasindaki genetik farklilign ¢alismuslardir ve
popiilasyonlarin  insektisit ~ direncinden  kaynaklandigin
belirttikleri iki farkli genetik gruba ayrildigini belirtmislerdir.
Bettaibi ve ark. (2012) yedi Tunus popiilasyonunun genetik
farklihgimi RAPD-PCR teknigini kullanarak belirlemeye
calismislar ve popiilasyonlar i¢inde ve popiilasyonlar arasinda
yiksek genetik ¢esitlilik belirlemislerdir. Yiiksek genetik
farklihgmm 7. absoluta’nin  farkli  genotiplerin  Tunus’a
girmesinden kaynaklandigmi belirtmektedirler. Guillemaud ve
ark. (2015) mikrosatellit marker kullanarak Giiney Amerika,
Avrupa, Afrika ve Ortadogu popiilasyonlarinin genetik
farkliliklarimi1 ¢alismiglar ve Akdeniz ¢evresindeki istilaci
popiilasyonlarin orijininin ayn1 oldugunu, Sili veya Sili’ye
yakin ve muhtemelen Maule bélgesi oldugunu ve Akdeniz
bolgesi popiilasyonlarinin zayif bir genetik yap1 gosterdigini, bu
sebepten istilaci popiilasyonlarin orijinlerinin tam olarak
belirlenmesinin ~ miimkiin ~ olamadigim  belirtmislerdir.
Calismalarinda Giiney Amerika popiilasyonlarinin genetik
olarak homojenlikten uzak oldugunu belirtmislerdir.

4. Sonug

Calismada  kullamlan  popiilasyonlar — arasinda  ve
popiilasyonlar iginde mtCOI bolgesine gore genetik farklilik
belirlenememis ve popiilasyonlar tek tip genetik 06zellik
gostermistir. Gen bankasindan elde edilen sekans dizilimleri ile
belirlenen yiiksek genetik benzerlik Tiirkiye popiilasyonlarinin
Gliney Amerika orijinli oldugunu giiclendirmektedir. Elde
edilen sekans dizilimleri iilkemiz i¢in referans veri olusturarak
ilerde mtCOI bolgesine gore herhangi bir biyotip/irk
degisiminin veya farkliligimn belirlenmesinde referans veri
olusturacaktir. Ayn1 zamanda Bati Akdeniz Bolgesi 7. absoluta
popiilasyonlarin DNA etiketlemesi yapilmis ve Gen bankasina
kayit edilmistir (Cizelge 1). Elde edilen verilere, Cifuentes ve
ark. 2011 ile Duric ve ark. 2014’e gére mtCOI bolgesi T.
absoluta’nin  tiir teshisinde giivenilir iken popiilasyonlar
arasinda ve popiilasyon icindeki genetik farkliliklari belirlemede
yetersiz kalmaktadir. Diger molekiiler teknikler T. absoluta
popiilasyonlarimin genetik dzelliklerini belirleme potansiyeline
sahip olabilmektedir (Suinaga ve ark. 2004; Bettaibi ve ark.
2012; Guillemaud ve ark. 2015). Ulkemiz popiilasyonlarinin
mtCOI boélgesinin sekansindan farkli olarak diger molekiiler
teknikler kullamilarak genetik ozelliklerinin belirlenmesi ile
ilkemizde 7. absoluta’mn genetik varyasyonu konusundaki
eksikligi giderilmis olacaktir.
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