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Bu calismada, Istanbul ilinde bulunan orman vejetasyonlarindan tespit edilen Pochazia
shantungensis (Chou ve Lu, 1977) (Hemiptera: Ricaniidae) 6rneklerinin ¢oklu gen bolgeleri
temelli molekiiler karakterizasyonu amaglanmistir. Pochazia, Ricaniidae igerisinde yer
almaktadir. Bu familyada yer alan bocekler genellikle ormanlik alanlardan tarim arazilerine
kadar genis bir yelpazede yasam alanina sahiptirler. Bu tiir, orman ekositemlerinde ciddi
sorunlara yol agan istilaci bir tiirdiir. Bitki 6zsuyunu emerek zarara sebep olur ve bitkileri
zayiflatirlar. P. shantungensis, belirli bir siire Ricania shantungensis olarak tanimlanmis ancak
yapilan sistematik calismalar ile Pochazia cinsine transfer edilmistir. P. shantungensis ilk
olarak Cin’de tespit edilmis olup sonrasinda Avrupa ve Tiirkiye’ye de yayilmistir. Ulkemizde
ilk olarak Istanbul ilinin Avrupa yakasinda kaydedilmistir. Ricaniidae familyasinda yer alan
tiirlerin morfolojik tanimlamalar: kriptik tiirlerin varlig1 ve uzmanlik gerektirmesinden dolay1
olduk¢a zordur. Bu ¢alisma ile ilk kez Tiirkiye’ de Istanbul Ilinde orman vejetasyonlarindan
tespit edilen ve morfolojik olarak P. shantungensis olarak tanimlanan bu istilaci tiirlin mtDNA
COI gen bolgesi kullanilarak molekiiler karakterizasyonu yapilmistir. Tez kapsaminda, mtDNA
COI gen bolgesi ile ITS2 gen bolgeleri hedef bolgeler olarak se¢ilmis, ancak sadece COI gen
bolgesi basarili olarak cogaltilmistir. Yapilan COI dizi analizi sonrasinda toplanan 6rneklerin
molekiiler olarak P. shantungensis oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Pochazia shantungensis, Istilact tiir, COI, ITS2, Molekiiler

karakterizasyon
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ABSTRACT
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This study aim to perform a multi-gene region—based molecular characterization of
Pochazia shantungensis (Chou & Lu, 1977) (Hemiptera: Ricaniidae) specimens identified from
forest vegetation in Istanbul Province (Tiirkiye). The genus Pochazia belongs to Ricaniidae.
Insects within this family generally inhabit a wide range of environments, from forest to
agricultural lands. This species is an invasive pest that causes serious problems in forest
ecosystems. It damages plants by sucking sap and weakens them. P. shantungensis was
previously described as Ricania shantungensis for a certain period, but subsequent systematic
studies reassigned it to the genus Pochazia. It was first recorded in China and later spread to
Europe and Tiirkiye. In Tiirkiye, it was first recorded on the European side of Istanbul.
Morphological identification of species within the Ricaniidae family is quite difficult due to the
presence of cryptic species and the requirement for specialized expertise. In this study, for the
first time in Tirkiye, molecular characterization of this invasive species-identified
morphologically as P. shantungensis from forest vegetation in Istanbul-was conducted using
the mtDNA COI gene region. Within the scope of the thesis, the mtDNA COI and ITS2 gene
regions were selected as target regions; however, successful amplification was achieved only
for the COI gene region. Following COI sequence analysis, the collected specimens were
molecularly confirmed to be P. shantungensis.

Keywords: Pochazia shantungensis, Invasive species, COIL, ITS2, Molecular characterization
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1. GIRIS

Uluslararasi ticaret hacmindeki artis, insan hareketliliginin hizlanmasi ve iklim
degisikligi gibi faktorler, istilaci tiirlerin yeni biyocografik bolgelere yayilim hizini
onemli Ol¢lide artirmaktadir. Bu tiirlerin hizli yayilisi, beraberinde ciddi ekolojik,
ekonomik ve maddi kayiplar1 da getirmektedir. Bu baglamda, Hemiptera takimina ait
tiirlerin istilact potansiyelleri ve yayginliklar1 dikkat ¢ekici diizeyde artis gostermistir
(Kim ve ark., 2015).

Pochazia shantungensis Chou ve Lu, 1977 (Hemiptera: Ricaniidae), tarim ve
orman ekosistemlerinde dnemli zararlara yol acan istilac1 bir bocek tiiriidiir. Bu tiir,
Ricaniidae familyas1 igerisinde yer almakta olup bu familyaya ait tilirler genellikle
ormanlik alanlardan tarimsal iiretim sahalarina kadar uzanan genis bir habitat araliginda
yasamlarini stirdiirebilmektedir (Park ve ark., 2021). S6z konusu tiir, bitki 6zsuyunu
emerek beslenmekte ve bu siirecte konukcu bitkilerde fizyolojik zayiflamaya neden
olmaktadir. Beslenme sirasinda alinan yiiksek seker icerikli 6zsuyun fazlasi, “fumajin”
olarak digart atilmakta ve bu durum bitki yiizeyinde birikime yol agmaktadir. Fumajin
birikimi, yiizeyde koyu renkli isli kiif olusumunu tesvik ederek bitkinin fotosentetik
kapasitesini ve genel fizyolojisini olumsuz yonde etkilemektedir (Hizal ve ark., 2019).

Pochazia shantungensis, belirli bir donem boyunca Ricania shantungensis olarak
tanimlanmis ve literatiirde bu isimle yer almistir (Chou ve ark., 1985; Shen ve ark., 2007;
Kwon ve ark., 2017; Hizal ve ark., 2019; Park ve Jung, 2021; Kang ve ark., 2020). Tiirlin
dogal yayilis alan1 Cin’in Zhejiang ve Shandong eyaletleri olup, 6zellikle Zhejiang
bolgesinde yiiksek zarar potansiyeline sahip oldugu bildirilmektedir (EPPO, 2016).
Cin’de tanimlanmasinin ardindan tiir; Kore, Tiirkiye ve Avrupa’ya yayilim gostermistir.

Ricania shantungensis lizerinde gergeklestirilen sistematik ¢alismalar sonucunda,
s0z konusu tilirtin Pochazia cinsi igerisine transfer edildigi ortaya konulmustur (Rahman
ve ark., 2012; Kim ve ark., 2015; Bourgoin ve ark., 2020; Stroinski ve ark., 2022; Zhang
ve ark., 2022). Bu iki cins arasindaki morfolojik benzerlikler; bireylerin koyu renkli viicut
yapilar1 ve 6n kanatlarinda yer alan belirgin beyaz lekeler ile karakterize edilmektedir
(EPPO, 2016). Bununla birlikte, s6z konusu morfolojik benzerlikler tiir diizeyinde
giivenilir teshis i¢in ¢ogu zaman yeterli olmamaktadir. Nitekim tiir tanimindaki
belirsizlikler nedeniyle birgok arastirmaci Ornekleri  Pochazia sp. olarak
degerlendirmistir. Bu taksonomik karisikligin giderilmesine yonelik olarak, Lee ve ark.

(2024) tarafindan yapilan ¢alismada, P. shantungensis ile P. cihensis sp. nov. arasindaki



ayrimin; erkek bireylerde genital yapilardaki apikal diken ile fallus uzunlugu orani, disi
bireylerde ise 6n kanat lizerindeki kostal, apikal ve kenar uzunluklar1 gibi morfometrik
karakterler temel alinarak yapilabilecegi bildirilmistir. Ayrica ayni c¢aligmada
gergeklestirilen molekiiler karsilastirmalar sonucunda, P. chinensis sp. nov. ile P.
shantungensis arasinda COI gen dizilerine dayali olarak %9,26 oraninda genetik farklilik
tespit edilmistir (Lee ve ark., 2024).

Bu calismanin temel amaci, s6z konusu 6nemli istilaci tiirtin molekiiler teknikler
kullanilarak dogru bir sekilde teshis edilmesidir. Istilaci tiirlerin yayilimimin kontrol altina
alinmasi1 ve bu zararlilara karsi etkili miicadele stratejilerinin gelistirilmesi, dncelikle
dogru ve giivenilir tiir teshisine baglidir. Tiir teshisi, zararlilarla miicadelede en kritik ve
belirleyici agsamalardan birini olusturmaktadir. Morfolojik karakterlerin tiirler arasinda
yiiksek benzerlik gdstermesi ve bazi durumlarda yetersiz kalmasi, molekiiler yontemlerin
kullanimin1 kaginilmaz hale getirmektedir. Bu kapsamda, bu c¢alisma ile Tiirkiye’de ilk
kez Istanbul ilinde orman vejetasyonundan elde edilen ve morfolojik olarak P.
shantungensis olarak tanimlanan bu istilaci tiirlin coklu gen bolgelerine dayali molekdiler

karakterizasyonunun gerceklestirilmesi amaglanmistir.

1.1. Genel Bilgiler

e Tanim ve Yasayisi

Pochazia shantungensis’in diinya genelindeki ilk kayd: 1977 yilinda Cin’de
gerceklestirilmistir (Bourgoin ve ark., 2020). Tiiriin dogal yayilis alan1 Cin olup, burada
ve Kore’de farkli generasyon sayilar1 gézlenmektedir. Nitekim, Kore’de yilda bir dol
verirken, Cin’de uygun ¢evresel kosullar altinda yilda iki dol olusturabilmektedir. Tiirtin
2018 yilinda Tiirkiye’nin Marmara Bolgesi’ne giris yaptigi, 2021 yilinda ise Fransa ve
Almanya’da da tespit edilerek Avrupa’daki yayilisini genislettigi bildirilmistir.
Tiirkiye’de dzellikle Istanbul ilinin hem Avrupa hem de Asya yakasinda varligi kayit
altina alinmis olup, tilkemiz kosullarinda yilda iki nesil verdigi belirlenmistir (Hizal ve
ark., 2019).
e Morfolojik Ozellikleri

Morfolojik agidan P. shantungensis, tiylli ve lg¢genimsi viicut yapisi ile
karakterize edilmekte ve bu 6zellikleri sayesinde diger tiirlerden ayirt edilebilmektedir.
Erkek ergin bireylerin viicut uzunlugu yaklasik 7.5-7.8 mm arasinda degisirken, disi
bireylerde bu uzunluk 8.3—8.8 mm olup disilerin erkeklerden daha biiyiik oldugu

gozlenmistir. Antenler kisa ve kivrimli yapidadir. Kanatlar yar1 saydam olup tizerlerinde



belirgin koyu lekeler bulunmaktadir. Tiiriin genel viicut rengi koyu kahverengiden siyaha
kadar degisiklik gostermektedir (Bourgoin ve ark., 2020). Bas bolgesinde yer alan tepe
(vertex), alin (frons), tirnaklar ve gozler kahverengiden koyu kahverengiye kadar farkl
tonlarda goriilmektedir. Bacaklar kahverengi renkte olup, abdomen segmentleri arka
kisimlar hari¢ koyu kahverengi ile sarimsi tonlar arasinda degismektedir. Genital segment
ise koyu kahverengiden siyaha kadar uzanan renk varyasyonlar1 sergilemektedir (Hizal

ve ark., 2019) (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Pochazia shantungensis morfolojik goriiniimii (EPPO, 2026)

e Yasam Dongiisii

Zararli tlirlin yasam dongiisii incelendiginde, kisi yalnizca agaglar iizerinde
yumurta evresinde gecirdigi goriilmektedir. Yumurtalar, dis etkenlere karsi koruyucu
islev goren beyaz, mumsu filamentlerle kaphdir. Kis1 gegiren yumurtalarin Kore’de
mayis ay1 itibariyla agilmaya basladigr bildirilmistir. Yumurtadan ¢ikan nimflerin,
odunsu bitkiler yerine daha ¢ok otsu bitkileri tercih ettigi gdzlenirken, ergin bireylerin ise
temmuz ayinda ortaya ¢iktig1 belirtilmektedir (EPPO, 2016).

Tiirtin dogal yayilim dinamiklerine iliskin veriler sinirli olmakla birlikte, ergin
bireylerin ugabilme yetenegine sahip olmasi nedeniyle tiim gelisim evreleri arasinda en
yiiksek hareket kabiliyetine sahip olduklar1 bilinmektedir. Nimf evreleri de aktif hareket
yetenegi gostermektedir. Bununla birlikte, uzun mesafeli yayilimin 6zellikle konukc¢u
bitkilerin taginmasi yoluyla, zararlinin yumurta evresinde tasinmasi ile gerceklestigi
degerlendirilmektedir. Pochazia shantungensis disileri, yaumurtalarini geng ve ince dallar
tizerinde agtiklar yariklar igerisine genellikle ¢ift sira halinde birakmaktadir (Sekil 1.2).

Yumurtalar, beyaz renkli mumsu salgilar ile ortiilerek korunmakta ve bu evreden sonra



bes nimf donemi gecirdigi bildirilmektedir (Hizal ve ark., 2023). Pochazia
shantungensis’in farkl1 gelisim evrelerinde, riizgar ve yagis gibi ¢evresel faktorlere bagl
olarak konukcu tercihinde degisiklikler gozlenebilmektedir (Hizal ve ark., 2023). Tiiriin
ergin bireyleri genellikle temmuz ay1 igerisinde ortaya ¢ikmakta ve bu donemde aktif

olarak beslenmektedir.

i'

Sekil 1.2. Pochazia shantungensis’in yapraklarin altindaki erginleri ve daldaki beyaz

mumla kapli yumurtalar1 (EPPO, 2026; Bregard ve ark., 2023)

e Zarar Sekli

Ergin P. shantungensis bireyleri, bitki 6zsuyunu emerek konukgu bitkilerde zarara
neden olmaktadir (Kobayashi ve ark., 2024). Beslenme faaliyetleri sirasinda bitkilerin
iletim dokularin1 olumsuz etkileyerek, su ve besin maddesi taginimini engelleyebilmekte

ve bu durum bitkide fizyolojik stresin artmasina yol agmaktadir (Sekil 1.3).

~

Sekil 1.3. Pochazia shantungensis 'in zarar sekli (EPPO, 2026)

e Konukg¢ular
Pochazia shantungensis, polifag bir tiir olup olduk¢a genis bir konukcu

spektrumuna sahiptir. Tiirlin 81 farkli familyaya ait 200’den fazla bitki tiiriinii konukcu



olarak kullanabildigi bildirilmistir. Bu genis konukcu dizisi icerisinde elma, yaban
mersini, seftali, kestane, hurma ile ¢esitli orman ve siis bitkileri yer almakta olup, tiiriin
tarimsal ve ekolojik agidan onemli bir tehdit olusturdugu ifade edilmektedir (EPPO,
2026a). Ana konukgu bitkiler arasinda Ligustrum lucidum ve Olea europaea tirleri 6ne
cikmakta olup, bugiine kadar toplam 57 bitki tiirliniin konukcu olarak kaydedildigi rapor
edilmistir. Asagida P. shantungensis’in bazi konukgu bitkileri listelenmistir (Tablo 1.1.).

Tablo 1.1. Diinya genelinde Pochazia shantungensis’ in bazi konukgular1 (EPPO, 2026a).

Konukg¢u Tiirkce Adi
Ligustrum japonicum Japon kurtbagr1
Alnus glutinosa Kizilagag
Berberis aquifolium Sar1 boya calisi
Cucurbita moschata Bal kabag1
Hibiscus syriacus Agag hatmi
Magnolia grandiflora Manolya

Olea europaea Zeytin

Prunus persica Seftali

Vitis sp. Uziim asmasi
Rumex crispus Kivircik labada
Vaccinum corymbosum Mavi yemis
Helianthus annuus Aygicegi
Juglans regia Ceviz

Malus domestica Elma

e Dogal diismanlar1 ve Miicadelesi

Pochazia shantungensis’in yasam donglisiinde, Mayis ayinda nimf evresiyle
ortaya c¢iktigi, Temmuz ayinda erginlestigi ve Eyliil-Ekim aylarinda yeni yumurta
biraktig1 bildirilmektedir. Bu tiirle miicadelede oncelikli olarak enfekte bitki
materyallerinin sahadan uzaklagtirilmasi onerilmektedir. Ardindan, 6zellikle yumurta ve
nimf donemlerini hedefleyen insektisit uygulamalar: tavsiye edilmekle birlikte, tiirlin
genis konukcu yelpazesine sahip olmasi kontroliinii zorlastiran 6nemli bir faktor olarak
degerlendirilmektedir. Biyolojik miicadele kapsaminda ise tiirtin dogal diismanlarina
yonelik ¢alismalar devam etmektedir (EPPO, 2016). Hizal ve ark. (2023) tarafindan P.
shantungensis’in predatorii olarak Zelus renardii (Hemiptera: Reduviidae) tespit

edilmistir (Sekil 1.4). Zelus renardii’nin, diger Reduviidae tilirlerinde oldugu gibi, zararh



bdcek popiilasyonlarinin baskilanmasinda etkili oldugu ve biyolojik miicadelede 6nemli

bir faydali tiir olarak degerlendirildigi belirtilmistir (Parlak, 2022).

Sekil 1.4. Pochazia shantungensis’in predatori Zelus renardii (Anonim, 2015)

Birgok Arthropoda tiirlinde oldugu gibi, Ricaniidae familyasina ait tiirlerin
morfolojik olarak teshisi, kriptik tiirlerin varlig1 ve uzman taksonomik bilgi gereksinimi
nedeniyle oldukg¢a giictiir. DNA sekanslama teknolojilerinde yasanan gelismeler, tiir
tanimlamalarinda yalnizca morfolojik karakterlerin degil, ayn1 zamanda molekiiler
tekniklerin de yaygin bi¢imde kullanilmasina olanak saglamistir. “Barkodlama” olarak
da ifade edilen molekiiler karakterizasyon c¢aligsmalarinda, COI gen bolgesi, boceklerde
en yaygin kullanilan DNA barkodlama markdorlerinden biri olarak 6ne ¢ikmaktadir (Piper
ve ark., 2019).

Kwon ve ark. (2017), Giiney Kore’de 16 farkli lokaliteden toplanan R.
shantungensis ergin ve nimf Ornekleri tizerinde gergeklestirdikleri niikleer ve
mitokondriyal temelli barkodlama ¢alismalart sonucunda, Ricania ve Pochazia
cinslerinin filogenetik olarak ayr1 gruplar oldugunu ortaya koymuslardir. Benzer sekilde,
Lee ve ark. (2024) tarafindan 18 farkli lokaliteden elde edilen 6rneklerin morfolojik ve
molekiiler analizleri sonucunda bazi bireyler P. chinensis sp. nov. olarak tanimlanmistir.

Yeni tiirlerin tanimlanmasinda morfolojik, anatomik, molekiiler ve ekolojik
veriler birlikte degerlendirilmektedir. Ancak bu verilerin yetersiz kaldigi durumlarda,
tiirler arasindaki ince morfolojik farkliliklar ayirt edici kriter olarak kullanilabilmektedir
(Lee ve ark., 2024). Pochazia shantungensis, sahip oldugu yiiksek zarar potansiyeli ve
genis konukcu yelpazesi nedeniyle hem iilkemiz hem de tiiriin tespit edildigi diger iilkeler
acisindan 6nemli bir biyotik risk olusturmaktadir. Bu nedenle tiiriin dogru ve giivenilir

bir sekilde teshis edilmesi, 6zellikle morfolojik olarak birbirine oldukg¢a benzeyen tiirlerle



karigabilme ihtimali g6z Oniinde bulunduruldugunda, biiyilk Onem tasimaktadir.
Molekiiler karakterizasyon ydntemleri, kriptik tiirlerin ayriminda yiiksek ¢oziiniirliik
saglamasi ve taksonomik belirsizlikleri azaltmasi1 nedeniyle, bu tiiriin dogru tanimlanmasi
ve vyayllimmin izlenmesinde kritik bir rol oynamaktadir. Bu baglamda, P.
shantungensis’in molekiiler diizeyde tanimlanmasi hem erken teshis hem de etkili
miicadele stratejilerinin  gelistirilmesi agisindan temel bir gereklilik olarak

degerlendirilmektedir.






2. ONCEKI CALISMALAR

Rahman ve ark., (2012) yaptiklar1 calismada Pochazia cinsinin iki tiiri, P.
albomaculata ve P. shantungensis’i Kore'de yeniden tanimlamislardir.

Hizal ve ark., (2019) yaptiklar1 ¢alismada, Ricania shantungensis adli istilact
bocegi ilk kez Istanbul’da tespit etmislerdir ve Tiirkiye ile Avrupa i¢in yeni bir istilact tiir
oldugu ortaya konulmustur. Tiiriin ayrintili morfolojik tanimi Ayrica Giiney Kore’deki
ilk kaydiyla birlikte Rahman ve ark., (2012) tarafindan P. shantungensis adi altinda
verilmistir. Ancak, tliriin Ricania cinsinden Pochazia cinsine aktarilmasina iliskin resmi
bir taksonomik islem bulunmamasindan 6tiirii morfolojik olarak Pochazia cinsine ait
olmas1 gerektigi diisiiniilse de son molekiiler veriler ile bu tiirlin Ricania cinsine ait
oldugunu dogrulamislardir.

Bourgoin ve ark., (2020) yaptiklari ¢alisma ile, P. shantungensis, Cin ‘in Zhejiang
eyaletinde Onemli ekonomik polifag bir zararli olarak kaydedilmis ve zarar sekli
gbzlemlenmistir. Bocegin 200°den fazla konukcusu oldugu bildirilmistir.

Stroinski ve ark., (2022) yaptiklar1 ¢alismada, P. shantungensis’ in taksonomik
yerlesimini kisaca 6zetleyip, taksonun adini dogrulamislardir.

Hizal ve ark., (2023) yaptiklar1 ¢aliymada, P. shantungensis’in Istanbul’daki
yasam dongiisiinii (fenoloji), konukcu bitkilerini ve yumurta birakma davranigim
incelemislerdir.

Bragard ve ark., (2023) yaptiklar1 calismada, P. shantungensis’i Avrupa’ya
girebilecek potansiyel bir zararli olarak tanimlamislardir.

Kobayashi ve ark., (2024) yaptiklar ¢aligmada, yakin iliskili P. shantungensis ile
P. sublimata’nin tlirlinii tanimlamak i¢in genital yapilar karsilastirilarak yeniden
degerlendirmislerdir.

Lee ve ark., (2024) yaptiklar1 calismada, Giiney Kore’den P. shantungensis’in
taksonomik karisikliginin yeni bir tiirle karsilastirilarak tanimlanmas ile ilgili ¢aligmalar
yapmuslardir.

Mevcut tez caligmast kapsaminda, konuya iliskin daha once gergeklestirilmis
bilimsel ¢alismalar ge¢misten giinlimiize sistematik bir sekilde incelenmistir. Yapilan
literatlir taramas1 ve degerlendirmeler sonucunda, P. shantungensis ile ilgili kiiresel
Olcekte mevcut kaynaklarin sinirli oldugu ve tir teshisinde Onemli taksonomik
belirsizliklerin bulundugu anlasilmistir. Buna ek olarak, iilkemizde tiir {izerine

gergeklestirilen ¢alismalarin da oldukca smirli sayida olmasi, tiiriin ilk olarak R.



shantungensis adiyla rapor edilmis olmasma ragmen tanimlama siirecinde g¢esitli
belirsizliklerin devam ettigini ortaya koymaktadir. Bu baglamda, Tiirkiye’de ilk kez
Istanbul ili ormanlik vejetasyonlarindan elde edilen 6rneklerin degerlendirilmesiyle, s6z
konusu tiirin  molekiiler diizeyde tamimlanmasi bu g¢alisma kapsaminda
gerceklestirilmistir. Boylece, hem tiir teshisindeki belirsizliklerin giderilmesine katki
saglanmast hem de iilkemizdeki istilaci tiir calismalarina bilimsel bir temel olusturulmasi

amagclanmustir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu boliimde arastirmada kullanilan yontem, desen, ¢alisma grubu, ornekleme
yontemi, veri toplama araglari, verilerin analizi ve veri toplama stireci detayli bir sekilde

sunulmustur.

3.1. Materyal
3.1.1. Veri toplama araclar

Tez kapsaminda calisilan &rnekler 2023 yili Ekim ayinda, istanbul ilinde dért
farkli lokaliteden toplanmustir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Arazi ¢aligmalar1 sonucunda elde edilen Pochazia shantungensis 6rneklerine

ait lokalite bilgileri
Ornek Kodu Tarih Evre Konum Koordinat
4102’ 43,16”K
P1 02.10.2023 Ergin Yildiz Korusu
2900’ 51,18 D
41 08°00,04” K
P2 03.10.2023 Nimf Beykoz Korusu
29 05°47,91° D
40 58°47,67° K
P3 18.10.2023 Ergin Ozgiirliik Parki
29 03°24,38° D
40 58°17,67 K
P4 18.10.2023 Ergin-Nimf Goztepe 60. Y1l Parki
29 03°31,62° D

3.1.2. Orneklerden genomik DNA izolasyonu
%70 Etil alkol igerisinde laboratuvara getirilen 6rneklerden bireysel genomik
DNA izolasyonu uygun ticari kit kullanilarak yapilmustir (Sekil 3.1). Izolasyon etkinligini
artirmak amacuyla kit protokoliinde baz1 modifikasyonlar yapilmistir. Elde edilen izolatlar

sonraki kullanimlar i¢in -20 °C’ de stoklanmustir.
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Sekil 3.1. Pochazia shantungensis’in %70 Etil alkol icerisindeki ergin ve nimf

goriiniimleri (Orijnal, Elif Ozlem TORUN)

3.1.3. gDNA miktar tayinlerini yapilmasi
Elde edilen gDNA izolatlarinda izolasyon etkinligini belirlemek amaciyla
Kirsehir Ahi Evran Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dalinda
bulunan Nanodrop cihazinda gDNA (ng/pl) 6l¢timleri yapilmistir.

3.1.4. Pochazia shantungensis mitokondriyal cytochrome oxidase subunit I
(COI) ve internal transcribed spacer 2 (ITS2) bolgelerinin amplifikasyonu
Elde edilen gDNA izolatlarinda, mtDNA COI gen bdlgesini kismi olarak
amplifiye eden “C1-J-1718: GGAGGATTTGGAAATTGATTAGT” ve “C1-N-2191:
CAGGTAAAATTAAAATATAAACTTCTGG” primer ¢ifti  kullanilarak PCR
amplifikasyonu gerceklestirilmistir (Dallas ve ark., 2003). PCR protokolii kapsaminda
baslangi¢ denatiirasyonu 95 °C’de 4 dakika olarak uygulanmis, ardindan 35 dongii
boyunca 94 °C’de 30 saniye denatiirasyon, 50 °C’de 30 saniye baglanma ve 72 °C’de 1
dakika uzama asamalar1 gerceklestirilmistir. Son uzama basamagi ise 72 °C’de 7 dakika
stireyle yiiriitilmistiir. ITS2 gen bolgesinin amplifikasyonu i¢in ITS2-F2814 ve ITS2-
R3295 primer ¢iftleri kullanilmigtir (Song ve ark., 2008). Bu gen bolgesi i¢cin PCR
kosullar baslangicta 95 °C’de 4 dakika denatiirasyon, ardindan 35 dongii boyunca 95
°C’de 45 saniye, 60 °C’de 45 saniye ve 72 °C’de 1 dakika seklinde uygulanmis; son
uzama asamasi ise 72 °C’de 10 dakika olarak tamamlanmistir.
PCR reaksiyon karisimlart toplam 25 pl hacim olacak sekilde hazirlanmig olup,

ticari DreamTaq Green PCR Master Mix, 0,4 uM primer ¢ifti, 10-20 ng gDNA ve
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DNase/RNase-free distile su kullanilmistir.  PCR islemlerinin her agamasinda
reaksiyonlarin dogrulugunu saglamak ve olas1 kontaminasyonlar1 kontrol etmek amaciyla
pozitif kontrol olarak Kirsehir Ahi Evran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Boliim Baskanligi laboratuvarlarinda bulunan ve sekans dogrulamasi yapilmis referans
gDNA izolatlar1 kullanilmigtir. Negatif kontrol olarak ise DNase/RNase-free dH-O
kullanilarak reaksiyonlarmm giivenilirligi degerlendirilmistir. Elde edilen PCR
amplikonlarinin elektroforetik ayrimi, 1X TAE tamponu iceren yatay elektroforez sistemi
kullanilarak %1,5 agaroz jel lizerinde gergeklestirilmistir. Jel boyamasi ethidium bromide
(10 mg/ml) ile yapilmis olup, referans marker olarak 100 bp DNA Ladder (Thermo
Scientific) kullanilmistir. Elektroforez islemi sonrasinda bantlar UV transluminator

altinda goriintlilenmis ve analiz edilmistir.

! , B
Sekil 3.2. Alkolde saklanan 6rneklerden DNA izolasyon ve PCR calismalari

3.1.5. Gen Sekans Analizleri ve Filogenetik Analiz
Dizi analizleri, hizmet alimi1 yoluyla BMLabosis BM Lab. Sist. Ltd. Sti. (Ankara)
tarafindan gerceklestirilmistir. Elde edilen sekans verileri, National Center for
Biotechnology Information (NCBI) veri tabaninda yer alan mevcut tiirlere ait referans
diziler ile karsilagtirmali olarak degerlendirilmis ve tiir diizeyinde tanimlamalar bu veriler
dogrultusunda yapilmistir. Hizalanmis niikleotit dizileri, genetik cesitlilik diizeyinin

belirlenmesi ile tiir i¢i ve tiirler aras1 niikleotit farkliliklarinin ortaya konulmasi amaciyla
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MEGA 12 programi kullanilarak analiz edilmistir (Kumar ve ark., 2024). Bu kapsamda,
Kimura 2-parametre (K2P) mesafe modeli uygulanmis olup (Kimura, 1980), genetik
uzakliklarin hesaplanmasinda ve karsilastirmali analizlerde bu model esas alinmistir.
Niikleotit dizilerinde gozlenen polimorfizme dayali olarak, filogenetik iliskilerin ortaya
konulabilmesi amaciyla Maksimum Olabilirlik (Maximum Likelihood, ML) analizi
gerceklestirilmistir. ML analizinde, en uygun niikleotit substitiisyon modelinin
belirlenmesi i¢in model test islemi uygulanmis ve en diisiik Akaike Bilgi Kriteri (AIC)
degerine sahip model, jModelTest v.0.1.1 yazilimi kullanilarak secilmistir (Posada,

2008).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu béliimde arastirma siirecinde elde edilen veriler analiz edilerek tablo ve
grafikler seklinde sunulmustur. Asagida sirasiyla dnce nicel daha sonra nitel verilerden

elde edilen verilerin analizinden elde edilen bulgular sunulmustur.

4.1. Bulgular
Arazi caligmasi sonucu dort farkli lokaliteden toplanan ornekler, morfolojik
ozelliklerine gore Prof. Dr. Erdem Hizal tarafindan P. shantungensis olarak
tanimlanmistir. DNA izolasyonu sonras1 6rneklere ait DNA miktarlar1 ve saflik dereceleri

Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1. izole edilen DNA’larin miktar ve saflik degerleri

Ornek Konsantrasyon (ng/pl) Saflik (A260/A280 orani)
P1 22,24 1,77
P2 24,10 1,75
P3 22,59 1,70
P4 22,77 1,76

P. shantungensis Orneklerine ait COI gen bolgesi spesifik primer ciftleri

kullanilarak elde edilen PCR iiriinleri jel gortintiisii Sekil 4.1°de gosterilmigtir.

M P1 P2 P3 P4

Sekil 4.1. COI primeri kullanilarak elde edilen PCR iirlinlerinin agaroz jel goriintiisii.

(M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci)
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Orneklere ait ITS2 bolgesi yapilan PCR sonucunda ¢ogaltilamamistir. COI gen
bolgesi ise basarili sekilde cogaltilmis ve dizi analizi gergeklestirilmistir (Sekil 4.2).
NCBI’da yapilan karsilagtirma sonucuna gore 4 6rnegin de P. shantungensis oldugu
belirlenmistir. Buna goére P1, P2, P3 ve P4 kodlu 6rneklerin dizileri birbiriyle %100
benzerdir. Dolayisiyla ornekler arasindaki filogenetik iliskiyi gosteren dendogram

olusturulurken sadece P1 kodlu Ornek Pochazia shantungensis Tiirkiye adi ile

kullanilmistir. NCBI’da kayitli 6rnekler ile karsilastirmali dendogram sonucu Sekil

4.3’de verilmistir.

A7 NN AL MIL L
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e
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Sekil 4.2. Sanger dizileme yontemi ile elde edilen P1 6rnegine ait DNA kromatogrami.
Renkli pikler adenin (A), timin (T), sitozin (C) ve guanin (G) bazlarini temsil etmekte
olup her bir pik ilgili niikleotid pozisyonundaki floresan sinyal yogunlugunu

gostermektedir.
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Pochazia shantungensis Tiirkiye
PQ530533 Pochazia sp.

PQ496695 Pochazia shantungensis

90 PZ101813 Pochazia shantungensis

OR769194 Pochazia shantungensis

L—————— OR769154 Pochazia chinensis
= [ S NC 060806 Pochazia guttifera
NC 060730 Pochazia discreta
MZ617459 Ricania simulans
——————— MT834932 Ricania speculum

52 f JN242415 Ricania marginalis
[ MZ617480 Ricania fumosa

KT307485 Lycorma delicatula

—_—

0.10

Sekil 4.3. Pochazia ve Ricania izolatlarinin COI gen bdlgesine ait Maximum
Likelihood (ML) filogenetik agaci. (Bu ¢aligmada belirlenen genotip kirmizi renkle
isaretlenmistir. Diiglim noktalarindaki sayilar bootstrap destek degerlerini
gostermektedir; 60'n altindaki degerler gosterilmemistir. Olgek ¢ubugu, bolge basina
niikleotid degisim sayisin1 gostermektedir. Agagta outgroup olarak Lycorma delicatula

kullanilmistir.)

Filogenetik agaca gore “Pochazia shantungensis Tiirkiye” Ornegi, P.

shantungensis referans dizileri ile aym ana klad icerisinde yer almaktadir. Ozellikle
PQ530533, PQ496695, PZ101813 ve OR769194 kodlu P. shantungensis sekanslari ile
birlikte tek bir grup olusturdugu goriilmektedir. Bu grubun bootstrap destek degeri 100
olup, bu durum kladin filogenetik olarak son derece giiclii ve giivenilir oldugunu
gostermektedir. Bu sonug, Tiirkiye’den elde edilen Ornegin molekiiler olarak P.
shantungensis ile birebir uyumlu oldugunu giiclii bi¢gimde desteklemektedir. P.
shantungensis kladina en yakin tiir olarak P. chinensis (OR769154) yer almaktadir. Bu
tiir, kardes grup konumunda olup P. shantungensis ile yakin evrimsel iligki
gostermektedir. Ancak iki grup arasindaki ayrim net olup tiirler ayr kladlarda
konumlanmistir. Bu ayrim, tiirler aras1 genetik farkliligin bulundugunu ve taksonomik
olarak ayr1 degerlendirilmeleri gerektigini gdstermektedir.

Pochazia discreta ve P. guttifera ise daha alt bir alt klad igerisinde yer almakta ve
bootstrap degeri 62 olan bir grup olusturmaktadir. Bu deger, s6z konusu grubun orta

diizeyde desteklendigini ve Pochazia i¢i iliskilerin daha kompleks bir yap1 sergiledigini
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gostermektedir. Agacta Pochazia tiirleri ile Ricania tiirleri belirgin sekilde iki ayr1 ana
gruba ayrilmaktadir. Ricania simulans, R. speculum, R. fumosa ve R. marginalis tiirleri
ayri bir klad olusturmakta ve Pochazia grubundan net sekilde ayrilmaktadir. Bu ayrim,
cinsler aras1 filogenetik uzakligin belirgin oldugunu ortaya koymaktadir.

Tez kapsaminda galigilan Ornek ile ilgili tiirler arasindaki genetik uzaklik Sekil

4.4’de gosterilmistir.

1. PQ496695 Pochazia shantungensis

2. PZ101813 Pochazia shantungensis 10.0000000000

3. OR769194 Pochazia shantungensis 10.0000000000 | 0.0000000000

4. Pochazia shantungensis Turkiye | 0.0000000000 | 0.0000000000 | 0.0000000000

5. OR769154 Pochazia dhinensis 0.1440814672 | 0.1440814672 | 0.1440814572 | 0.1497784669

6. PQS30533 Pochazia sp. 0.0015819683 | 0.0016204186 | 0.0020613046 | 0.0022161192 | 0.1469913214

7. M2617459 Ricania simulans. 0.2510485044 | 0.2481385943 | 02570972213 | 0.3069093224 | 0.2582188187 | 0.2585042473

8. MZ617460 Ricania fumosa 0.2021569824 | 0.2061405719 | 0.2265497913 | 0.2184636193 | 0.2521410257 | 0.2088969225 | 0.2553935828

9. JN242415 Ricania marginalis 0.2511718483 | 0.2495305463 | 0.2607410395 | 0.2741134242 | 0.3119737800 | 0.2461228460 | 0.2382188765 | 0.1720165185

10. MT834932 Ricania speculum 0.2102025573 | 0.2149746630 | 0.2061037147 | 0.2244166266 0.20944183187 70.2069;22161 ;293593641 0.2198037770 | 0.2316137312

11. NC 060730 Pochazia discreta 0.1891335937 | 0.1883272151 | 0.2208506298 | 0.2209863131 | 0.2361972488 | 0.1785070960 | 0.2563280006 | 0.2283885979 | 0.2515605895 | 0.2333041973

12. NC 060806 Pochazia guttifera 0.1987998727 | 0.1980673150 | 0.2124104504 | 0.2535530225 | 0.2387549614 | 0.2015124615 | 0.2428275035 | 0.2151706011 | 0.2485688930 | 0.2447958205 | 0.1823815548

Sekil 4.4. Pochazia shantungensis Turkiye izolat1 ile GenBank veritabaninda kayitl

Pochazia ve Ricania izolatlar1 arasindaki genetik uzaklik matrisi

Pochazia shantungensis 6rnekleri (PQ496695, PZ101813, OR769194 ve Tiirkiye
ornegi) kendi aralarinda neredeyse sifir genetik uzakliga sahiptir. Bu durum bu 6rneklerin
ayni tiir icinde yer aldigin1 géstermektedir. Tiirkiye 6rnegi de bu gruba tamamen dahildir
ve tir diizeyinde herhangi bir ayrim gostermemektedir. Pochazia chinensis, P.
shantungensis grubuna gore belirgin sekilde daha uzaktir. Genetik uzaklik degerleri
yaklagik 0.144-0.150 arasindadir. Bu sonug, iki tliriin ayni cins (Pochazia) i¢inde yer
aldigin1 ancak farkl tiirler oldugunu agikga gosterir. Ricania simulans, R. fumosa, R.
marginalis ve R. speculum tiirler1 Pochazia grubuna gore daha yiiksek genetik uzaklik
degerlerine sahiptir (yaklasik 0.21-0.31 aralig1). Bu durum bu tiirlerin farkli bir cins
(Ricania) altinda yer aldiginm1 ve Pochazia tiirlerinden daha uzak akraba olduklarini
gosterir.

Pochazia discreta ve P. guttifera ise P. shantungensis’e orta diizeyde uzaklik
gostermektedir (yaklasik 0.18—0.25). Bu tiirler aymi cins i¢inde yer almakla birlikte P.
shantungensis ile ayn1 tiir kompleksinde degildir ve daha eski bir evrimsel ayrimi temsil

eder. Genel olarak bu genetik uzaklik matrisi, Pochazia shantungensis Tiirkiye drneginin

referans P. shantungensis 0rnekleriyle tamamen ayni genetik grup icinde oldugunu, P.
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chinensis’in ayri bir tiir oldugunu, Ricania tiirlerinin ise belirgin sekilde farkli bir cins

olarak ayrildigin1 gostermektedir.

4.2. Tartisma

Morfolojik teshisin molekiiler verilerle desteklenmesi, 6zellikle Ricaniidae gibi
taksonomik olarak karmagik gruplarda tiir teshisinin dogrulugunu artiran 6nemli bir
yaklagimdir. Nitekim bu calismada elde edilen molekiiler bulgular, 6rneklerin genetik
olarak P. shantungensis ile yiiksek benzerlik gosterdigini ortaya koyarak morfolojik
teshisi dogrulamistir. Bu durum, literatiirde tiiriin siniflandirilmasina iliskin gegmiste
yasanan belirsizliklerin (6rnegin Ricania—Pochazia ayrimi) giincel molekiiler verilerle
biiylik 6l¢iide netlestigini desteklemektedir.

COI geni, mitokondriyal DNA (mtDNA) iizerinde yer almakta olup hemen hemen
tiim hayvan gruplarinda bulunur. Mitokondriyal genomun hiicre igerisinde yiiksek kopya
sayisina sahip olmasi, 6zellikle bozulmus veya diisiik miktarda DNA igeren 6rneklerden
bile genetik veri elde edilmesini kolaylagtirmaktadir. Bu durum, bdcekler gibi kiiciik
organizmalarin calisilmasinda 6nemli bir avantaj saglamaktadir. COI geninin bdcek
barkodlamasinda tercih edilmesinin temel nedenlerinden biri, uygun mutasyon hizina
sahip olmasidir. Bu gen bolgesi, tiirler arasinda yeterli diizeyde farklilagsma gosterecek
kadar hizli evrimlesirken, ayn tiir igerisindeki bireyler arasinda gorece korunmus
kalmaktadir. Bu 6zellik, “barkod boslugu” olarak adlandirilan, tiir i¢i ve tiirler arasi
genetik mesafelerin belirgin sekilde ayrilmasini miimkiin kilar. Nitekim bir¢ok ¢aligmada
tiirler aras1 genetik uzakligin, tiir i¢i varyasyondan kat kat fazla oldugu gosterilmis ve bu
durum COI geninin ayirt edici giiciinii ortaya koymustur (Hebert ve ark. 2003).

Boceklerde DNA barkodlama g¢alismalarinda genellikle COI geninin yaklasik
600-700 baz ¢ifti uzunlugundaki bir bolgesi kullanilmaktadir. Bu kisa ve standart sekans,
tirlerin hizli ve giivenilir sekilde teshis edilmesini saglamakta ve ayni1 zamanda yeni
tiirlerin kesfinde de etkin bir ara¢ olarak kullanilmaktadir. Ayrica bu bolgenin her iki
ucunda yer alan korunmus diziler, evrensel primerlerin gelistirilmesine olanak tanimakta,
boylece c¢ok genis bir bocek grubunda ayni PCR protokolii ile amplifikasyon
yapilabilmektedir (Ratnasingham ve Hebert, 2007).

COI temelli molekiiler barkodlama, 6zellikle morfolojik olarak ayirt edilmesi zor
olan kriptik tiirlerin belirlenmesinde biiylik 6nem tagimaktadir. Bunun yani sira larva,
pupa gibi morfolojik teshisin zor oldugu yasam evrelerinde de tiir tanimlamasi

yapilabilmesine olanak saglamaktadir. Giliniimiizde bu yaklasim; biyogesitlilik
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arastirmalari, ekolojik izleme ¢alismalari, istilact tiirlerin tespiti ve adli entomoloji gibi
bir¢ok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir (Hajibabaei ve ark., 2007). Bununla birlikte
COI geninin kullaniminda baz1 sinirliliklar da bulunmaktadir. En 6nemli problemlerden
biri, giivenilir ve kapsamli referans veri tabanlarinin eksikligidir. Yanlis tanimlanmis
referans diziler veya yetersiz veri, tiir teshisinde hatalara yol acabilmektedir.

COI geninin boceklerde molekiiler barkodlama ¢alismalarinda kullanimi, modern
taksonominin en 6nemli molekiiler yaklagimlarindan biri olarak kabul edilmektedir. Bu
gen bolgesi hem yapisal 6zellikleri hem de evrimsel dinamikleri nedeniyle tiir diizeyinde
ayirim yapmaya son derece elverisli bir belirtegtir. Bu ¢alismada da COI geni kullanilarak
onemli bir istilac tlir olan P. shantungensis’in tiir teshisi dogrulanmistir. Benzer sekilde,
Zang ve ark., (2022) tarafindan istilaci bir tiir olan Ricania shantungensis lizerine yapilan
mitogenom caligmalarinda, COI genini de i¢eren mitokondriyal DNA verileri kullanilarak
tiiriin filogenetik konumu analiz edilmistir.

Ricaniidae familyasinda COI temelli barkodlama c¢aligmalarinin sinirli olmasina
karsin, ayni takim igerisinde yer alan yakin familyalarda bu gen bdlgesinin yaygin ve
basarili bir sekilde kullanildigi goriilmektedir. Ozellikle Hemiptera takimma ait
Aphididae, Miridae, Pentatomidae ve Pseudococcidae gibi familyalarda gerceklestirilen
caligmalar, COI geninin tiir teshisindeki etkinligini agik bicimde ortaya koymaktadir
(Foottit ve ark., 2008). Ornegin, Aphididae familyasinda 6zellikle Aphis gossypii ve
Mpyzus persicae gibi tiirlerde COI temelli ¢aligmalar, kriptik tiir komplekslerinin ortaya
cikarilmasinda etkili olmustur (Foottit ve ark., 2008). Benzer sekilde, Pseudococcidae’ye
ait unlu bitlerde, morfolojik karakterlerin siirli ve ¢evresel kosullara bagli olarak
degisken olmasi nedeniyle tiir teshisi oldukca zordur. Bu grupta Planococcus citri gibi
tiirlerde COI dizileri, giivenilir tiir ayrimi1 saglamis ve yanlis teshisleri azaltmistir. Ayrica,
Lepidoptera takiminda yer alan Noctuidae ve Geometridae gibi familyalarda da COI
geninin yaklasik 650 baz ¢ifti uzunlugundaki bolgesi, kriptik tiirlerin belirlenmesinde ve
tiirler arast ayrimin yapilmasinda yiiksek basar1 gostermistir (Hebert ve ark., 2003).
Yapilan kapsamli DNA barkodlama ¢aligmalari, morfolojik olarak teshisi zor olan
tiirlerde COI geninin yiiksek ayirt edici gilice sahip oldugunu gostermistir. 566 6rnek ve
125 morfotiir iizerinde yapilan giincel bir ¢alismada, COI dizilerine dayali analizler
sonucunda tiirlerin yaklasik %30’unda kriptik ¢esitlilik tespit edilmis ve bu durum
morfolojik teshisin tek basina yetersiz kalabilecegini ortaya koymustur (Khang ve ark.,

2026).
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Diger bir 6nemli 6rnek, Miridae familyasi lizerinde gerceklestirilen ¢aligmalardir.
Bu grupta morfolojik teshisin zor ve zaman alici oldugu bilinmektedir. COI barkodlama
kullanilarak 100’den fazla tiirlin incelendigi bir calismada, tiirlerin biiyiik ¢ogunlugunun
kendine 6zgii COI dizilerine sahip oldugu ve tiirler aras1 genetik mesafenin tiir igi
varyasyona kiyasla ¢cok daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu durum, COI geninin giiglii
bir tanisal karakter sundugunu ve taksonomik revizyonlara katki saglayabilecegini
gostermektedir. Bu calismalar birlikte degerlendirildiginde, Hemiptera takimindaki
birgok familyada COI geninin tiir diizeyinde yiiksek ayirt edici glice sahip oldugu, kriptik
tiirleri ortaya ¢ikarabildigi, morfolojik teshisi destekleyici ve tamamlayici bir arag oldugu,
filogenetik iligkilerin ¢oziimiinde giivenilir veri sagladigi agikca goriilmektedir (Hebert
ve ark., 2003). Dolayisiyla, Ricaniidae gibi molekiiler verisi siirli olan gruplarda COI
gen bolgesinin kullanimi, yakin akraba familyalarda elde edilen bu giiclii sonuglar goz
Ontine alindiginda son derece umut verici bir yaklagim olarak degerlendirilebilir.

Mevecut literatiir, bu familya i¢cin COI temelli DNA barkodlama caligsmalarinin
artirlmasinin hem tiir teshisinin dogrulugunu yiikseltecegini hem de olas1 kriptik
cesitliligin ortaya ¢ikarilmasma katki saglayacagini giiglii bigimde desteklemektedir.
Sonug olarak, Ricaniidae familyasinda COI gen bdlgesinin kullanildigi calismalar mevcut
olmakla birlikte, bunlar ¢ogunlukla mitokondriyal genom ve filogenetik analiz odaklidir.
Buna karsin, klasik anlamda COI barkodlama c¢aligmalarinin sinirli olmasi, bu grup i¢in
Oonemli bir arastirma ag¢ig1 olusturmaktadir. Gelecekte yapilacak calismalarin, ozellikle
COI temelli DNA barkodlama veritabanlarinin gelistirilmesine odaklanmasi, Ricaniidae
igerisindeki tiir sinirlariin netlestirilmesi ve olasi kriptik ¢esitliligin ortaya ¢ikarilmasi
acisindan biiyiik onem tasimaktadir.

I¢ Transkripsiyon Aralign 2 (Internal Transcribed Spacer 2, ITS2), niikleer
ribozomal DNA igerisinde 5.8S ve 28S ribozomal RNA genleri arasinda yer alan
kodlamayan bir bolgedir. ITS2 bolgesi, yiiksek kopya sayisina sahip olmasi ve tiirler
arasinda nispeten hizli evrimlesmesi nedeniyle molekiiler taksonomi, filogenetik analizler
ve tir teshis calismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Aynmi tiir igerisindeki
bireylerde genellikle diisiik diizeyde varyasyon gostermesine karsin, farkl: tiirler arasinda
belirgin farkliliklar sergilemesi nedeniyle giivenilir bir molekiiler belirte¢ olarak kabul
edilmektedir (Marinho ve ark., 2011;Stimer Ercan ve ark., 2022). Boceklerde 1TS2
bolgesi 0Ozellikle morfolojik olarak birbirine olduk¢a benzeyen veya kriptik tiir
kompleksleri olusturan taksonlarin ayriminda 6nemli bir rol oynamaktadir. Diptera,

Hemiptera, Lepidoptera ve Hymenoptera takimlarinda gerceklestirilen ¢ok sayida
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calismada ITS2 dizilerinin tiir diizeyinde basarili sonuglar verdigi bildirilmistir. Ayrica
ITS2 belirteci, yakin akraba tiirlerin evrimsel iligkilerinin belirlenmesinde ve tiir
sinirlarinin ortaya konulmasinda etkili bir arag olarak kullanilmaktadir (Wiemers ve ark.,
2009).

Bununla birlikte ITS2 bolgesinin - kullaninmimnda bazi  sinirliliklar  da
bulunmaktadir. Primer baglanma bolgelerindeki mutasyonlar, tiirler arasindaki uzunluk
farkliliklar1 ve bolgenin yliksek degiskenlik gostermesi PCR amplifikasyonunun
basarisini azaltabilmektedir. Ozellikle baz1 bocek gruplarinda ITS2 bdlgesinin sekonder
yapisindaki farkliliklar ve dizisel varyasyonlar nedeniyle amplifikasyon veya dizileme
asamalarinda sorunlar yasanabilmektedir (Marinho ve ark.,2011). Bu nedenle ITS2
verileri ¢ogu zaman COI gibi mitokondriyal belirteclerle birlikte degerlendirilmekte ve
tiir teshislerinin dogrulugu farkli molekiiler belirteclerle desteklenmektedir (Bakmaz ve
ark., 2025).

Bu calismada P. shantungensis 6rneklerinde COI gen bolgesi basartyla amplifiye
edilmis ve filogenetik analizlerde kullanilmistir. Buna karsilik, ITS2 bdélgesinin
amplifikasyonu i¢in kullanilan ITS2-F2814 ve ITS2-R3295 primer ¢ifti ile hedef bolgeye
ait PCR iiriinii elde edilememistir. ITS2 bolgesi, ribozomal DNA'min kodlamayan
bolgelerinden biri olup tiirler ve popiilasyonlar arasinda ytiksek diizeyde dizi varyasyonu
gosterebilmektedir. Bu durum, primer baglanma boélgelerinde farkliliklara yol agarak
amplifikasyon verimini etkileyebilmektedir. Ayrica ITS2 boélgesinin  uzunluk
polimorfizmleri ve ikincil yap1 olusumlart da PCR etkinligini sinirlandirabilmektedir.
Buna karsin, mitokondriyal COI gen bolgesinin daha korunumlu primer baglanma
bolgelerine sahip olmasi, bu bolgenin basarili sekilde amplifiye edilmesini
kolaylastirmaktadir. Elde edilen sonuclar, kullanilan DNA 6rneklerinin molekiiler
analizler i¢in uygun kalitede oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, P. shantungensis
icin ITS2 dizilerine iligkin verilerin sinirli olmasi ve bu tire 6zgli primerlerin
bulunmamasi, amplifikasyon sonucunu etkileyen faktorlerden biri olabilir. Gelecekte
farkli ITS2 primer setlerinin kullanilmasi ve tiire 0zgii primer tasarimlarinin
gerceklestirilmesi, bu bolgenin molekiiler karakterizasyonuna katki saglayabilir.

Bu calisma P. shantungensis’in Tiirkiye’deki varligin1 molekiiler verilerle
dogrulayarak onemli bir katki sunmaktadir. Ancak tiiriin yayilim potansiyeli, genetik
yapist ve ekolojik etkileri goz oniine alindiginda, gelecekte yapilacak galigmalarin daha
genis Orneklemeler, ileri molekiiler analizler ve disiplinlerarasi yaklagimlarla

desteklenmesi gerekmektedir. Ozellikle erken teshis ve izleme programlarinda molekiiler
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yontemlerin aktif olarak kullanilmasi, istilact tiirlerle miicadelede 6nemli bir avantaj

saglayacaktir.
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5. SONUC VE ONERILER

Molekiiler diizeyde gergeklestirilen calismalar, tiirlerin dogru bir sekilde
ayriminda ve sistematik konumlarinin belirlenmesinde son derece Onemli veriler
sunmaktadir. Ancak, mevcut genetik veri tabanlarinin siirli olmasi ve referans dizilerin
yetersizligi, 6zellikle benzer morfolojik 6zellikler sergileyen tiirlerin teshisinde 6nemli
glicliikler yaratmaktadir. Bu durum, tiirler arasi sinirlarin net bir sekilde ortaya
konulmasint zorlastirmakta ve yanlis tanimlama riskini artirmaktadir. Nitekim, P.
shantungensis’in genetik ¢esitliligi, popiilasyon i¢i varyasyonlari ve yakin akraba tiirlerle
olan filogenetik iliskileri hakkinda mevcut veriler oldukca sinirlidir ve bu alanda daha
kapsamli molekiiler ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir (Lee ve ark., 2024). Ozellikle
morfolojik karakterlerin ¢evresel faktorlere bagl olarak degiskenlik gosterebilmesi ve
tirler arasinda yiiksek derecede benzerlik bulunmasi, yalnizca morfolojiye dayali teshis
yaklagimlarini yetersiz kilmaktadir.

Bu c¢aligmada tiiriin molekiiler karakterizasyonunda ITS2 bdolgesinin de
kullanilmast amaglanmistir. Ancak gercgeklestirilen PCR analizleri sonucunda ITS2
bolgesine ait herhangi bir amplifikasyon iiriinii elde edilememistir. Bu durumun,
kullanilan primerlerin hedef DNA bdlgesine yeterli diizeyde baglanamamasi, PCR
kosullarinin uygun olmamasi, DNA 6rneklerinin kalitesi veya ITS2 bolgesindeki yliksek
genetik varyasyondan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle 1TS2
bolgesi calismada degerlendirilememis, molekiiler karakterizasyon analizleri COI
bolgesinden elde edilen sekans verileri lizerinden yiiriitiilmustiir.

Bu baglamda, P. shantungensis’in dogru ve giivenilir bir sekilde tanimlanabilmesi
icin molekiiler tekniklerin kullanimi kagmilmaz hale gelmistir. DNA barkodlama
yaklagimi kapsaminda yaygin olarak kullanilan COI gen bdlgesinin dizilenmesi, tiir
diizeyinde ayrim yapmada yiiksek ¢Ozilniirliik sunmaktadir. Bunun yani sira, PCR ile
hedef gen bolgelerinin ¢ogaltilmas1 ve elde edilen dizilerin filogenetik analizler
araciligiyla degerlendirilmesi, tiirler arasindaki evrimsel iligkilerin ortaya konulmasina
olanak saglamaktadir. Sonug olarak, COI gen dizilemesi, PCR amplifikasyonu ve ileri
diizey filogenetik analizlerin birlikte kullanilmasi, P. shantungensis’in dogru teshisi ve
benzer tiirlerden ayriminda etkili ve giivenilir bir metodolojik ¢erceve sunmaktadir. Bu
tiir molekiiler yaklagimlarin yayginlastiriimasi hem taksonomik dogrulugun artirilmasina

hem de biyolojik cesitliligin daha iyi anlagilmasina 6nemli katkilar saglayacaktir.
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