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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

CiICEK BOCEGI, Tropinota (Epicometis) hirta (Poda, 1761) (Coleoptera,
Scarabaeidae, Cetoniinae)’ DA MATERNAL KALITILAN
ENDOSIMBiYOTIK BAKTERILERIN TARANMASI

SUMEYYE BASAK

Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Ileri Teknolojiler Anabilim Dah

Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Tayfun KAYA

Cicek bocegi, Tropinota (Epicometis) hirta (Poda, 1761) (Coleoptera, Scarabaeidae,
Cetoniinae) olduk¢a genis bir alana yayilis gosteren, neredeyse biitiin ¢igekli bitkilerde ve
tahillarda ekonomik kayiplara neden olan polifag bir zararhdir. Miicadelesinde her ne
kadar kimyasal yontemler ile basar1 elde edilse de, faydali bocekler ve tozlastiricilar
iizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle risk olusturmaktadir. Dolayisiyla 6zellikle zararh
tiirlerle miicadelede kimyasal miicadele yontemlerine alternatif ¢cevre dostu stratejilerin
gelistirilmesinde maternal olarak kalitilan endosimbiyotik bakteriler umut vaat etmektedir.
Tiirkiye’de T. hirta’nin yayilis1 ve zarar1 hakkinda birgok veri bulunmasina karsin, zararh
popiilasyonlarinda endosimbiyotik bakteri florasma yonelik ¢alisma bulunmamaktadir. Bu
calismada bilindigi kadariyla Kirsehir’de ilk kez tespit edilen T. hirta popiilasyonlarinda
Arsenophonus, Cardinium, Rickettsia ve Wolbachia bakterilerinin varligmin incelenmesi
amac¢lanmistir. Bu amacgla bes fakli lokasyonda kabak, ¢ilek, elma, armut, kiraz ve
visneden T. hirta erginleri toplanmistir. Morfolojik 6zelliklerine gore teshisleri
gerceklestirilen ve mitokondriyal sitokrom ¢ oksidaz | alt birimini (COI) amplifiye eden
primer seti (LCO1490 ve HCO2198) ile dogrulanan toplam 50 T. hirta’ da (her
lokasyondan 10’ar birey) spesifik primerler setleri (sirasiyla Ars, Clo, Rb ve Wspec) ile
endosimbiyotik bakteriler taranmustir. Caligmalar sonucunda Tirkiye’de ilk kez T. hirta
orneklerinde  Arsenophonus, Cardinium, Rickettsia ve Wolbachia bakterilerinin
bulunmadigi belirlenmistir. Kirsehir’de T. hirta yayilisin1 bildiren bu ¢alismanin, kiiresel
1stnma, kuraklik ve diinyada artan gida talebi nedeniyle baski altindaki tarimsal {riinlerde
zarara neden olan T. hirta’ ya yonelik gergeklestirilecek caligmalara katki saglayacagi
diistiniilmektedir.

Ekim 2022, 37 Sayfa
Anahtar Kelimeler: Tropinota hirta, Arsenophonus, Cardinium, Rickettsia, Wolbachia.
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ABSTRACT

M.Sc. THESIS

SCREENING OF MATERNALLY INHERITED ENDOSYMBIOTIC
BACTERIA IN THE FLOWER BEETLE, Tropinota (Epicometis) hirta
(Poda, 1761) (Coleoptera, Scarabaeidae, Cetoniinae)

SUMEYYE BASAK

Kirsehir Ahi Evran University
Graduate School of Sciences and Engineering
Department of Advanced Technologies

Supervisor: PhD. Tayfun KAYA

Flower beetle, Tropinota (Epicometis) hirta (Poda, 1761) (Coleoptera, Scarabaeidae,
Cetoniinae) is a polyphagous pest that spreads over a wide area and causes economic
losses in almost all flowering plants and granies. Although successful in its struggle with
chemical methods, it is risky due to its negative effects on beneficial insects and
pollinators. Therefore, maternally inherited endosymbiotic bacteria show promise in the
development of environmentally friendly alternative strategies to chemical control
methods, especially in the fight against harmful species. Although there are many data on
the distribution and damage of T. hirta in Turkey, there are no studies on the
endosymbiotic bacterial flora in pest populations. In this study, it was aimed to investigate
the presence of Arsenophonus, Cardinium, Rickettsia and Wolbachia bacteria in the T.
hirta populations detected for the first time in Kirsehir. For this purpose, T. hirta adults
were collected from zucchini, strawberry, apple, pear, cherry and sour cherry in five
different locations. In a total of 50 T. hirtas (10 individuals from each location) diagnosed
according to their morphological features and confirmed by the primer set (LCO1490 and
HCO02198) amplifying the mitochondrial cytochrome ¢ oxidase | subunit (COIl), specific
primers sets (Ars, Clo, Rb and Wspec) and endosymbiotic bacteria were screened. As a
result of the studies, it was determined that Arsenophonus, Cardinium, Rickettsia and
Wolbachia bacteria were not found in T. hirta samples for the first time in Turkey. It is
thought that this study, which reports the distribution of T. hirta in Kirsehir, will contribute
to the studies to be carried out on T. hirta, which causes damage to agricultural products
under pressure due to global warming, drought and increasing food demand in the world.

October 2022, 37 Pages
Keywords: Tropinota hirta, Arsenophonus, Cardinium, Rickettsia, Wolbachia.
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1. GIRIS

Cicek bocegi, Tropinota (Epicometis) hirta (Coleoptera, Scarabaeidae, Cetoniinae)
iilkemizin ¢esitli yorelerinde bakla zinni, ¢icek zinni, bakla ¢igek bocegi sar1 tiiyli ¢igek
bocegi, bakla ¢igek yiyeni olarak isimlendirilen onemli zararlilarindan biridir. Bu tiir
diinyada olduk¢a genis bir alana yayilmistir. Bakla zinni (T. hirta) Avrupa ve Kuzey
Amerika’da yaygin olup, Orta Avrupa’dan Iran’a kadar yayilmistir (Kara, 1995; Giiveng
ve Yasar, 2014). Tirkiye’de ise biitiin bolgelerde rapor edilmistir (Rozner ve Rozner,
2009; Atas, 2019). Neredeyse biitiin ¢i¢ekli bitkilerde zarara neden olan T. hirta polifag bir
zararhdr. Ergin bocekler, organlarindaki, pistillerdeki ve siklikla ta¢ yapraklariyla
beslenerek cigege zarar vererek tarimsal iiretimde ekonomik kayiplara neden olurlar
(Hurpin, 1962; Ertop ve Ozpmar, 2011; Kutinkova ve Andreev, 2004; Giiveng ve Yasar,
2014; Kaplan, 2019; Ozbek Catal ve ark. 2020; Yasar ve Dahham Dahham, 2019). T. hirta'
nin miicadelesinde genel olarak kimyasal ve kiiltiirel yontemler kullanilmaktadir. Ancak
kimyasal miicadele araglar1 faydali bocekler ve tozlastiricilar iizerindeki olumsuz etkileri
nedeniyle risk olusturmaktadir (Vukovic ve dig. 2019; Celik ve Yasar, 2021; Kaplan,
2019). Dolayisiyla kozmopolit yayilis gésteren ve tarim triinlerinde zarara neden olan T.

hirta ile yeterince miicadelesi yapilamamaktadir.

Zararh eklembacaklilarla miicadelede ¢evre dostu ve siirdiiriilebilir yontemler i¢in bir¢ok
calisma bulunmaktadir (Hendrichs ve dig., 1995; Hendrichs ve dig., 2002; Yuval ve dig.,
2010; Ugar, 2021). Ozellikle zararlilarda biyolojik, biyoteknolojik ya da entegre miicadele
kapsaminda degerlendirilen endosimbiyotik bakterilerin gelecek vaat ettigi belirtilmektedir
(Bourtzis, 2008; Hancock ve dig., 2011; Pagendam ve dig., 2020). Bu bakterilerin ortak
ozelligi ise genel olarak maternal olarak kalitilmasi ve konaklarinin iireme sistemleri
tizerinde manipiilator etki gostererek popiilasyon yapisina etki etmesi ve (Breeuwer ve
Werren, 1990; Werren, 1997; Hurst ve Jiggins, 1999; Weeks ve Breeuwer, 2001; Vignesh
ve dig., 2018; Liu ve Guo, 2019) bu ozelligin zararhilara karsi kimyasal miicadele
yontemlerine alternatif stratejilerin gelistirilmesinde kullanilabilecegi rapor edilmektedir
(Bourtzis, 2008; Hancock ve dig., 2011; Pagendam ve dig., 2020). Ancak endosimbiyotik
bakteri florasinin yakin akraba popiilasyonlarinda ve farkli cografyalarda degiskenlik
gosterdigi  bilinmektedir. Dolayisiyla fakli cografyalarda endosimbiyotik bakteriler
taranmaktadir (Li ve dig., 2017; Hou ve dig., 2020; Konig ve dig., 2019; Pagendam ve



dig., 2020). Ozellikle zengin biyolojik ¢esitlilige Tiirkiye’de bu kapsamda son yillarda
cesitli zararl tiirlerde endosimbiyotik bakteriler incelenmektedir (Inci ve dig., 2016; Onder
ve dig., 2019; Ipekdal ve Kaya, 2020). Ancak Anadolu’da T. hirta’ da endosimbiyotik

bakterilere yonelik bilindigi kadartyla herhangi bir caligma bulunmamaktadir.

1.1. Amag

T. hirta meyve agaglari, siis agaglari, ¢alilar ve diger tarimsal bitkiler gibi bir¢ok bitkide,
ozellikle ciceklerde ve dolayisiyla iireme kisimlarinda beslenerek zarara neden olan 6nemli
zararlilar arasinda yer almaktadir. Yapilan galismalarda T. hirta’ nin 6zellikle baharda
cicek acan meyve agaclarinda olmak tiizere birgok meyve ve sebze tiirlerinde etkilidir
(Schmera ve dig., 2004; Kutinkova ve Andreev, 2004; Vuts ve dig., 2009; Yasar ve Uysal,
2013; Giiveng ve Yasar, 2014; Ertop ve Ozpinar, 2011; Kaplan, 2019; Ozbek Catal ve dig.,
2020). T. hirta diinyada ve Tiirkiye’de genis bir yayilis alanina sahip kozmopolit bir tiirdiir
(Kara, 1995; Rozner ve Rozner, 2009; Giiveng ve Yasar, 2014; Atas, 2019). Yayilis1 ve
zarar1 hakkinda birgok veri bulunmasma karsin, Tiirkiye’de T. hirta’ nin endosimbiyotik
bakteri florasina yonelik ¢aligsma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada Kirsehir’de tespit edilen
ve basta meyve olmak iizere birgcok bitki tiirtinde etkili olarak iiriin kaybma denen olan T.

hirta’ da endosimbiyotik bakteri florasinin incelenmesi amaglanmuistir.

1.2. Onem

Tarimsal {iretim kiiresel 1sinma, kuraklik ve artan gida talebi gibi nedenlerin baskis1
altindadir (Tiirkes, 2020). Ek olarak zararlilarda bu kapsamda tarim iirlinlerinde rekolte
kayiplarina ve dolayisiyla ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Dolayisiyla zararhilar
gerek i¢ pazar ihtiyacinin karsilanmasi gerekse lilkemizin en dnemli doviz girdisi saglayan
tarim Uriinlerinin ihracati ag¢isindan risk faktoriidiir (Ulusoy ve dig., 1999; Mamay ve dig.,
2014). Diger yandan zararlilarla miicadelede kullanilan insektisit kalmtis1 da hem canli ve
cevre sagligi hem de tarimsal {irtinlerin ihracati agisindan risk faktoridiir (Akdogan ve dig.,
2012). Bu nedenle zararh tiirler ile miicadelede canli sagligi ve ¢evre agisindan risk
olusturmayan alternatif stratejilere yonelik caligmalar 6nem arz etmektedir. Maternal
kalitilan endosimbiyotik bakteriler (Bourtzis, 2008; Hancock ve dig., 2011; Pagendam ve
dig., 2020) konaginin iireme davranisini kendi lehine manipiile eden ve zararli popiilasyon

yogunlugu {izerinde etkili olmalariyla biyoteknolojik ve/veya entegre miicadele



kapsaminda incelenmektedir (Li ve dig., 2017; Hou ve dig., 2020; Konig ve dig., 2019;
Pagendam ve dig., 2020). Ancak bunun i¢in hedeflenen zararlidaki varliginin belirlenmesi
onem arz etmektedir. Dolayisiyla bu calismada Anadolu’da yayilis gosterdigi bilinen T.
hirta’da endosimbiyotik bakterilerin taranmasmin bu zararliya yonelik ¢aligmalara katki

saglayacagi diigiiniilmektedir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. Cicek bocegi, Tropinota (Epicometis) hirta (Poda, 1761)
2.1.1. Tanimi ve Yayilisi

Cicek bocegi Tropinota (Epicometis) hirta, Coleoptera takiminin en biiyiik familyasi,
Scarabaeidae (Cetoniinae alt familyasi)’de igerisinde siniflandirilir. Genel olarak
Cetoniinae alt familyas: liyeleri tarimsal 6neme sahip olmakla birlikte, T. hirta polifag
beslenme rejimine sahip bir zararhdir (Subchev ve dig., 2011; Kara, 1995; Ersoy ve
Hasbenli, 2022).

Erginler; viicutlarinin iizeri uzun ve sik sar1 tiiylerle kapl olan, elitrasinda beyaz lekeler
bulunan yaklasik olarak 10 mm boyunda siyah mat renkli bir zararlidir (Anonim, 2008;
Erden ve dig., 2008; Okudan Erdogan, 2016). Erginleri giliniin giinesli saatlerinde ¢ok
hareketlidir. ilkbahar sonunda popiilasyon en yiiksek duruma gelir (Anonim, 2008; Erden
ve dig., 2008; Okudan Erdogan, 2016; Yasar ve Dahham Dahham, 2019).

Ciftlesme sonras1 disi erginler, yaklasik 2.0-2.5 mm capinda ve kiire seklindeki beyazims1
yumurtalarmi humusca zengin topraklara birakirlar. 1-2 hafta sonra yumurtadan cikan
manas tipinde olan larvalar yabanci otlarin kokleri ve organik maddelerle beslenir.
Larvalarin kuru toprakta gelismeleri yavas olup, 15°C’nin altindaki sicakliklarda larva
gelismesi tamamen durur. Gelismesini tamamlayarak toprakta 6-9 hafta iginde
olusturduklar1 bir boslukta pupa olur. Larvalar1 meyve agaglarinda 6nemli zarar meydana
getirmez. Bu pupalardan ¢ikan erginler kis1 toprakta gegirir ve ertesi yil ¢ikarak ¢igeklerde

zarar yaparlar (Anonim, 2008; Okudan Erdogan, 2016).

©Vildan BOZKURT

Sekil 2.1. Bakla zinn1 genel goriiniis (a: ergin (S. Basak), b: yumurta, c: larva (Anonim,
2008)).



T. hirta Avrupa-Asya, Akdeniz, Orta Dogu ve Orta Asya bolgelerinde genis bir yayilis
alaninda yayilis gosterir. Tiirkiye’de ise hemen hemen her bolgede goriilmektedir. Bu
kapsamda T. hirta Bilecik, Afyon, Sakarya, Ankara, Amasya, Sivas, Yozgat, Eskischir,
Corum, Gilimiishane, Edirne, Manisa, Usak, Balikesir, Mersin, Kars, Nevsehir, Aydin,
Tekirdag, Denizli, Izmir, Antalya, Siirt, Erzincan, Agri, Adana, Adiyaman, Van ve
Kirklareli’nde bildirilmistir (Rozner ve Rozner, 2009; Atas, 2019).

2.1.2. Konaklar ve Zararlar

T. hirta polifag bir zararlidir ve turunggiller dahil meyve agaclar1 (6zellikle elma, armut,
kiraz, vigne, kayisi, erik, seftali, ahududu, bogiirtlen, giil) (Schmera ve dig., 2004,
Kutinkova ve Andreev, 2004; Vuts ve dig., 2009; Yasar ve Uysal, 2013; Giiveng ve Yasar,
2014), bugdaygiller (Toth ve dig., 2004), kabak, cilek gibi bircok meyve ve sebze tiirleri
(Ertop ve Ozpmar, 2011; Kaplan, 2019; Cmar ve dig., 2004; Ozbek Catal ve dig. 2020) ile
sogiit ve kavak gibi agaglarda (Subchev ve dig., 2011) konaklar1 arasindadir.

Asil zarara erginler neden olur. Ilkbahar aylarinda topraktan ¢ikis yapan erginler bitkilerin
ciceklerinde, ta¢ yapraklar1 ile stamen ve stigmalarini ¢ignemek suretiyle erkek ve disi
organlarda zarara neden olurlar. Bazen tomurcuk, korpe siirgiin, yaprak, hatta meyveyle
beslendikleri de olmaktadr (Celik, 2019; Ozbek, 2008; Kutinkova ve Andreev, 2004;
Akpinar ve dig., 2020). U¢ma kapasiteleri yliksek oldugu i¢in degisik bitkilere geger ve
zararlarmi1 devam ettirirler. Bunun sonucu olarak zarar gormiis cigekler meyve
baglayamazlar (Kutinkova ve Andreev, 2004; Akpinar ve dig., 2020). Buna gore T. hirta’
nin zarar diizeyinin armutta %90-100 (Kara, 1995), kirazda ise % 70’lerde oldugu rapor
edilmistir (Kutinkova ve Andreev, 2004; Giiveng ve Yasar, 2014).

Diger yandan ¢igekler iizerinde dolasip beslenirken bir ¢igekten digerine veya bir agactan
bir baskasma gectikleri icin tozlasmay1 da gergeklestirmektedirler. Dolayisiyla zararh

tozlayicilar olarak da nitelendirilmektedirler (Ozbek, 2008).
2.1.3. Cicek Bocegi ile Miicadele Yontemleri

T. hirta ile miicadelede genel olarak kiiltiirel, mekanik ve biyoteknik yontemler
kullanilmakla birlikte, kimyasal yontemlerin kullanimi 6nerilmektedir. Kiiltiirel yontemler
kapsaminda topragin islenmesi ile toprakta bulunan yumurta, larva ve ergin

popiilasyonunun diisiiriilmesi hedeflenir/onerilir. Mekanik miicadelede sabah serinliginde,



erginlerin daha az hareketli oldugu saatlerde, agaclarin altina ortii serilerek agaclar sallanir
ve toplanan erginler imha edilir (Yasar, 2006). Goreceli olarak en fazla Onerilen ve
kullanilan yontem ise erginlerin mavi renge olan duyarlliklar1 nedeniyle mavi kaplarin
kullanildig1 biyoteknik yontemdir. Bunun i¢in mavi kaplara su ile birlikte cezbedicilerin
eklenmesi ile erginler gekilir ve suya diisen bocekler toplanarak imha edilir (Sagdas ve
Yasar, 2013; Yasar ve Uysal, 2013; Oltean ve dig., 2015; Tanrikulu, 2019).

Diger yandan ¢ok zorunlu olmadik¢a kimyasal miicadele tavsiye edilmemektedir.
Erginlerin topraktan ¢iktig1 zarara neden oldugu donem bitkilerin ¢igeklenme donemine
denk gelmesi ve yararli boceklerin, 6zelliklede bal arilarinin, kullanilan Kimyasallardan
olumsuz etkilenmesi nedeniyle bu preparatlar kullanimina dikkat edilmesi Onerilmektedir
(Yasar, 2006). Ancak popiilasyonun ¢ok yiiksek oldugu durumlarda bir miktar ar1 kayb1 da
gbze alinarak, uygun bir ilag kullanilarak kimyasal miicadele yapilabilir. Miicadeleye karar
verebilmek i¢in, bakla zinni erginlerinin ve zararmin goriilmesi gerekir. Bu nedenle,
agaclarin  pembe tomurcuklarmm goriildiigii zamandan itibaren, erginlerin ¢ikisi
gozlenmelidir. Ergin bocekler topraktan ¢ikip, ciceklerle beslenmeye basladigi zaman bir

ilaglama yapilmalidir (Ozbek, 1998).

T. hirta’ya kars1 kullanilan kimyasallarin uygulanmasina iliskin kisitlamalar nedeniyle
kontrolii olduk¢a zordur ve iiriin kayiplarina neden olmaktadir (Akpmar ve dig., 2020).
Bununla birlikte kiiresel 1smmma, kuraklik ve giderek artan niifus gida talebini de
beraberinde getirmektedir. Dolayisiyla zararli boceklerle miicadele amaciyla yeni ve
alternatif yontemlere ihtiyag duyulmaktadir (Kilinger ve dig., 2010; Tanrikulu, 2019). Oyle
ki, geleneksel yaklasimlar genel olarak kimyasal orijinli pestisitlerin kullaniminin yani sira
entegre zararli yonetimi ve biyolojik miicadeleyi kapsar. Ancak bunlarin her birinin
cevresel ve sosyal maliyetlerin eksikliginden dolay: ciddi dezavantajlar1 vardir. Ornegin,
sentetik insektisitler ¢ok cesitli zararlilara ve hastalik vektorlerine karsi yaygin sekilde
uygulanmistir. Ancak siirekli uygulamasindan 6tiirli zararhlar direng gelistirmistir. Ayrica
kimyasal ilaglar zararlilar yaninda yararli olan canlilar1 da yok edebilmektedir. Bu durum
ekosistemi bir biitiin olarak rahatsiz etmektedir (Leftwich ve dig., 2015; Tanrikulu, 2019).
Nitekim kimyasal tirtinler bilingsiz kullanim gibi bir takim yetersizlikler sonucu yarardan

ziyade zarar veren bir uygulama halini almaktadir (Tanrikulu, 2019).



Son yillarda diinyada artan tiiketici talepleri ve degisen ve gelisen gida normlari
cergevesinde Ozellikle meyve ve sebze iiretiminde zararlilarla miicadelede kimyasal
miicadele disinda yeni yaklagimlar iizerinde durulmaktadir. Bu kapsamda biyolojik
miicadele bunlardan biri olup, siirdiiriilebilir tarim tekniklerine uygun, ¢evreye, insan ve
hayvan saglhigina duyarli bir miicadele yontemidir. Bu yontemin ana unsurlar1 zararlilarin
miicadelesinde kullanilan parazitoitler, predatorler, entomopatojen ve endosimbiyotik
bakterilerin kullanimidir  (Kilinger ve dig., 2010). Ozellikle maternal kalitilan
endosimbiyotik bakteriler zararlhilarla boceklerin miicadelesinde umut vaat etmektedir
(Bourtzis, 2008; Hancock ve dig., 2011; Pagendam ve dig., 2020).

2.2. Endosimbiyotik Bakteriler

Eklembacaklilar diinyadaki en yaygin ve en fazla cesitlilik gosteren taksondur (Zhang ve
dig., 2013) ve bircok bakterilerinin konagidir (Li ve dig., 2019). Ozellikle de biitiin
eklembacaklilarin %40-60’inda bulunan endosimbiyotik bakteriler, konaklar1 ile olan
iliskileri nedeniyle arastirilmaktadir (Brelsfoard ve Dobson, 2009; Zug ve Hammerstein,
2012). Bu bakterileriler konaklar1 arasinda genel olarak anneden yavrulara dikey olarak
aktarilmakla birlikte, tiirler arasinda yatay olarak da aktarilabilirler. Ayrica konaklar ile
olan iligkileri nedeniyle konaklarinin genotipine ve fenotipine etki edebilirler (Duron,
2013; Chrostek ve dig., 2017). Diger yandan endosimbiyotik bakteriler artropodlardaki
cesitli cinsiyet sapmalarinin nedeni olarak agiklanmakta ve iireme manipiilatorii olarak
tanimlanmaktadirlar. Oyle ki, bu bakteriler konaklarmda feminizasyon, erkek oldiirme,
partenogenez indiiksiyonu ve sitoplazmik uyumsuzluk seklinde iireme manipiilasyonuna
neden olmaktadir (Duron ve dig., 2008; Bourtzis, 2008; Brelsfoard ve Dobson, 2009;
Duron, 2013).

Endosimbiyotik bakterilerin en iyi bilineni Wolbachia’dir ve ¢ogu eklembacaklida (%40-
66) (ve bazi fillarial nematodlarda) goriilmektedir. Boceklerin popiilasyon yogunluklar1 ve
yayilislar1 dikkate alindiginda karasal ekosistemdeki en yaygin ve en basaril tiir olarak
degerlendirilir (Taylor ve Hoerauf, 1999; Hilgenboecker ve dig., 2008; Zug ve
Hammerstein, 2012; Tolley ve dig., 2019). Konaklarinin somatik ve iireme dokularinda
bulunan Wolbachia, iireme manipiilasyonlar1 ile konaginin ireme davranigina/sekiline etki

eder (Breeuwer ve Werren, 1990; Werren, 1997; Hurst ve dig., 1999; Weeks ve Breeuwer,



2001) ve bu oOzelligi nedeniyle de biyolojik kontrol ajani olarak kullanilabilecegi
belirtilmektedir (Bourtzis, 2008; Hancock ve dig., 2011; Pagendam ve dig., 2020).

Maternal olarak aktarilan Arsenophonus ilk olarak parazitoid yaban arisi Nasonia
vitripennis'te tespit edilmistir. Yaban arisinda ogul oldiiriicii/erkek oldiiriicii 6zelligi
nedeniyle tireme manipiilatorii olarak nitelendirilmektedir (Werren ve dig., 1986; Gherna
ve dig., 1991). Ancak durum Arsenophonus’un diger konaklarinda nadiren goriilmektedir.
Bununla birlikte konaklarmin insektisit direncine etki ettigi, beslenmesinde rol aldigini ve
cevresel streslere kars1 koruma sagladigini bildiren ¢alismalar da bulunmaktadir (Chiel ve
dig., 2007; Hansen ve dig., 2007; Duron, 2014; Wagner ve dig., 2015). Dolayisiyla
Arsenophonus’un konaklarinin fenotipine etkisi tam olarak bilinmemekle birlikte, yapilan
caligmalar ve gerceklestirilen analizler oldukg¢a yiiksek ¢esitliligi nedeniyle konaklarinin

evriminde rol oynadigini géstermektedir (Mouton ve dig., 2012).

Cardinium bitki zararlilarinda (%47’sinde) (Nakamura ve dig., 2009), parazitoid yaban
arilarinda (Zchori-Fein ve dig., 2004), 6riimceklerde ve akarlarda (Weinert ve dig, 2015)
maternal kalitilan endosimbiyonttur. Konak biyolojisi {izerindeki etkileri 6zellikle enfekte
erkeklerle ciftlesen enfekte olmayan disilerin canli yavrular iiretemedigi ve sitoplazmik
uyumsuzluk (CI) olarak bilinen {ireme manipiilasyonu ile sonuglanir. Diger yandan disi bu
bakteri ile enfekte ise yavru hayatta kalir. Konagnin iiremesine ve tam olarak bilinmese de
biyolojisi tizerine etkilerinden dolayi, Cardinium potansiyel biyokontrol ajanlar1 olarak
degerlendirilmektedirler (Doremus ve dig., 2020; Zhao ve dig., 2018; Z¢élé ve dig., 2018;
Penz ve dig., 2012; Nakamura ve dig., 2009; Gotoh ve dig., 2007).

Cogunlukla insanlarda tifiis ve Rocky Mountain benekli hummasi gibi hastaliklarin nedeni
olarak bilinen Rickettsia’nin bazi tiirlerinin, boceklerde iireme manipiilatorii olarak
fenotipe etki etmektedir (Perlman ve dig., 2006). Genel olarak maternal olarak aktarilan ve
kendi yayilimim saglamak amaciyla konagin liremesine etki eder. Bu manipiilatif etki
erkek oldiiriiciik olarak ifade edilmektedir (Werren ve dig., 1994; Lawson ve dig . 2001;
Perlman ve dig., 2006).



3. MALZEME VE YONTEM

3.1. Cicek bocegi, Tropinota (Epicometis) hirta Orneklemesi

Calismada incelenen T. hirta 6rneklemesi Kirsehir’de gergeklestirilmistir. Bu kapsamda
Merkez, Mucur, Kaman, Cigekdag ve Boztepe olmak iizere toplam bes lokaliteden ¢igek

bocegi toplanmistir. Orneklemelerin gergeklestirildigi lokasyonlarin harita iizerindeki

gosterimi Sekil 3.1°de bunlara iliskin detaylar ise Tablo 3.1’dedir.

Sekil 3.1. Cicek bocegi drneklemesi yapilan lokasyonlarin harita {izerinde gosterimi (1:

Kirsehir Merkez; 2: Mucur; 3: Boztepe; 4: Cigekdag; 5: Kaman).



Tablo 3.1. Cigek bocegi 6rneklemesi yapilan lokasyonlara iliskin detaylar.

Lokasyon Koordinatlar Konak Tarih
1 Merkez 39°8'51.63"K 34° 4'47.89"D Kiraz, Armut, Cilek  Mayis 2021
2 Mucur 39°4'16.60"K 34°22'50.79"D  Visne, Elma Mayis 2021
3 Boztepe  39°16'5.61"K 34°16'0.27"D Elma Mayis 2021
4 Cicekdag 39°36'20.73"K 34°24'47.06"D  Kiraz, EIma Mayis 2021
5 Kaman 39°21'48.00"K 33°43'41.75"D Elma Mayis 2021

Her bir lokasyondan en az 10 ergin birey (Sekil 3.1) olmak {izere toplanan Grnekler,
yerinde %70 alkol ile 30 saniye sterilize edilmis, steril distile su ile yikanmis ve
kullanilana kadar alkolde -20°C'de muhafaza edilmistir.

Toplanan T. hirta 6rnekleri morfolojik karakterlerine gore (Kara, 1995) diseksiyon
mikroskobu kullanilarak teshis edilmistir. Ayrica tanimlamalar rastgele segilen bir
bireyden izole edilen total DNA’dan mitokondriyel sitokrom ¢ oksidaz subunit I (COI)
primer seti (LCO1490-F ve HCO2198-R) (Tablo 3.2) kullanilarak elde edilen PCR

iirlinlerinin sekanslanmasi ile dogrulanmistir.
3.2. Total DNA izolasyonu

Calismalarda kaynak olarak kullanilan total DNA Doyle and Doyle (1990) tarafindan
onerilen CTAB (Cetil trimetil amonium bromide) metodu kullanilarak izole edilmistir.
Bunun i¢in 5 mI’lik CTAB tamponu (% 5 CTAB 2 ml, 8 M Tris-HCL 0.5 ml, 8 M EDTA
0.2 ml, 8 M NaCl 1.4 ml ve 0.9 ml saf su) hazirlanmis ve otoklavda steril edilerek
kullanilmstir.

Hazirlanan CTAB tamponuna 20 pl 2-Merkaptoetanol eklenmis ve karigim 60°C’ye
isitilmigtir.  Isitilan tampondan 200 pl alnarak c¢icek bocegi erginleri ayri1 ayri
mikrosantrifiij tiipleri igerisinde ezilmistir. Bunun i¢in dnceden steril edilmis cam bagetler
kullanilmistir. 60°C’de 5 saat tutulan homojenizatlara 200 pl kloroform:izoamilalkol (24:1)
eklenmistir ve 10000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatant alinarak
tizerine 2/3 oraninda izopropanol (2-propanol) eklenmis ve karisgim 1 gece -20°C’de
tutulmustur. Daha sonra Karigim 10 dk santrifiij edilmis, pelet %70’lik alkolle yikanmuistir.
Elde edilen pellet, 50°C’de 10 dakika tutularak kurutulmus ve 30 pl saf suda ¢6ziilmiistiir.
Total DNA izolatlari kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.
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3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), Elektroforez ve Dizi Analizi

Izole edilen total DNA’lar hem c¢icek bdcegi tammlamalarini dogrulamak hem de

endosimbiyotik bakteri taramalar1 i¢in PCR c¢aligmalarinda kaynak olarak kullanilmistir.

Bunun i¢in PCR ¢alismalarinda kullanilan primerler Tablo 3.2’de verilmistir. Primerlerin

baglanma sicakliklarinin ‘annealing’ belirlenmesi i¢in her bir primer ¢ifti icin PCR

cihazinda gradient (degisken sicaklik uygulamasi) (48°C-65°C)

uygulanmigstir.

Tablo 3.2. Calismalarda kullanilan primerler ve 6zellikleri.

ile elde edilerek

Primer Baz Dizisi (5°-3") /H(e}‘iif ggl‘g:ii uF;SnRu Bs?lela(ll]lrgla Kaynak
(bp) (C)

LCO1490-F  GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG ~ Cytochrome ¢ Folmer  ve
HCO2198-R TAAACTTCAGGGTGACCAAAAATCA Sum?? ‘E’?;(I),) y %2 dig., 1994
Ars-F GGGTTGTAAAGTACTTTCAGTCGT  Arsenophonus 6 Duron  ve
Ars-R2 GTAGCCCTRCTCGTAAGGGCC 16S rRNA dig., 2008
Clo-F GCGGTGTAAAATGAGCGTG Cardinium Weeks  ve
Clo-R ACCTMTTCTTAACTCAAGCCT 16SrRNA 4% > dig., 2003
Rb-F GCTCAGAACGAACGCTATC Ricketsia - 5 Gottlieb ve
Rb-R GAAGGAAAGCATCTCTGC 23S IRNA dig., 2006
Wspec-F YATACCTATTCGAAGGGATAG Wolbachia Werren  ve
Wspec-R ~ AGCTTCGAGTGAAACCAATTC 16SrRNA 4 > %‘55’ -

PCR c¢alismalar1 toplam hacim 20 pl olacak sekilde Tablo 3.3’de verilen bilesenlerle

hazirlanmstir.

PCR  amplifikasyonlar1

gerceklestirilmistir.

Tablo

Tablo 3.3. PCR reaksiyon bilesenleri ve miktarlari.

Reaksiyon bileseni Hacim (pl)
Taq buffer 2

dNTP (her biri 10 mM) 0.5
Primeri F (5 mM) 1.25
Primeri R (10mM) 1.25

Taq Polimeraz (500 U) 0.1

Total DNA izolat1 1

Saf su 13.65
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Tablo 3.4. PCR amplifikasyon kosullar1.

Basamak Primer baglanma sicakligi, °C  Siire  DoOngii
On denatiirasyon 95 3dk 1
Denatiirasyon 94 30 sn 35
Uzama 72 1dk

Son uzama 72 5dk 1

PCR firiinleri agaroz jel elektroforez yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Elektroforez
calismalarinda 1X TAE (Tris, Glacial Asetik Asit, EDTA) tamponu ile hazirlanan %1’lik
(w/v) agaroz jel kullanilmistir. Calismalarda niikleik asit boyasi olarak GelRed (Biotium) 3
ul kullanilmigtir. PCR iiriinleri ve DNA ladder (GeneRuler100 bp Plus) (ThermoScientific)
80V, 500mA akim 60dk (Consult 368) elektroforeze tabi tutulmus ve jeller transiliiminator

(ThermoScientific) ile goriintiilenmistir.

Elektroforez ¢alismalar1 dogrultusunda ¢igek boceginden LCO1490-F/ HCO2198-R primer
cifti ile elde edilen PCR diiriinlerinin ¢ift yonlii (ileri ve geri) dizi analizi Macrogen
(Hollanda) yaptirilmistir. Sekans verileri programi BioEdit (7.0.5.3v) ile diizenlenerek
konsensiis dizisi elde edilmistir. Konsensiis dizilerinin GenBank (National Center for
Biotechnology Information (NCBI), US) veri tabaninda BLAST (biyolojik sekans verileri

arasindaki benzerlik) analizi yapilmistir.

Filogenetik ve molekiiler evrimsel analizler, MEGA versiyon X kullanilarak yapilmistir
(Kumar ve dig., 2018). Bunun icin elde edilen konsensiis dizileri ve GenBank veri
tabanindan indirilen ek diziler kullanilmistir. En iyi ikame modelini bulmak i¢in
Maksimum olabilirlik (ML) yontemi ile model testi yapildi. Buna gore, T. hirta dizileri igin

Kimura 2 parametreli modeli (Kimura, 1980) (1000 kopya) kullanilmustir.
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4. BULGULAR

Bu calismada Kirsehir Merkez, Mucur, Kaman, Cicekdag ve Boztepe olmak {izere 5
lokasyondan oOrneklenen T. hirta erginleri ile gergeklestirilmistir. Cigcek bocegi
orneklemeleri her bir lokasyondan en az 10 birey olacak sekilde ilkbahar sonu Mayis-
Haziran aylar1 arasinda meyve agaglarinin ¢igeklenme doneminde yapilmustir (Sekil 4.1.).
Arazi ¢alismalari sirasinda T. hirta erginlerinin elma, armut, kiraz, visne ve seftalide etkili

oldugu goriilmistiir. Ayrica cilek ve kabak ¢igeklerinde tespit edilmekle birlikte armut

stirglinlerine de zarar verdigi goriilmiistiir.

Sekil 4.1. Tespit edilen ve 6rneklemesi yapilan cicek bocegi erginleri (a: kiraz agacinda, b:

elma agacinda, c: gilekte (S. Basak)).

Tiirkiye’de hemen hemen her bolgede rapor edilmesine karsin Kirsehir’de ilk kez bu
calisma ile tespit edilen ¢icek bdceginin teshisi morfolojik 6zelliklerine diseksiyon
mikroskobu kullanilarak gergeklestirilmistir. Teshisler barkotlama ¢aligmalarinda da
kullanilan tniversal mitokondriyal sitokrom ¢ oksidaz | alt birimini (COX1) amplifiye
eden LCO/HCO primer ¢ifti ile elde edilen yaklagik 700 pb uzunlugundaki aplikonlarin
(Sekil 4.2) dizi analiz verileri GenBank (The National Center for Biotechnology
Information, NCBI) veri taban verileriyle karsilastirilarak dogrulanmigtir. Buna gore elde
edilen konsensiis dizileri KU910799 ve KM443352 GenBank erisim numarali dizelerle %
100 benzerlik gdstermistir.
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Sekil 4.2. Mitokondriyal sitokrom c¢ oksidaz 1 alt birimini (COX1) amplifiye eden
LCO/HCO primer c¢ifti ile elde ede edilen PCR iiriinlerinin agaroz jel eletroforezindeki
gorlintlisii (L:Leader, 1: Merkez, 2: Mucur, 3: Kaman, 4: Cicekdag, 5: Boztepe; NK:
negatif kontrol) izole edilen total DNA’larin.

COX1 primer seti ile elde edilen aplikonlarin dizi analizlerinde elde edilen konsensiis
dizileri ve NCBI veri tabanindan indirilen diziler ile elde edilen ML yontemi ile filogenetik

agaci olusturulmustur (Sekil 4.3).

14



KM443352 Tropinota hirta

KU910799 Tropinota hirta

4 Tropinota hirta B2

MHO020443 Tropinota hirta

HQ954273 Tropinota hirta

KM439115 Tropinota hirta

KM439131 Cetonia aurata

am

Sekil 4.3. COX1 primer seti ile elde edilen aplikonlarin dizi analizlerinde elde edilen
konsensiis dizileri ve NCBI veri tabanindan indirilen diziler ile elde edilen ML yontemi ile

filogenetik agaci.

Bes lokasyondan ve her birinden 10’ar ergin birey olmak iizere toplam 50 ergin ¢icek
boceginden izole edilen total DNA’lar kullanilarak endosimbiyotik Arsenophonus,
Cardinium, Rickettisa ve Wolbachia bakterilerinin taramasi yapilmistir. Taramalar bu
bakteriler igin spesifik primerle (Tablo 3.2) gergeklestirilmis olup, bakteri varligi (¢igek
bdceklerinde bulunup bulunmadigi) pozitif kontrole gore degerlendirilmistir. Bu kapsamda
Arsenophonus i¢in Bemissia tabaci, Ricketsia i¢in Rhizoperta dominica, Wolbachia igin
Sitophilus granarius total DNA izolatlar1 pozitif kontrol olarak kullanilmustir (Sekil 4.4. ve
Sekil 4.5). Buna gore Kirsehir’de tespit edilen c¢icek bdcegi popiilasyonlarinda
Arsenophonus, Cardinium, Rickettisa ve Wolbachia bakteri enfeksiyonunun bulunmadigi
belirlenmistir (Sekil 4.4. ve Sekil 4.5).
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Arsenophonus Cardinium

Sekil 4.4. ArsF-R2 (Arsenophonus) ve CloF-R (Cardinium) primerleriyle elde edilen PCR
iirtinlerinin elektroforezindeki jel goriintiisii. (1; Kirsehir Merkez, 2; Mucur, 3; Kaman, 4;

Cigcekdag, 5; Boztepe, 6; PK; Pozitif kontrol, NK; Negatif kontrol).
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Wolbachiao Rickettisa

Sekil 4.5. WspecF-R (Wolbachia) ve RbF-R (Rickettsia) primerleriyle elde edilen PCR
iirlinlerinin elektroforezindeki jel goriintiisii. (1; Kirsehir Merkez, 2; Mucur, 3; Kaman, 4;

Cicekdag, 5; Boztepe, 6; PK; Pozitif kontrol, NK; Negatif kontrol).

Zarara ve dolayisiyla ekonomik kayiplara neden olan T. hirta tireme manipiilatorii
endosimbiyotik bakterilere yonelik elde edilen bu sonuglar Tiirkiye’den ilk veri

durumundadir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Kirsehir ilinde Merkez, Mucur, Kaman, Cigekdag ve Boztepe ilgelerinde gergeklestirilen
bu ¢alismada ¢icek bocegi (T. hirta) popiilasyonlarinda endosimbiyotik Arsenophonus,
Cardinium, Rickettisa ve Wolbachia bakterileri taranmustir. T. hirta orneklemeleri
belirlenen lokasyonlarda Mayis ayinda (2021) elma, armut, kiraz, visne ve ¢ilekten ergin

bireyler toplanarak gergeklestirilmistir.

Toplanan 6rneklerin tanimlamalarmin dogrulanmasi ve elde edilen dizilerin GenBank veri
taban1 verileriyle karsilastirmak amaciyla mitokondriyel sitokrom c oksidaz subunit |
(COI) primer seti ile elde edilen konsensiis dizileri kullanilmistir. Bu diziler ve NCBI veri
tabanlarindan indirilen ek dizilerle olusturulan filogenetik agacta ise bu c¢aligmada
Kirsehir’de T. hirta yayilisina iliskin ilk verileri sunmaktadir. Ancak bu zararh Tirkiye’de
oldukea genis bir yayilis gostermektedir (29 ilde) (Rozner ve Rozner, 2009; Atas, 2019) ve
Kirsehir gevresindeki illerde de rapor edilmistir (Nevsehir, Yozgat) (Rozner ve Rozner,
2009; Atas, 2019). Dolayisiyla elde edilen sonuglar Onceki calismalarla benzerlik
gostermektedir. Bununla birlikte arazi ¢calismalar1 sirasinda 6zellikle elma, armut ve kiraz
ciceklerinde popiilasyon yogunluguna bagh olarak zarar diizeyinin arttigi goriilmiistiir.
Diger yandan arazi ¢alismalar1 sirasinda niifusun ve yerlesimin goreceli olarak daha az
oldugu (¢cogunlukla tarim arazileri ¢evresindeki) alanlarda daha fazla T. hirta erginine
rastlanmigtir. Bu degerlendirmeler T. hirta’ nin hayat dongiisiiniin bir geregi olarak
aciklanabilir ya da tesadiifi olabilir, ancak bunlarm nedenine iligkin ne yazik ki burada

herhangi bir sinama ¢aligmasi yapilmamustir.

T. hirta zarar1 genel olarak bitkilerin 6zellikle de meyve agaglarinin giceklenme doneminde
goriilmesi nedeniyle ve basta bal arilar1 olmak {izere yararli boceklere de etki ettikleri i¢in
kullanilmas1 6nerilmeyen kimyasal miicadeleye (Sagdas ve Yasar, 2013; Yasar ve Uysal,
2013; Oltean ve dig., 2015; Tanrikulu, 2019) alternatif canli saghgi agisindan risk
olusturmayan c¢evre dostu yontemlerin gelistirilmesi i¢in c¢alismalar siirdiiriilmektedir.
Endosimbiyotik bakteriler konaklarinda tireme manipiilasyonlarma neden olduklarindan
zararli miicadelesinde kullanilabilir 6zellikleri dolayisiyla bir¢ok bocek tiiriinde
incelenmistir (Yaman ve Kogak, 2019; Kocak ve Ertiirk, 2019). Ancak bdceklerdeki
simbiyotik bakteri kompozisyonunun ayni tiire ait fakli popiilasyonlarda degiskenlik

gosterebilmesi ve boceklerin 6zellikle zararl tiirlerin kiiresel 1sinmanin da etkisi ile yayilis
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alanlarinin  genislemesi nedeniyle endosimbiyotik bakterilere yOnelik taramalar
yapilmaktadir (Bouchard ve dig., 2019; Sajid ve dig., 2017; Li ve dig., 2017; Hou ve dig..,
2020; Onder ve dig., 2019; Ipekdal and Kaya, 2020; Pagendam ve dig., 2020). Bu
calisgmada bes farkli popiilasyondan oOrneklenen toplam 50 T. hirta ergininde
Arsenophonus, Cardinium, Rickettisa ve Wolbachia bakterileri sirasiyla Ars (F/R2), Clo,
Rb ve Wspec primer setleri ile taranmustir. Taramalar sonucunda ¢alisilan popiilasyonlarda
Arsenophonus, Cardinium, Rickettisa ve Wolbachia bulunmadigi belirlenmistir. T. hirta’
da endosimbiyotik bakterilere yonelik smirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. (Kolasa ve
dig., 2018) tarafindan gerceklestirilen caligmada, Avrupa {ilkelerinden toplanan ve
aralarinda T. hirta 'nin da bulundugu 297 kinkanatlida Cardinium, Rickettisa, Spiroplasma
ve Wolbachia bakterileri prevalansi incelenmis ve T. hirta’ da bu bakterilerin bulunmadigi
belirlenmistir. Bununla birlikte ayn1 ¢alismada incelenen tiirlerin tamamindaki Wolbachia
enfeksiyon oram1 %27 olarak belirtilirken, Scarabaeoidea iist familyasindaki enfeksiyon
orani ise %23 olarak rapor edilmistir. Diger yandan T. hirta’ da Arsenophonus’a yonelik
herhangi bir calisma verisi bulunmamaktadir. Ancak her ne kadar bu caligmada
Kirsehir’den toplanan T. hirta popiilasyonlarinda Arsenophonus, Cardinium, Rickettisa ve
Wolbachia bakterilerinin bulunmadigi belirlense de, Tiirkiye’de olduk¢a genis yayilis
gosteren bu zararlida s6z konusu endosimbiyontlarin prevalansina yonelik daha fazla
calisgmaya ihtiyag vardir. Dolayisiyla burada sunulan verilerin T. hirta’ ya yonelik

gergeklestirilecek ¢alismalara katki sunacag diistiniilmektedir.
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