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OZET

TOKAT ILINDE SEFTALI (PRUNUS PERSICA L.) ZARARLISI YAPRAKBITI]
(HEMIPTERA: APHIDOIDEA) POPULASYONLARININ MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU

Demir, Halilullah
Yiiksek Lisans, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danmigmani: Dr. Ogr. Uyesi Meryem Senay Sengiil Demirak
Mart 2022, xi +74 sayfa

Bu tez ¢aligmasi, 2020-2021 yillarinda, Tokat ilinde bulunan seftali zararlist yaprakbiti
tiriinii belirlemek amaciyla gergeklestirilmistir. Bu kapsamda, Tokat merkeziyle
yaklagik 15 km mesafe uzaklikta bulunan seftali bahgeleri ziyaret edilmistir. Toplamda
8 farkli lokalitede bulunan seftali agaclarinin yapraklarindan 14 popiilasyona ait
yaprakbiti Ornekleri toplanmigtir. Tir teshisi hem morfolojik olarak hem de
mitokondriyal sitokrom oksidaz I (COI) gen bdlgesine dayali DNA barkodlama yontemi
ile gerceklestirilmistir. Bu c¢alismalar neticesinde, seftali agaglarindan toplanan farkli
popiilasyona ait yaprakbitlerinin Aphidoidea iist familyasinin Aphididae familyasina ait
Brachycaudus (Appelia) prunicola subsp. schwartzi (Borner, 1931) oldugu tespit
edilmistir. Bu seftali zararlis1 yaprakbiti tlirii Tokat ili i¢in yeni kayittir. Ayrica,
Tiirkiye’den B. (Appelia) prunicola subsp. schwartzi tiiriine ait COI gen dizisi ilk defa
bu ¢alisma ile tespit edilmistir. Bu calismanin, bu bolgede tespit edilen seftali zararlisi

tiirline yonelik etkili miicadele yapilmasina katki saglayacag diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: COI, DNA barkodlama, Prunus persica, Tokat, Yaprakbiti

v



ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF PEACH (PRUNUS PERSICA L.) PEST
APHID (HEMIPTERA: APHIDOIDEA) POPULATIONS IN TOKAT PROVINCE

Demir, Halilullah
Master’s Thesis, Department of Biology
Advisor: Asst. Prof. Dr. Meryem Senay Sengiil Demirak
March 2022, xi +74 pages

This thesis study was carried out in order to determine the peach pest aphid species in
Tokat province in the years 2020-2021. In this context, the peach orchards, which are
approximately 15 km away from the center of Tokat, were visited. Aphid samples from
14 populations were collected from the leaves of peach trees in 8 different localities.
Species identification was performed both morphologically and by DNA barcoding
method based on the mitochondrial cytochrome oxidase I (COI) gene region. As a result
of these studies, aphids collected from peach trees belonging to different populations
were identified as Brachycaudus (Appelia) prunicola subsp. schwartzi (Borner, 1931)
that belongs to the family Aphididae of the Aphidoidea superfamily. This peach pest
aphid species is a new record for Tokat province. Additionally, COI gene sequence of
the species B. (Appelia) prunicola subsp. schwartzi from Turkey was determined for the
first time in this study. It is thought that this study will contribute to effective control of

the peach pest species detected in this region.

Keywords: Aphid, COI, DNA barcoding, Prunus persica, Tokat
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1. GIRIS

Seftali meyvesi, iilkemizde yetistiriciligi yapilan ve ekonomik agidan biiylik 6neme
sahip meyvelerden biridir. Tarim ve Orman Bakanlhi§i’nin 2019 verilerine gore,
Tiirkiye’de 17 474 000 adet meyve veren seftali agact bulunurken, 3 910 000 adet
meyve vermeyen seftali agaci bulunmaktadir. Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK),
Bitkisel Uretim Istatistikleri 2020 verilerine gore, Tiirkiye’de 892 048 ton seftali iiretimi
olmustur (Anonim, 2020a). Tokat ilinde ise 873 hektarlik alanda seftali yetistiriciligi
yapilmaktadir. Toplam meyve veren aga¢ sayist 311 467 iken meyve vermeyen agac
sayist ise 44 530 adettir. Tokat’ta 2019 yilinda 20 086 ton seftali {iretimi olmasina
ragmen, 2020 yilinda tiretim 11 782 ton olarak belirtilmistir (Anonim, 2019; Anonim,
2020). Bu veriler dogrultusunda, Tokat ilindeki seftali yetistiriciliginin pazardaki payi,
2019-2020 yillar1 arasinda, %?2.41°den %1.3’e diigmiistiir. Diinyada ve iilkemizde,
tarimsal liretimdeki azalmalar, iklim, ekolojik, ekonomik gibi bir¢ok nedenden
kaynaklanmasinin yam sira, tarimsal zararlilar da (bocek, akar, nematod, vb.) bu
kayiplar1 ciddi sekilde etkilemektedir. Bu zararlilardan yaprakbitleri, bulunduklar
konak bitkiye zarar vermeleri ve bitki viriislerine aract olmalart nedeniyle biiyiik 6neme

sahiptirler.

Yaprakbitleri (Aphidoidea) yaklasik 87 000 bitki tiirii izerinde beslenen 6nemli tarim
zararhlandir (Goriir ve ark., 2019). Konak bitkilerin bir¢cok yerinde bulunurlar. Bu
yerler; kok, meyve, govde, dal, siirgiin ve yapraklaridir. Bulunduklar1 yerlerde koloniler
meydana getirirler ve bitkinin 6zsuyunu emerek beslenirler. Yapraklarda kivrilma
meydana getirerek sekil degisikligi ve deformasyonlar olustururlar. Yaprakbitleri
beslenirken ¢ikardiklar1 tatlimsi salgi maddesi bitkinin fotosentez yapmasina engel
olusturur, meyvenin iriinlerini lekeleyerek kalite ve verim diisiikliigiine sebep olur.
Bazi yaprakbitleri ise bitkilerin 6zsuyunu emerken salgiladigi salgilardan dolay1
yapraklar1 iceri dogru kivirirlar ve bdylece yapraklarin i¢ kisminda gizlenerek
kendilerini dogal ve kimyasal diismanlarina kars1i korurlar. Meyveye verdigi bu

zararlarin disinda birgok viriis hastaligina da vektorliikk yapmaktadirlar .



Yaprakbitleri ile miicadelede bir¢cok kimyasal ve biyolojik ajanlar kullanilmaktadir.
Buna ragmen uygulanan kimyasal-biyolojik-entegre miicadele yontemlerinin yetersiz
oldugu ve son yillarda yaprakbitlerinin yayilim alanlarinin hizla arttigi ifade
edilmektedir (Ozdemir, 2020) Yaprakbitlerinin {ireme potansiyelleri, yayilimi ve
kullanilan pestisitlere karst diren¢ kazanmalari, bu boceklerin ekonomik dneme sahip
istilacr tiirler arasinda ilk siralarda degerlendirilmesine neden olmaktadir (Blanchard ve
ark., 2019). Eger yeterli ve etkili 6nlemler alinmazsa, bitkilerde yaprakbiti kaynakli

zararlarin besin kitlig1 gibi evrensel sorunlara neden olmasi da kaginilmazdir.

Tiirkiye’de bugiine kadar belirlenen yaprakbiti tiir sayis1 591°dir (Kék ve Ozdemir,
2021). Geleneksel yontemlerle tiir teshisleri ve taksonlarin ayiriminda morfolojik
karakterlerin kullanilmasi bazen ciddi sistematik problemlere neden olabilmektedir.
Ozellikle kiiciik boyutlu olmalar1 ve viicut yapilarinin benzer olmasi yaprakbitlerinin tiir
teshisini zorlagtirmaktadir (Akyildirnrm Begen, 2016). Morfolojik olarak benzer
taksonlarin  ayiriminda veya tiirlerin tanimlanmasinda karsilagilan  sorunlarin
asilmasinda, molekiiler yontemler cogu kez daha kesin sonuglara ulastiracak veriler
saglamaktadir. Molekiiler caligmalar ve DNA barkodlama i¢in kullanilan markir gen
bolgeleri sunlardir: sitokrom oksidaz I/IT (COI/COII), sitokrom oksidaz B, F-ATPaz alt
tinitesi 6/8, Nikotinamid Adenin Diniikleotit Dehidrogenaz-1, 12S/16S ribozomal RNA,
Elongasyon Faktorii-1a ve Internal Transcribed Spacer 2 (ITS2) (Hebert ve ark., 2003;
Valenzuela ve ark., 2007). DNA barkodlama, evrensel bir biyolojik tanimlama yontemi
olup diger bircok taksonda oldugu gibi yaprakbiti tiirlerinin molekiiler tiir teshisinde de
etkin bir sekilde kullanilmaktadir (Rebijith ve ark., 2013; Inal, 2018). Ancak iilkemizde

yaprakbitleri ile ilgili molekiiler caligmalar heniiz yeterli diizeyde degildir.



Hem tarima verdikleri zararlar hem de farkli habitatlarda bitkiye verdikleri zararlar ile
miicadelede yaprakbiti faunasia yénelik ¢alismalarin énemi biiyiiktiir. Ulkemizde bu
caligmalar smirli olmakla birlikte Tokat ilini de kapsayan bir¢ok bdlgede kapsamli bir
calisma bulunmamaktadir. Ayrica seftali zararlisi1 yaprakbitlerine yonelik bir calisma da
yoktur. Tokat ekonomisinde dnemli bir yeri olan seftali meyvesinde zararlara neden
olan yaprakbitlerinin belirlenmesi ve bunlarla miicadele stratejilerinin belirlenmesi
tarimsal iiretim acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu ¢alismada, Tokat ilinde seftali
agaclarinda (Prunus persica L.) tespit edilen yaprakbitlerinin morfolojiye dayali tiir

teshisinin yapilmasi ve molekiiler yontemlerle karakterizasyonu amacglanmaktadir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Yaprakbitleri

Yaprakbitleri Insecta simifinin Hemiptera ordusunun Sternorrycha alt ordusunda
Aphidoidea iist familyasinda yer almaktadir. Aphidoidae {ist familyas: 3 familya ile
temsil edilmektedir. Bu familyalar; Aphididae, Phyloxeridae ve Adelgidae’dir.
Yaprakbiti tiirlerinin ¢ogu (>%97) Aphididae familyas1 icerisinde yer almaktadir
(Podsiadlowski, 2016). Tiim diinyada yaprakbitleri 5 558 tiir, 703 cins ve 30 alt tiir ile
temsil edilmektedir (Mille ve ark., 2020). Tiirkiye’de belirlenen yaprakbiti tiirli sayisi
ise 591 olup, 147 cinse ait 26 alt tiir ile temsil edilmektedir (Kok ve Ozdemir, 2021).

Yaprakbitleri diinyada genis yayilim alanina sahip olmakla birlikte, daha ¢ok 1liman
bolgelerde bulunurlar. Ozellikle degisen ekolojik sartlar ve iklim degisikliklerin
etkisiyle daha genis alanlarda yayilis gostermektedirler. Yaprakbitlerinin riizgar yoluyla
uzun mesafelere goc edebilecekleri ve bu nedenle farkli cografik bolgelerde
bulunabilecekleri belirtilmektedir (Isard ve ark., 1990). Frenk iiziimii ve marul
yaprakbiti, Nasonovia ribisnigri’nin Yeni Zelanda’dan Tazmanya’ya riizgar yoluyla
yayildig1 diistiniilmektedir (Hill ve ark., 2012). Asya kdkenli soya fasulyesi yaprakbiti
olan Aphis glycines ise Amerika’da goriilmiistiir (Tilmon ve ark., 2011). Diinyada

yayilim gostermeleri yaprakbiti ile etkili miicadelenin gerekliligini gostermektedir.

Yaprakbitleri, stilet olarak adlandirilan 6zellesmis sokucu-emici agiz yapilar
araciligiyla bitkilerin floem dokusundan bitki 6zsuyunu emerek beslenirler. Bu sirada
yaprakbiti karbonhidrat ve amino asit bakimindan zengin besin almis olur. Aldiklar
fazla karbonhidratli bilesikleri sifinkulilerden disar1 tatlimsi bir madde seklinde
salgilarlar. Sekil 2.1°de yaprakbitinin beslenmesini ve tatlims1 maddenin salgilanmasi

gosterilmistir.
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Sekil 2.1. Yaprakbitinin beslenmesi ve tatlims1 madde olusumu (Nalam ve ark., 2019)

Salgilanan tatlimsi madde yaprakbiti ve karinca arasinda mutualistik iliskinin
dogmasina sebep olur (Sekil 2.2). Karincalar besin kaynagi olarak salgilanan balli

maddeyi kullanirken, yaprakbitlerini de dogal diigmanlarina kars1 korurlar (Sekil 2.3).

Sekil 2.2. Yaprakbitleri ile karincalar arasindaki mutualistik iliski



Sekil 2.3. Balims1 madde ile beslenen karinca (Anonim, 2022)

2.1.1. Yaprakbitlerinin genel 6zellikleri

Cogu yaprakbiti, yesil, siyah, kahverengi, pembe veya neredeyse renksiz olabilen
yumusak govdelere sahiptir (Anonim, 2022a). Yaprakbitlerinin viicut yapisi oval
seklindedir. Yaprakbitlerinin renk g¢esitliligi hemolimfte bulunan pigmentlerden
meydana gelir. Yaprakbitlerinin ayn tiir ig¢erisinde farklt morfolojik bir¢ok formlar
bulundurmasi poliformik 6zellik vermektedir. Ergin formdaki yaprakbitlerinin bazilari

kanata sahipken bazilarinla ise yoktur.

Yaprakbitleri, hem anholosiklik (yumurta birakilmaz) hem de holosiklik (kis
yumurtalar {iretilir) yasam dongiilerine sahiptirler. Baz1 tlirlerde, 6rnek Aulacorthum
solani, her iki yasam dongiisii de goriilebilir. Yaprakbitleri kis aylarinda yaprak
tizerinde diapoz halinde yumurta formunda bulunurlar. Kis1 geciren yumurtalardan
ilkbahar basinda kanatsiz, partenogenetik olarak ¢ogalabilen viviparlarin oldugu
fundatrix formlar meydana gelir (Sekil 2.4). Bunlar, ilkbahardan yaza gegerken yazlik

vivipar olarak adlandirilan, kanatl veya kanatsiz fundatrigeniae formlarini olustururlar.



Bahar ve yaz donemlerinde goriilen eseysiz iireme bir¢ok jenerasyon boyunca tekrar
edebilir. Bulunduklar1 bitkide popiilasyon arttik¢a, kanatli formlar ucarak baska
konukcuya gecerek orada koloni olustururlar. leri yaz ve sonbahar déneminde, sexopor
(erkek ve disi) bireyler, kanath disi ve erkek yavrular meydana getirirler ve eseyli
tireme gerceklesir. Disiler, kis1 gegirmek {lizere dollenmis yumurta birakirlar. Bir sonraki

bahar doneminde dongii tekrar devam eder.
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Sekil 2.4. Bir yaprakbitinin yagam dongilisli (Schmidtberg ve Vicinskas, 2016)

Yaprakbitlerinin eseyli iireme ile degisiklik gosteren donglisel partenogenez
gecirmeleri, “fenotipik plastisite” olayina giizel bir 6rnektir (Kindlmann ve Dixon,
1989). Yaprakbitlerinde partenogenezin 200 milyon yildan daha once gergeklestigi ve
teleskopik jenerasyonlarin (pedogenez) evrimine sebep oldugu ifade edilmektedir
(Schmidtberg ve Vilcinskas, 2016). Bu olay, yaprakbitlerinin kisa siirede olaganiistii
lireme oranina sahip olmalarinin yani sira ayni nesilde farkli fenotipik ozelliklerin

goriilmesine de neden olmaktadir (Dixon, 1985) (Sekil 2.5).



Sekil 2.5. Yaprakbitlerinin farkli nesildeki formlarinin bir arada bulunmasi

Yaprakbitlerinin viicut yapisi segmentlidir ve segmentler genellikle belirgin yapidadir.
Bas, gogiis ve karm olmak iizere ii¢ kisimdan olusmaktadir. Ilk segment olan bas
segmentinin 6n kismi ile karin segmentinde bulunan kuyrugun arasindaki mesafe viicut
uzunlugu olarak isimlendirilir (Akyildirim Begen, 2016). Bas kiiciik yapiya sahiptir ve
bas segmentinde bir ¢ift anten, hortum, bir ¢ift gz bulunmaktadir. G6glis ve karin
segmentinde lekeler vardir. Karmin besinci segmentinde bir ¢ift sifunkuli mevcuttur.
Kanath yaprakbitleri 6n ve arka olmak iizere iki kanada sahiptir. Yaprakbitlerinde {i¢
cift bacak vardir. Karin segmentinin son kisminda ise kuyruk bulunmaktadir (Blackman

ve Eastop, 2006). Sekil 2.6’te yaprakbitinin viicut yapisi verilmistir.
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Sekil 2.6. Yaprakbitinin morfolojik yapisi

Yaprakbiti viicudunda bulunan bazi morfolojik karakterler yaprakbiti sistematiginde
kullanilmaktadir. Bu morfolojik karakterler; bas segmentinde bulunan anten
tuberkiillerinin gelisim derecesi, karin segmentinde bulunan tiiylerin sayisi, konumu,
rengi, sekli ve kok rengi, kuyrugun sekli ve kuyrugun iizerinde bulunan tiiylerin sayisi,
segmentler iizerinde bulunan rhinaria adi verilen organlarin sayisi, konumu, sekli,
antenin son segmentinin taban kismina orani, bitki 6zsuyunu emerken kullandig:
hortumun yapisi, uzunlugu, kanatlarin yapisinda damarlanma olup olmamasi, bacak
kisimlar1 olan tarsus ve tibia kisimlari, karin kisminda bulunan bir ¢ift sifunkuli ve
marjinal tuberkiillerin varligidir. Bu morfolojik karakterler tiire 6zgiil olabilmektedir

(Goriir, 2018; Parmaksiz Durmaz, 2019).



2.1.2. Yaprakbiti-konak bitki iliskisi

Yaprakbitleri igneye benzer agiz yapilari (stiletler) sayesinde, bitki simplast dokusunu
delerek bitki 6zsuyunu emerler. Bitki dokusuna zarar vererek beslenen bir¢cok bdcegin
aksine, yaprakbitleri bu 6zel agiz yapisi sayesinde epidermal ve parankimal hiicreler
arasindan kalburlu borulara (sieve tubes) ulasirlar ve ¢ok az doku tahribati yaparlar.
Bitkilerde kalburlu borular doku tahribatina hassasiyet gosterir ve bu borularin
tikanmasini saglayan mekanizmay1 devreye sokarak zararlinin beslenmesini engeller
(Knoblauch ve van Bel, 1998). Fakat yaprakbiti floem dokusuna o kadar az zarar verir
ki bitki hiicrelerinin canli kalmasi1 kalburlu boru tikama savunma mekanizmasinin
devreye girmesini engeller (Will ve van Bel, 2006; Bhatia ve ark., 2011). Bu
mekanizmanin yaprakbiti tarafindan engellenmesi onun besin kaynaginin stirekliligi i¢in
onem arz etmektedir. Ayrica yaprakbitleri, stilet sokumu ve Ozsuyu beslenmesi
sirasinda  tiikiiriik salgilarlar. Bu salgida kalsiyum-baglayan proteinler bulunur.
Yaprakbitinin beslenme davranisi sirasinda bu proteinler bitki dokularindaki kalsiyum
ile etkilesime gecer. Dolayisiyla, yaprakbitinin bitkiye verdigi minimal doku zarar1 ve
kalsiyum-baglayan proteinlerin bitkiye aktarilmasi, bitkinin yaprakbiti zararlisina karst
savunma mekanizmasinin tetiklenmemesine veya geg tetiklenmesine neden olur (Will
ve van Bel, 2006). Ayrica yaprakbitinin tiikiiriik salgilar1 stilet etrafinda bir kilif
olusturarak fiziksel bariyer gorevi goriir ve sokum bolgesinde bitkinin bagisiklik yaniti

olusturmasini engeller (Kumar, 2019).

Yaprakbitinin bitki 6zsuyu ile beslenme davranigi neticesinde bitkide birgok degisiklik
meydana gelir. Bunlar; yapragin solmasi, kurumasi, biikiilmesi ve daha ciddi anlamda
bitkinin fotosentez yapabilme kapasitesinin azalmasi ve 6liimi seklindedir. Sekil 2.7°de

yaprakbitlerinin salgiladigi maddeden dolay1 yapraklarin biikiildiigli goriilmektedir.
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Sekil 2.7. Seftali agaci yapraklarinin yaprakbitlerinden dolay biikiilmesi

Yaprakbitinin salgiladig1 tiikiiriglin bitkinin hormonal dengesini bozarak hiicre
bolinmesinde degisik olusturabilecegi ve sonug olarak gal olusumuna neden olabilecegi
ifade edilmektedir (Kumar, 2019). Her ne kadar bu olusum bitki zararlisim1 belirli
bolgede tutarak bitkiyi koruma amagl gelistirilen bir mekanizma olarak diisiiniilse de
gal icerisinde yaprakbitinin gelismesine, dogal diigmanlarindan ve insektisitlere karsi
koruyan bir kalkan olusturmasina sebep olmaktadir (Wool, 2004; Sorensen, 2009).
Yaprakbiti tarafindan atilan balims1 madde, giines 1s18inin yogun oldugu zamanlarda
bitki yapragimin yanmasma neden olur. Ayrica, saprofit ve patojen mantarlarin
gelismesi i¢in de uygun bir ortam olusturur. Bu madde lizerinde fumajin mantari
cogalarak yapraklar1 siyah bir tabakayla orter ve fotosentezi engeller. Bitki stomalarinin

kapanmasi da gaz alig-verisini engelleyerek yapragin kopmasina sebep olur.

Bocekler, cogu bitki virlislerinin tasinmasinda ve yayilmasinda vektor gorevi goriirler.
Bunlar arasinda yaprakbitleri, araci olduklar yiizlerce bitki patojeni arasinda bitki
viriislerinin yaklasik %30’una vektorliik yaptig1 ifade edilmektedir (Brault ve ark.,
2010). Bu viriislerden Alfamovirus, Carlavirus, Cucumovirus, Potyvirus, Caulimovirus

ve Polerovirus yaprakbitlerinin araci oldugu bazi viriislere 6rnektir.
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Sarka virlis hastaligina sebep olan Plum pox viriis i (PPV) (Potyviridae; Potyvirus),
yaklasik 50’den fazla yaprakbiti tiirii tarafindan bulastirilir ve ana konukgular1 kayisi,
seftali, erik, kiraz ve visne agaclaridir. Viriisler genellikle yaprakbiti stiletleri
araciligiyla beslenme sirasinda bitkiye aktarilir (Nault, 1997). Farkli yaprakbiti-viriis
etkilesimleri goriilmektedir ve nonsirkiilatif veya sirkiilatif yollarla viriisler
bulagsmaktadir (Andret-Link ve Fuchs, 2005). Bitki viriisii ve onun bir veya birkag
vektorii ile olan spesifik etkilesimi, viriisiin taginmasindaki 06zgiilliigi neden olur
(Andret-Link ve Fuchs, 2005). Dolayisiyla, bir yaprakbiti tarafindan taginan viriisiin,
nematod veya baska bir eklem bacakli tarafindan bulastirilmamaktadir. Baz1 viriisler,
yaprakbitinde ¢ogalarak adaptif bir avantaj saglarlar ve bu nedenle yaprakbiti bir dmiir
boyu bulasici olabilir (Kumar, 2019). Viriis ile enfekte olan bir konak bitkisi, bircok
bitki savunma mekanizmasinin azalmasimna ve yaprakbiti istilasina kars1t daha
savunmasiz hale gelmesine neden olmaktadir. Yaprakbiti-viriis arasindaki etkilesimlerin
daha iyi anlagilmasi, yaprakbiti kaynakli hastaliklar ile miicadelede atilmasi1 gereken en

onemli adimlardan biridir.

2.2. Tiirkiye’de Tespit Edilen Yaprakbitleri

Tirkiye’nin yaprakbiti faunasi1 ¢aligmalar1 yirminci ylizyilda baslamistir. Canakgioglu
(1975)’na ait “Tiirkiye’nin Aphidoidea’s1 adl1 ¢aligma Tiirkiye’de yapilan ilk kapsamli
calisma olup 258 yaprakbiti tiirii tespit edilmistir. 2000’11 yillara kadar Tiirkiye’nin
yaprakbiti faunasi belirlenmeye calisilmistir (Tuatay 1988; 1990; 1991; 1993; 1999).
Remaudiere ve ark. (2006)’na gore Tiirkiye faunasina ait 410 yaprakbiti tiri
listelenmistir. Goriir ve ark. (2012)’na ait ¢alismada, 1903'ten 2011'e kadar tespit edilen
yaprakbitleri, 12 alt tiir ve 478 tiir olarak listelenmistir. Daha sonraki calismalar da
Tirkiye faunasina 100'den fazla tiir eklemistir. Tiirkiye'de 1903'ten 2020'ye kadar
kaydedilen Aphidomorpha'nin ii¢ list familyasina dagilmis iic familyaya ait 15 alt
familya, 147 cins ve 26 alt tiir olmak iizere toplamda 591 yaprakbiti tiirii listelenmistir
(Kok ve Ozdemir, 2021).Tiirkiye yaprakbiti faunas ile ilgili ¢alismalar sonucunda
Tokat ilinde ise 12 tiire rastlanilmistir. Yapilan caligmalar ise kronolojik siraya gore su

sekildedir:
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Tuatay (1988), Tiirkiye’nin yaprakbiti faunasi IV. Kisim ¢alismasinda, 30.04.1962
tarthinde Tokat’ta K. Kunter tarafindan toplanmis olan yaprakbitinin Acyrthosiphon

(Acyrthosiphon) pisum (Harris, 1776) oldugu tespit edilmistir.

Kilig ve Ayka¢ (1989)’mm Tokat, Samsun ve Amasya illerini kapsayan yaprakbiti
faunasini belirlemeye yonelik yaptiklari ¢alismada, Tokat ilinde bir arazide Hyapolterus
pruni (Geoffroy, 1762) yaprakbiti tespit edilirken iki arazide ise Myzus persicae (Sulzer,
1776) tespit edilmistir.

Tuatay (1991), Tiirkiye’nin yaprakbiti faunasi III. Kisim calismasinda, 12.07.1967
tarthinde Tokat ili Niksar ilgesi Gogpinar’da toplanmis olan yaprakbitinin Myzus
(Nectarosiphon) persicae (Sulzer, 1776) oldugu tespit edilmistir.

Tuatay (1993), Tirkiye’nin yaprakbiti faunasi I. kisim calismasinda, 22.07.1965
tarithinde Tokat’ta H. Kiroglu’nun toplamis oldugu yaprakbitinin Aphis fabae (Scopoli,
1763) oldugu tespit edilmistir.

Giirkan (2010) c¢alismasinda, Tokat Kazova bolgesinde domates iizerinde Aphis
craccivora, Macrosiphum euphorbiae, Aphis fabae, Aphis gossypii ve Myzus persicae

tiirlerine rastlanmastir.

Senol ve ark. (2014), 17.07.2011 tarihinde Tokat ilinde Betula sp. lizerinden aldiklar1
yaprakbitinin Monaphis antennata (Kaltenbach, 1843) oldugunu belirlemislerdir.

Yanar ve ark. (2018), Tokat’ta iiniversite kampiisiinde bulunan elma agacglarindan

topladiklar1 yaprakbitinin Dysaphis deyecta oldugunu belirlemislerdir.

13



Tiirkiye’de farkli illerde yapilan faunistik caligmalar neticesinde, seftali agaglarinda
yaklasik 19 yaprakbiti tiirleri tespit edilmistir (Sekil 2.8). Bu tiirler; Aphis craccivora
(Koch, 1854), Aphis fabae (Scopoli, 1763), Aphis gossypii (Glover, 1877),
Brachycaudus (Acaudus) persicae (Passerini, 1860), Brachycaudus (Thuleaphis)
amygdalinus (Schouteden, 1905), Brachycaudus amygdali (Blanchard, 1840),
Brachycaudus cardui (Linneus, 1758), Brachycaudus helichrysi (Kaltenbach, 1843),
Brachycaudus prunicola (Kaltenbach, 1843), Brachycaudus schwartzi (Bérner, 1931),
Hyalopterus arundiniformis (Eastop ve Hille Ris Lambers, 1976), Hyalopterus
arundiniformis (Ghulamullah, 1942), Hyalopterus persikonus (Miller, Lozier ve Foottit,
2008), Hyalopterus pruni (Geoffroy, 1762), Myzus (Sciamyzus) ascalonicus (Doncaster,
1946), Myzus persicae (Sulzer, 1776), Myzus varians (Davidson, 1912),
Pterochloroides persicae (Cholodkovsky, 1899) ve Pterochloroides persicae
(Mordvilko, 1914)’dir (Giray, 1974; Erkin, 1983; Tuatay, 1988; Kili¢ ve Aykac, 1989;
Toros ve ark., 2002; Olmez ve ark., 2003; Aslan ve ark., 2004; Aslan ve Uygun, 2005;
Elibliyiik, 2005; Aslan ve Karaca, 2005; Denizhan ve Yasar, 2005; Altay ve Uysal,
2005; Bayhan ve ark., 2006; Das¢1 ve Giiglii, 2008; Narmanlioglu ve Giiclii, 2008; Eser,
2009; Giincan ve ark., 2010; Giileg, 2011; Hazir ve Ulusoy, 2012; Karakaya, 2014;
Begen, 2014; Senol ve ark., 2015; Aslan, 2015; Alaserhat ve ark., 2016; Senol, 2017;
Goriir, 2018; Saribal, 2019; Parmaksiz Durmaz, 2019; Kok ve Kasap, 2019). Tiirkiye’de
seftali agacglarinda varlig1 tespit edilen yaprakbitlerinin bulunduklar iller (sar1 renkte)

Sekil 2.8’de gdsterilmistir.
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Sekil 2.8. Tiirkiye’de seftali zararlis1 yaprakbitlerinin tespit edildigi iller
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2.3. DNA Barkodlama ile Yaprakbiti Tiir Tespiti

Yaprakbiti tiir tespitinin dogru yapilmasi, bu zararlilar ile miicadele i¢in oldukca
onemlidir. Tiir teshisinde kullanilan anahtarlarin dogru yorumlanamamasiyla ortaya
¢ikan yanlig tiir teshisinin yani sira, bircok taksonomik karakterlerin evrimsel siirecte
yakin tiirler i¢in belirleyici olmamasi, morfolojik anahtarlarin belirli yasam evresindeki
bireye veya cinsiyete yonelik olmasi, konukc¢u ve c¢evresel faktorler nedeniyle ortaya
cikan fenotipik plastisitenin varligi, yaprakbiti tiir teshisini zorlastirmaktadir (Foottit ve
ark., 2008). Ayrica, farkli konak ve farkli iklim kosullarinda olusabilecek olagan disi
morfolojik formlarin varligi, kompleks yasam dongiistine sahip olmalari, ilkbahar-yaz
mevsimlerinde konak degisikligi yapabilmeleri ve partenogenetik iiremeleri, yaprakbiti
tiir teshisini dogru yapilmasini engelleyen en énemli etkenlerdir. Morfolojiye dayali tiir
teshisi ile ortaya ¢ikan siirlamalar nedeniyle, yaprakbitleri icin hizli ve dogru tiir
ayirmmi  ve tanimlanmasimi saglayacak molekiiler yontemlerin gelistirilmesi ve

kullanilmas1 kaginilmazdir.

Bocek sistematiginde kullanilan molekiiler yaklasimlar, niikleer, mitokondriyal veya
ribozomal DNA dizi analizlerini kapsamaktadir (Caterino ve ark., 2000). Genomik
yaklagimlara dayali tiirlerin teshisi, DNA dizilerindeki ¢esitliliklerden faydalanarak
yapilmaktadir. Buna goére, DNA dizilerindeki farkliliklar, molekiiler evrim siirecinde
olusabilecek genetik uzaklagsmayi ifade etmektedir. 2003 yilinda oOnerilen “DNA
barkodlama” yontemi ile kisa bir DNA dizisi (barkod) kullanilarak bdcekler dahil gogu
canlinin tiir teshisi yapilmaktadir (Hebert ve ark., 2003). Bir canliya ait DNA dizisi,
belirli genlerin veya gen ailelerinin evrimini degerlendirmek, bir tiirlin evrimsel
degisimini anlamak, farkli tiirlerin filogenetik analizlerini yapmak ve sistematik
sorunlarin ¢ozlilmesi i¢gin kullanilmaktadir (Hoy, 2003). Ayrica DNA dizileri, tiir igi
varyasyon analizi, kriptik tiirlerin tanimlanmasi, cografik varyasyonun anlasilmasi ve

heterozigotluk tahminleri i¢in de kullanilmaktadir.
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Her DNA dizisi evrimsel iligkiyi anlamak i¢in uygun degildir ya da baz1 organizmalarin
evrimsel durumu hakkinda dogru fikir edinmemizi saglayamamaktadir. Canlilar
arasindaki filogenetik analizlerin dogru yapilabilmesi i¢in daha korunmus gen dizileri
ve daha yavas evrimsel de8isime maruz olan gen bdlgeleri tercih edilmektedir.
Molekiiler sistematik ¢aligmalarinda siklikla kullanilan DNA gen bolgeleri sunlardir: (1)
Niikleer ribozomal genler (16S/18S/5S/28S rRNA, ribozomal biiyiik alt birim (LSU),
internal transcribed spacer (ITS)); (2) mitokondriyal genler (sitokrom oksidaz I ve II
(COI ve COI), sitokrom oksidaz b (CytB); (3) kloroplast genler (maturaz geni (matK)),
rubisco (rbcL) (Patwardhan ve ark., 2014). Bunlardan mitokondriyal genler, filogenetik,
popiilasyon genetigi, DNA barkodlama, bocek-konak iliskisi ve ekolojik adaptasyon
caligmalarinda biiyiik 6neme sahiptir (Dong ve ark., 2021).

2.3.1. Mitokondriyal DNA (mtDNA)

Bocek mitokondriyal genomu (mitogenom), kiiciik, cift-iplikli ve halkasal yapida olup,
14-20 kb biiyiikliikte, intron bulundurmayan ve her iki DNA ipliginde kompakt sekilde
siralanmis genlerden olusmaktadir (Sekil 2.9) (Cameron, 2014). Mitokondriyal
genomlarda kii¢iik ve biiyiik alt birim ribozomal RNA kodlayan 37 gen, 13 protein ve
22 tasiyict RNA bulunmaktadir (Taanman, 1999).
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Sekil 2.9. Mitokondriyal genom yapist (Anonim, 2022b)
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Mitokondriyal genomlarda bazi bolgeler daha hizli degisim gosterirken bazi bolgeler
ylksek derecede korunmustur ve bu durum bir popiilasyondaki bireyler veya yakin
tiirler arasindaki iliskinin anlasilmasi ve taksonomik ¢alismalar i¢in avantaj saglar (Hoy,
2003). Intron bulundurmazlar, intergenik bolgeler kisadir. Korunmus bolgelere uygun
evrensel primerler ile mtDNA dizisi Onceden bilinmeyen cogu tiire ait hedef
mitokondriyal gen dizileri kolaylikla c¢ogaltilabilir. MtDNA annesel kalitim ile
aktarilmaktadir ve rekombinasyon neredeyse goriilmez, dolayisiyla, genellikle
(mutasyon olmadigi durumlarda) yeni nesil anne ile ayn1 mitokondriyal genoma sahip
olur. Bu o6zelliklerinden dolayr mtDNA’lar, DNA barkodlama ile yapilan molekiiler
sistematik, tiir tespiti, evrimsel biyoloji ve ekolojik ¢aligmalarda tercih edilmektedirler
(Patwardhan ve ark., 2014; Dong ve ark., 2021). Hayvanlar aleminde filogenetik
analizlerde farkli mitokondriyal gen bdlgeleri kullanilmaktadir. Bunlar, sitokrom
oksidaz I ve II (COI ve COII), sitokrom oksidaz b (CytB), F-ATPaz alt {initesi 6 ve 8§,
Nikotinamid Adenin Dintikleotit Dehidrogenaz (NADH-1), 12S ve 16S ribozomal RNA
(12S-16S rRNA) genleridir. Mitokondriyal COI gen bdlgesi ¢ogu bécek ve yaprakbiti
sistematiginde ve filogenetik iligkilerin belirlenmesi veya yeniden diizenlenmesinde

oldukca 6nemli bir yere sahiptir.

2.3.2. Mitokondriyal sitokrom oksidaz I (COI)

Sitokrom oksidaz I (COI) geni, elektron tasima sistemindeki bir enzimi kodlar ve
yaklagik 894 baz cifti (b¢) uzunlugundadir. Bu genin 5’ ucu tarafindaki 658 bg’lik
kismi, DNA barkodu olarak tiir belirlemede yaygin sekilde kullanilmaktadir (Hebert ve
ark., 2003; Savolainen ve ark., 2005). COI gen bdlgesinin kullanilmasinin iki avantaji
vardir. Birincisi, COI gen bolgesi icin kullanilan evrensel primerler hayvanlar
alemindeki canlilar igin yiiksek dogrulukta calismaktadir. lkincisi ise, diger
mitokondriyal genlere gore liglincli pozisyondaki baz siibstitiisyon orant daha fazladir
ve molekiiler evrim orani daha yiiksektir (Knowlton ve Weigt, 1998). Dolayisiyla, COI
geninin hizli evrimi, bu genin yakin tiirleri ayirt etmede ve farkli cografik bolgelerdeki

tiirlerin teshisinde daha etkili kilmaktadir (Hebert ve ark., 2003).
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COI gen bolgesi boceklerde farkli gruplarin tiir tespitinde kullanildigi gibi, ekonomik
acidan biiylik 6neme sahip bitki zararlilarin tiir tespitinde de siklikla kullanilmaktadir
(van Emden ve Harrington, 2007; Foottit ve ark., 2008). Yaprakbiti taksonomisi i¢in
COI gen bolgesine dayali DNA barkodlama ile sube seviyesinde %96, takim, sinif ve
tir ayirminda yaklasik %100’e yakin basarili sonuglar elde edilmektedir (Foottit ve
ark., 2008; Lee ve Akimoto, 2015; Cocuzza ve ark., 2015). Ozellikle morfolojik
karakterlerle hazirlanan anahtarlar ile tiir tespitinin zorlastig1 ve yetersiz kaldigi
durumlarda ve kriptik tiirlerin ayriminda COI gen bolgesine dayali molekiiler

yaklagimlar yaprakbiti ¢caligsmalarinda verimli bir sekilde kullanilmaktadir.

Foottit ve ark. (2008), COI gen bolgesinin DNA barkodlama i¢in standardize edilmesine
yonelik kapsamli bir ¢calisma yapmistir. Bu calismada 16 alt familya, 134 cins ve 335
yaprakbiti tiirlerinden (Hemiptera: Aphididae) COI gen bélgesi amplifiye edilmis ve
tirlerin ayirt edilmesinde kullanilmistir. Elde edilen sonuglar neticesinde, calisilan
tiirlerin %96’siin dogru sekilde ayrilabildigi ve tiirler arasindaki dizi farkinin %0.2

civarinda oldugu goriilmiistiir.

Lee ve ark. (2011), 11 alt familya, 72 cins ve 154 tiir ile yaptiklar1 ¢alismada da COI
geninin uygun bir barkod olarak kullanilacagini gostermislerdir. Chaitophorinae
familyasina ait tiirlerin ayirimina yonelik bir ¢caligmada ise, 8 cinsi kapsayan 670 tiiriin
ayirmminda COI ve COII gen bolgelerinin barkod olarak kullanilabilecegi ifade
edilmistir (Zhu ve ark., 2017). Birgok benzer ¢alismalar da yaprakbiti tiir teshisinde
COl’e dayali DNA barkodlama ydnteminin verimli ve dogru sekilde tiir ayiriminda
kullanilacagin1 gostermektedir (Coeur d’acier ve ark., 2008; Cocuzza ve ark., 2015;
Wang ve ark., 2011) COI gen bolgesine dayali molekiiler ¢alismalar, ikiz (sibling)
tiirlerin ayiriminda da kullanilmaktadir. Piffaretti ve ark. (2011), COI gen bolgesine
dayali DNA barkodlama c¢alismasinda Brachycaudus helichrysi H1 ve H2 ikiz tiirlerinin

aslinda 2 farkli tiir oldugunu ortaya koymuslardir.
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Rebijith ve ark. (2013)’na ait calismada ise COI gen bolgesine dayali analizlerde
yaprakbitlerinde ilk defa kriptik tiirler arasinda ayirimin yapilabilecegi gosterilmistir.
Yaprakbiti-konak bitki arasindaki iliski ve bazi tiirlerin farkli konak se¢iminde yatan
genetik temellerin anlagilmasinda DNA barkodlama yontemi kullanilmaktadir. Farkli
popiilasyonlardan toplanan Aphis gossypii Glover (Homoptera: Aphididae) tiirlerinin
bulunduklar1 habitat o6zelliklerinden dolay1 genetik farklilik gosterebilecekleri
belirlenmistir (Dong ve ark., 2018).

Tiirkiye’de DNA barkodlama ile yaprakbiti tiirlerinin belirlenmesine yonelik caligmalar
yapilmistir. Giiglii (2014), Coruh Vadisi’'nde meyve zararlis1 yaprakbiti tiirleri ve
parazitoitlerinin DNA barkodlama yontemi ile belirlemistir. Bu ¢alismada 2300 bireyin
DNA sekanslar1 basarili sekilde elde edilerek meyve agaglarinda 6nemli derecede zarar
veren 16 cinse mensup 19 yaprakbiti tiirii ve bu yaprakbitlerinin parazitoitlerinden 7
cinse ait 54 tiir ve bu tiirlerden 27 tanesi Tiirkiye, 7 tanesi ise bilim diinyasi i¢in yeni bir
kayit olarak tespit edilmistir. Rakauskas ve ark. (2014), dokuz Avrupa iilkesinden ve
Tirkiye’den siyah yaprakbitlerinin Prunus cerasus ve Prunus avium konukgularindan
toplamis olduklar1 Myzus cerasi (Fabricus) tiirli yaprakbitinin popiilasyonunun COI gen
bolgesine dayali filogenetik analizini ger¢eklestirmislerdir. Rakauskas ve ark. (2015),
Aphis pomi (de Geer, 1773) tiirlinii pomoid konukgu bitki tizerinde, Aphis spiraecola ise
Spiraea spp. bitkisinde tespit edilmistir. Diinyadaki farkli popiilasyonlardaki tiirler i¢in
belirlenen COI ve niikleer EF-la gen dizileri ile kapsamli bir filogenetik analiz

gerceklestirilmistir.

Akyildirrm Begen (2016), I¢ Bati Anadolu bélgesini ve Nigde ili bolgesinde Cinara
spp.’nin molekiiler ve morfolojik varyasyonlarini belirlemistir. Calismada mtDNA’ya
ait COI gen bolgesine dayali DNA barkodlama yapilmis ve 24 tiir belirlenmis,

bunlardan 5 tanesi Tiirkiye yaprakbiti faunasi i¢in yeni kayit olarak belirtilmistir.
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Senol (2017)’a ait ¢alismada Afyonkarahisar, Usak, Kiitahya ve Nigde illeri
bolgelerinde bulunan Hyalopterus cinsi yaprakbitlerinin morfometrik ve genetik
varyasyonlarinin belirlenmesine yonelik ¢alismada, 29 yaprakbitinin COI gen bolgesine
dayali DNA barkodlamasi yapilmistir. Petrovi¢ ve ark. (2018), Birlesik Krallik’tan
Israil’e kadar Tiirkiye’yi de kapsayan bolgeden elde ettikleri Aphidius eadyi, Aphidius
smithi ve Aphidius banksae tiirlerine yonelik COI barkodlamasini yapmislardir. Goriir
ve Begen (2019), belirlenen Cinara tiirlerinin filogenetik iligkilerini belirlemek ve
ortaya ¢ikarmak i¢in mitokondriyal sitokrom oksidaz alt birim I (COI) geninin kismi
dizilimlerini kullanarak ve filogenetik analizlerini yapmiglardir (Goriir ve Begen, 2019).
Inal ve Kandemir (2020) ¢alismasinda, Prunus avium ve Prunus cerasus meyvelerinden
toplanan 25 Myzus cerasi (Fabricus) popiilasyonuna ait COI geni dizileri analiz

edilmistir.

DNA barkodlamada COI gen bolgesine dayali yaprakbiti tiir teshisinde bazi sorunlarla
da karsilasilabilir. Derocles ve ark. (2012)’na ait calismada, Aphidiinae familyasina ait
tiirlerin karsilagtirilmasinda sadece COI gen bolgesine ait diziler kullanildiginda
Aphidius ervi ve Aphidius microlophiibaz: tiirlerinin ayirt edilemedigini belirtmislerdir.
Sadece tek gen lokusuna gore degil, birden fazla gen bolgesine dayali tiir ayiriminin
yapilmasimin Aphidiinae’deki tiirlerin teshisinde gerekli oldugunu 6nermislerdir. Her ne
kadar mtDNA’ya dayal1 tiirlerin teshisi ve tiirler aras1 genetik farkliliklarin belirlenmesi
bazi durumlarda giiphe olustursa da mtDNA analizlerinin uygunlugu ve ekonomik
olmasi, yaprakbitlerinin molekiiler teshisinde etkili bir yontem olarak kullanilmasinin

gerekliligini gostermektedir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Calisma Alammmn Ozellikleri

Tokat ili Karadeniz Bolgesinde Orta Karadeniz béliimiiniin i¢ kisimlarinda yer alir. ilin
yiizélgiimii 9 958 km?*’dir ve bu alan Tiirkiye topraklarmin %1.3’iinii kaplar. Bu alan
icerisinde zengin ve verimli topraklar yer almaktadir. Toprak yapisi, sulanabilir
topraklarin ¢oklugu, iklimin elverisliligi bakimindan tarima elverisli bir il statiisiindedir.
Ekonomik faaliyetleri biiylik 6l¢lide tarim ve hayvanciliga dayanmasina ragmen, tarim
sektoriiniin i1l ekonomisindeki pay1r o6zellikle 1990’11 yillardan itibaren giderek

azalmaktadir.

Bu calisma i¢in Tokat ilinde belirledigimiz seftali bahgelerindeki yaprakbiti zararlisinin

tarandig1 lokasyonlara ait farkli olcekteki goriintiler Sekil 3.1, 3.2, 3.3 ve 3.4°te

verilmigtir.

Sekil 3.1. 70 km 6l¢ekli haritada Tokat ilinin goriintiisii
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Sekil 3.4. 2 km 6lgekli yaprakbiti 6rneklerinin toplama lokasyonlari
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3.2. Orneklerin Toplanmasi ve Korunmasi

Tez calismasi kapsaminda seftali zararlisi yaprakbiti tarama c¢alismalar1t 2020 yili
ilkbahar-yaz aylar itibariyle yapilmasi planlanmistir. Bahar aylarinda farkli lokaliteler
ziyaret edilmeye baslanmistir ancak Covid-19 pandemisinden kaynaklanan kisitlamalar
nedeniyle ziyaretler aksamistir. 2021 yilinda seftali bahgeleri tekrar ziyaret edilmistir.
Nisan ayinda bir onceki seneye gore muhtemel iklim sartlarindan kaynakli seftali
agaclarinda yaprak olusumu gecikmistir. Mayis ve haziran aylarinda iklim yagmurlu ve
dolu yagisli gecmesi nedeni ile olusan yapraklarda hasarlar ve dokiilmeler meydana
geldigi goriilmiistiir. Bu etkenler nedeniyle bahar aylarindaki ziyaretlerde seftali
yapraklarinda yaprakbiti tespiti olmamistir. Temmuz ay1 itibariyle yaprakbiti
popiilasyonlar1 belirlenmis olup, agustos ayi1 igerinse 6rneklemeler gerceklestirilmistir.
Daha sonraki aylarda da yaprakbiti taramasina yapilmig fakat kurakliktan dolay1
yapraklarin sarardigi ve canli yaprakbitlerinin bulunmadigi gézlemlenmistir. Sonug
olarak, 8 farkli tarim arazisinde yetisen seftali agaglarindan 6rneklemeler yapilmistir.

Tablo 3.1°de tarama ve toplama tarihleri, konum ve habitat hakkinda bilgiler verilmistir.
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Tablo 3.1. Yaprakbiti tarama ve toplama alanlar1 hakkinda bilgiler

Lokalite
No

Lokalite

Enlem/Boylam

Yiikseklik

Habitat

Ziyaret
Tarihi

Toplanan
Ornekler

Toplama
Tarihi

Akyamag

40°2128.4" N
36°29'40.2" E

660 m

Tarim
Arazisi-
Tarim
Alani

01.04.2021
29.04.2021
13.05.2021
27.05.2021
17.06.2021
01.07.2021
22.07.2021
05.08.2021
18.08.2021
26.08.2021
10.09.2021
25.09.2021
10.10.2021
25.10.2021

1A
1B
1C

5.08.2021

Akyamag

40°21'29.3" N
36°29'39.9" E

660 m

Tarim
Arazisi-
Tarim
Alan

01.04.2021
29.04.2021
13.05.2021
27.05.2021
17.06.2021
01.07.2021
22.07.2021
05.08.2021
18.08.2021
26.08.2022
10.09.2021
25.09.2021
10.10.2021
25.10.2021

2A
2B

5.08.2021

Giiryildiz

40°20'30.1" N
36°21'50.0" E

620 m

Tarmm
Arazisi-
Tarim
Alani

01.04.2021
29.04.2021
13.05.2021
27.05.2021
17.06.2021
01.07.2021
22.07.2021
05.08.2021
18.08.2021
26.08.2021
10.09.2021
25.09.2021
10.10.2021
25.10.2021

3A
3B
3C

5.08.2021
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Tablo 3.1. (Devam) Yaprakbiti tarama ve toplama alanlar1 hakkinda bilgiler

4 Giiryildiz

40°2029.4" N
36°21'47.5"E

620 m

Yol kenari-
Tarim
Arazisi-
Tarim Alani

01.04.2021
29.04.2021
13.05.2021
27.05.2021
17.06.2021
01.07.2021
22.07.2021
05.08.2021
18.08.2021
26.08.2021
10.09.2021
25.09.2021
10.10.2021
25.10.2021

4A
4B
4C

5.08.2021

5 Komeg

40°20'49.6" N
36°27'57.0" E

600 m

Yol kenari-
Tarmm
Arazisi-
Tarim Alani

01.04.2021
29.04.2021
13.05.2021
27.05.2021
17.06.2021
01.07.2021
22.07.2021
05.08.2021
18.08.2021
26.08.2025
10.09.2021
25.09.2021
10.10.2021
25.10.2021

5A
5B

5.08.2021

6 Akyamag

40°20'58.04"
N
36°29'06.6"E

600 m

Yol kenari-
Tarim
Arazisi-
Tarim Alani

01.04.2021
29.04.2021
13.05.2021
27.05.2021
17.06.2021
01.07.2021
22.07.2021
05.08.2021
18.08.2021
26.08.2021
10.09.2021
25.09.2021
10.10.2021
25.10.2021

6A
6B
6C

26.08.2021

25




Tablo 3.1. (Devam) Yaprakbiti tarama ve toplama alanlar1 hakkinda bilgiler

01.04.2021
29.04.2021
13.05.2021
27.05.2021

17.06.2021
. Y"gﬁ‘rﬁm' 01.07.2021
7 | Akyamag g‘gégég:ngN 600 m ATrazisi— éﬁ:ﬁ;éﬁ;} 7A | 26.08.2021
Aalrafl‘: 18.08.2021

26.08.2021
10.09.2021
25.09.2021
10.10.2021
25.10.2021

01.04.2021
29.04.2021
13.05.2021
27.05.2021
17.06.2021

w Yoﬁr‘j‘fl' 01.07.2021
8 Akyamag §20§g'323"§ 600 m Aafazisi— g?g;;g;} 8A 26.08.2021
Aalgfl? 18.08.2021
26.08.2021
10.09.2021
25.09.2021
10.10.2021
25.10.2021

Seftali agaclarinin yaprak kisimlarinda yapilan kontroller sonucu yaprakbiti ile bulagik
olan yapraklar agactan kesilerek etiketlenmis posetlere konulup, buz icerisinde uygun
kosullar altinda laboratuvara getirildi. Laboratuvar ortaminda %96’lik etanol
bulunduran eppendorf tiiplere, kanathi ve/veya kanatsiz ergin ve nimf formunda
yaprakbitleri firca yardimu ile aktarildi. Ayn1 popiilasyona ait yaprakbitlerinden yaklasik
10-30 birey toplandi. Ziyaret edilen seftali bahgeleri 1, 2, 3, vb., seklinde
numaralandirildi, ayn1 bahgeden farkli popiilasyonlara ait 6rnekler A, B, C, vb., seklinde
harflendirildi. Ornegin, 1 numarali bahce Akyamag lokasyonunu belirtirken, 3 numarali
bahce Giiryildiz’daki bir bolgeye aittir. 1A 6rnegi Akyamag bolgesinde bir agactaki
yaprakbiti popiilasyonunu belirtirken, 1B ayni arazideki farkli popiilasyonu ifade
etmektedir. Dolayisiyla, topladigimiz yaprakbiti ornekleri, 8 farkli lokalitede bulunan
seftali bahcgelerinden orneklemenin yapildig1 18 farkli popiilasyona aittir. Toplanan

numunelerin etiketlenmesi Sekil 3.5’te gosterilmistir.
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Sekil 3.5. Seftali zararlis1 yaprakbiti orneklerinin alkol igeren eppendorf tiiplerinde
toplanmast

Ornekleri bulunduran eppendorf tiipler morfolojik ve molekiiler teshisler igin +4°C

dolapta muhafaza edildi.

3.3. Morfolojik Metotlar

3.3.1. Yaprakbiti preparasyonlarinin hazirlanmasi

Toplanan 6rneklerin preparasyonu Martin (1983)’nin belirttigi agamalara gore yapildi.
%96’lik alkolde bulunan orneklerden 1-2 6rnek (kanatli-kanatsiz ergin) lam {iizerine
alindi ve karm (abdomen) bdlgesine entomoloji ignesi ile delik acildi. Alkol
uzaklastirildi ve ornekler yeni eppendorf tiipe alindi. Eppendorfa 1 cm derinliginde
(6rnekleri kapatacak kadar) %10’luk KOH (Potasyum Hidroksit) eklendi ve 50°C de 40-
50 dakika (her 10 dakika da bir kontrol edildi) 6rnekler seffaf bir hale gelene kadar
1s1tildi. Isitilan eppendorf tiipten KOH pipet yardimi ile uzaklastirildi. 3-5 defa distile su

ile her seferinde 5 dakika olmak iizere yikama islemi gergeklestirildi.
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Distile su pipet yardimi ile uzaklastirildi ve 1 cm (6rneklerin iizerini kapatacak kadar)
glasiyel asetik asit eklendi ve 2-3 dakika olmak {iizere 2-3 kez tekrarlandi. Glasiyel
asetik asit pipet yardimi ile uzaklastirildi. Lam iizerine 1-2 damla karanfil yagi
damlatildi ve Ornekler karanfil yagimin igine konuldu oda sicakliginda 20 dakika
bekletildi. Pegete yardimi ile karanfil yagi uzaklastirildi ve 1-2 damla ksilen 6rnek
iizerine damlatildi. Ornekler entomoloji ignesi yardimi ile uygun pozisyona getirildi.
Orneklerin iizerine 1-2 damla merckoglas damlatildi ve lamel 45%1ik ac1 ile yavasca
hava kabarcig1 kalmayacak sekilde kapatildi. Ornegin oldugu preparat etiketlenerek
50°C de bir hafta etiivde kurumaya birakildi. Sekil 3.6°da gosterilen preparatlar lam

dosyasina konularak uygun kosullarda sakland.
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Sekil 3.6. Yaprakbiti preparatlarinin goriintiisii

Preparatlar1 hazirlanan orneklerin morfolojik analizleri Dr. Ogr. Uyesi Hayal

AKYILDIRIM BEGEN tarafindan yapildi.
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3.4. Molekiiler Analizler

3.4.1. Genomik DNA (gDNA) izolasyonu

Yaprakbitlerinden gDNA izolasyonu icin QIAGEN DNeasy Blood & Tissue Kiti
kullanildi. GDNA izolasyon adimlar1 esnasinda tiim santrifiij adimlar1 oda sicaklifinda

gergeklestirildi.

Her bir tiipten 1 veya 2 yaprakbiti, 1.5 mI’lik mikrosantrifiij tiiplere yerlestirildi ve alkol
uzaklastirildi. 180 pul Tampon ATL ve 20 pl proteinaz K eklendi. Vorteksleyerek
karistirldi ve tamamen lizize olana kadar &nceden isitilmis olan 56°C inkiibatore
konuldu. Inkiibasyon sirasinda ara sira vorteks yapildi. Tamamen lizize olan
yaprakbitleri 15 saniye vortekslendi ve 200 pul Tampon AL eklendi. Vorteks yapilarak
iyice karistirildiktan sonra 56°C de 10 dakika inkiibatore konuldu. 200 pl %96’lik
etanol eklendi ve vortekslenerek iyice karistirildi. Karisim toplama tiipiine yerlestirilmis
DNeasy Mini spin column tiipe pipetlendi. >6000xg’de (8000 rpm) 1 dakika santrifiij
yapildi. Toplama tiipii atild1. Spin column 2 ml’lik yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.
Ustiine 500 pl Tampon AWI1 eklendi. >6000xg’de (8000 rpm) 1 dakika santrifiij
yapildi. Toplama tiipii atildi. Spin column 2 ml’lik yeni bir toplama tiipline yerlestirildi.
500 pl Tampon AW?2 eklendi. 20000xg’de (14000 rpm) 3 dakika santrifiij yapildi.
Toplama tiipii atildi. Spin column yeni bir 2 ml’lik mikrosantrifiij tlipline yerlestirildi.
Spin column’a 40 pl Niikleaz Free Water eklenerek DNA eliie edildi. Oda sicakliginda
1 dakika inkiibe edildi. >6000xg’de (8000 rpm) 1 dakika santrifiij yapildi. DNA
miktarii artirmak icin son adim tekrarlandi. izole edilen gDNA’lar PZR igin -20°C
dolaba kondu.
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3.4.2. izole edilen gDNA’larin jelde goriintiilenmesi

3.4.2.1. Agaroz jelin hazirlanmasi

Izole edilen gDNA’larin elde edilip edilmedigini ve gDNA’larin miktarin1 belirlemek
icin agaroz jel elektroforezi uygulandi. %0.8’lik agaroz jel i¢in 250 ml’lik bir erlen
icerisine 0.64 gr agaroz (Sigma) ve lizerine 79.36 ml 1 X TAE tamponu eklendi. Erlen
icerisinde jel 1sindik¢a buharlagmamast i¢in alimiinyum folyo ile kaplandi ve
karigtirildi. Erlen mikrodalga firinda 2 dakika bekletildi, kabarcik oldu ise karistirilip
tekrar mikrodalga firina konuldu. Jel haline gelince mikrodalgadan ¢ikarildi. Jel,
erlenden ¢eker ocakta behere konuldu. Biraz soguduktan sonra 5 ul EtBr (etidyum
bromiir) eklendi ve karistirildi. Jel, taraklarin takildigi tanka dokiildii (kabarcik
olmamasina dikkat edildi). Dokiilen jel katilastiktan sonra taraklar ¢ikarildi ve DNA

ylklenmesi i¢in hazir hale getirildi.

3.4.2.2. GDNA’nin jele yiiklenmesi ve goriintiillenmesi

Yaprakbitlerinden izole edilen gDNA’lardan 5 pl alinarak tiipe konuldu. Ustiine 5 pl
ddH2O eklendi. Tiipiin igerisine 2 ul 6X LD (Loading Dye) eklendi. Karigim homojen
hale getirildi ve hizli spin ile igerik tiipiin altinda toplandi. Jele 5 pl HindIIl marker
yuklendi. Diger kuyucuklara her bir gDNA ayr1 ayr yiiklendi. Agaroz jel elektroforezi

30 dakika boyunca yiiriitiildii. Yiiriitiilen jel UV 1s1kl1 goriintiileme cihazinda incelendi.
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3.4.2.3. GDNA konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Izole edilen gDNA’min konsantrasyonunu belirlemek icin NanoDrop ile
spektrofotometrik analiz yapildi. Blank olarak ddH>O kullamldi. izole edilen
gDNA’lardan 1 pl alind1 ve NanoDrop plate iizerindeki her bir kuyucuga ayr1 ayri
pipetlendi. A260, A280 ve A230’da absorbans degerleri oOlgiildi. GDNA A260
degerinden blank A260 degeri ¢ikarildiktan sonra 50 ile carpilarak gDNA’larin

konsantrasyonlar1 hesaplandi.

3.4.3. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

DNA izolasyonu iglemi sonrasit O6rneklerin mitokondriyal gen bolgesi olan COI gen
bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in Tablo 3.2°de belirtilen primer ¢ifti (Hebert ve ark., 2003)
kullanildi.

Tablo 3.2. PZR’de kullanilan primerler

LCO1490 5 -GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG- 3’ (Tm: 59°C)

HCO2198 5> -TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3> (Tm: 62°C)

Polimeraz zincir reaksiyonu i¢in toplam hacim 30 pl reaksiyon hazirlandi. Karigimda 3
ul 10X Taq Buffer, 3 pul dANTPmix, 3 ul (10 pmol/ul) LCO1490 primer, 3 pul (10
pmol/ul) HCO2198 primer, 3 pul dNTPmix, 0.3 pl Taq polimeraz, 40-70ng gDNA ve

hacmi tamamlamak i¢in gerekli miktarda ddH>O kullanildu.

COI gen bdlgesinin amplifikasyonu i¢in uygulanan PZR programi 95°C’de 5 dakika &n
denatiirasyon, 34 dongii igeren 95°C’de 30 saniye denatiirasyon, 52°C’de 30 saniye
baglanma, 72°C’de 45 saniye uzama basamaklar1 ve son olarak 72°C’de 10 dakika son

uzama seklindedir.
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3.4.4. PZR iiriinlerinin varh@inin tespiti

PZR iirlinlerinin varligini kontrol etmek i¢in %1.5’lik agaroz jeli hazirlandi. 250 ml’lik
bir erlen igerisine 1.2 gr agaroz (Sigma) ve iizerine 78.8 ml 1 X TAE eklendi. Diger
basamaklar 3.4.2.1°de anlatildig1 gibi gergeklestirilmistir. PZR {iriinlerin 5 pl agaroz
jelde yiiriitmek i¢in kullanildi. Jele 100 bg¢’lik DNA Ladder Plus marker yiiklendi. Elde
edilen pozitif PZR ornekler, DNA dizileme i¢in Aquatayf Biyoteknoloji sirketine
gonderildi. Her bir numune i¢in ¢ift yon okuma, PZR’de kullanilan primerler ile

gerceklestirildi.

3.4.5. Sekans analizleri

Sekanslama sonrasinda ABI formatinda gelen dosyalar, Finch TV 1.4.0 (Geospiza, Inc.,
Seattle, WA) kullanarak acildi ve her bir diziye ait kromatogramlar incelendi. Cift yonli
okumalar hizalanarak (Clustal Omega, Sievers ve ark., 2011) benzerlikler ve farkliliklar
tespit edildi. Her bir sekansin dogrulugu teyit edildikten sonra, elde edilen COI gen
bolgesine ait diziler FASTA formatinda diizenlendi. Bu diziler, National Center for
Biotechnology Information (NCBI) biinyesine ait olan Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST) programi yardimiyla veri tabanlarindaki benzer diziler bakimindan

arastirildi.
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3.4.6. Filogenetik analizler

Tim sekanslarin hizalanmasi ve filogenetik analizler i¢in MEGA 7.0 (Kumar ve ark.,
2016) programi kullanildi. Filogenetik analizler, Maximum Likelihood (ML),
Maximum Parsimony (MP), ve Neighbour-Joining (NJ) yontemleri kullanilarak
gergeklestirildi. ML metodu Tamura-Nei modele (Tamura and Nei, 1993) dayal
calismaktadir. i1k agaclarin olusturulmasi icin Neighbor-Joining ve BioNJ algoritmalar
kullanildi, Maximum Composite Likelihood (MCL) yaklasimi ile ikili mesafelerin
hesaplanmasi yapildi. En iyi “log likelihood” degerine sahip aga¢ se¢ildi. MP agaglari,
Tree-Bisection-Reconnection (TBR) metodu ile ¢izildi. NJ agaci i¢in Maximum
Composite Likelihood (MCL) yaklasimi kullanildi. Bootstrap testi 1000 tekrarh
gergeklestirildi ve ylizde degerleri agac dallarinda gosterildi.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Morfolojik Bulgular

Tokat ilinde Akyamag, Giiryildiz ve Koémeg yerleskelerinde tarim arazileri igerisinde
bulunan seftali (Prunus persicae L.) agaglarindan toplanan yaprakbiti Orneklerinin
morfolojik teshisleri Blackman ve Eastop (2014)’a goére yapilmistir. Toplamda 8 farkli
lokalitede, seftali agaci yapraklarinda koloni olusturan 14 yaprakbiti popiilasyonu
incelenmistir. Tiir tespiti Dr. Ogr. Uyesi Hayal AKYILDIRIM BEGEN tarafindan
gergeklestirilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda Tokat ilinde seftali zararlis1 olarak tek
bir tiir tespit edilmistir. Bu tiirlin Brachycaudus (Appelia) prunicola subsp. schwartzi

(Borner, 1931) oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4., 4.5’te, baz1 lokalitelerden toplanan seftali zararlis1 B. prunicola
subsp. schwartzi’nin yapraklarda olusturduklari kolonilerin goriinimii ve genel

goriiniimii verilmistir.

W

Sekil 4.1. Brachycaudus prunicola subsp. schwartzi’nin (1A ve 1B popiilasyonlar1)
Prunus persicae lizerindeki goriiniimii (a) ve genel goriintiileri (b, c)
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Incelenen Materyal: Brachycaudus (Appelia) prunicola subsp. schwartzi (Bomer,
1931) tirii Prunus persica L. agacindan 05.08.2021 tarihinde Tokat-Akyamag’tan
40°21'28.4"N  36°29'40.2"E koordinatlarindan toplanmistir. Konak bitkinin yeni
stirgiinlerinin yapraklarinin alt kisminda yogun olarak ergin formdaki yaprakbitlerinin
kahverengi, nimf formdaki yaprakbitlerinin ise yesilimsi bir renge sahip olduklari

gozlemlenmistir.

Sinonim: Brachycaudus amygdali (Buckton, 1879), B. persicae (Boyer de
Fonscolombe, 1841), B. persicae (Kaltenbach, 1843) ve B. persicae (Koch, 1854).

Sekil 4.2. Brachycaudus prunicola subsp. schwartzi’nin (4A popiilasyonu) Prunus
persicae lizerindeki goriinlimii ve genel goriintiisii

Incelenen Materyal: Brachycaudus (Appelia) prunicola subsp. schwartzi (Bomer,
1931) tirti Prunus persica L. agacindan 05.08.2021 tarihinde Tokat-Giiryildiz’dan
40°20'29.4" N  36°21'47.5"E koordinatlarindan toplanmistir. Konak bitkinin yeni
stirgiinlerinin yapraklarinin alt kisminda yogun olarak ergin formdaki yaprakbitlerinin
kahverengi, nimf formdaki yaprakbitlerinin ise yesilimsi bir renge sahip olduklari

gozlemlenmistir.
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Sinonim: Brachycaudus amygdali (Buckton, 1879), B. persicae (Boyer de
Fonscolombe, 1841), B. persicae (Kaltenbach, 1843) ve B. persicae (Koch, 1854).

- e

Sekil 4.3. Brachycaudus prunicola subsp. schwartzi’nin (S5A ve 5B popiilasyonlar)
Prunus persicae tizerindeki goriiniimii (a), ergin (b,c) ve kanatl (d) genel goriintiileri

Incelenen Materyal: Brachycaudus (Appelia) prunicola subsp. schwartzi (Borner,
1931) tiiri Prunus persica L. agacindan 05.08.2021 tarihinde Tokat-Komeg’ten
40°20'49.6" N 36°27'57.0"E koordinatlarindan toplanilmistir. Konak bitkinin yeni
stirgiinlerinin yapraklarinin alt kisminda yogun olarak ergin formdaki yaprakbitlerinin
kahverengi, nimf formdaki yaprakbitlerinin ise yesilimsi bir renge sahip olduklar

gozlemlenmistir.

36



Sinonim: Brachycaudus amygdali (Buckton, 1879), B. persicae (Boyer de
Fonscolombe, 1841), B. persicae (Kaltenbach, 1843) ve B. persicae (Koch, 1854).

Sekil 4.4. Brachycaudus prunicola subsp. schwartzi’nin (6C popiilasyonu) Prunus
persicae lizerindeki goriiniimii ve genel goriintiisii

Incelenen Materyal: Brachycaudus (Appelia) prunicola subp. schwartzi (Borner,
1931) tiiri Prunus persica L. agacindan 26.08.2021 tarihinde Tokat-Akyamag’tan
40°20'58.04" N 36°29'06.6"E koordinatlarindan toplanilmigtir. Konak bitkinin yeni
stirgtinlerinin yapraklarinin alt kisminda yogun olarak ergin formdaki yaprakbitlerinin
kahverengi, nimf formdaki yaprakbitlerinin ise yesilimsi bir renge sahip olduklar

gozlemlenmistir.

Sinonim: Brachycaudus amygdali (Buckton, 1879), B. persicae (Boyer de
Fonscolombe, 1841), B. persicae (Kaltenbach, 1843) ve B. persicae (Koch, 1854).
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Sekil 4.5. Brachycaudus prunicola subsp. schwartzi’nin (8A popiilasyonu) Prunus
persicae lizerindeki goriinlimii ve genel goriintiisii

Incelenen Materyal: Brachycaudus (Appelia) prunicola subp. schwartzi (Bomer,
1931) tirii Prunus persica L. agacindan 26.08.2021 tarihinde Tokat-Akyamag’tan
40°20'58.0" N 36°29'06.7"E koordinatlarindan toplanmistir. Konak bitkinin yeni
stirgiinlerinin yapraklarinin alt kisminda yogun olarak ergin formdaki yaprakbitlerinin
kahverengi, nimf formdaki yaprakbitlerinin ise yesilimsi bir renge sahip olduklari

gozlemlenmistir.

Sinonim: Brachycaudus amygdali (Buckton, 1879), B. persicae (Boyer de
Fonscolombe, 1841), B. persicae (Kaltenbach, 1843) ve B. persicae (Koch, 1854).
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Tiirkiye’nin  farkli  bolgelerinde gerceklestirilen calismalarda seftali  zararlisi
Brachycaudus cinsi 7 tiir tespit edilmistir. Bunlar, B. helichrysi (Kaltenbach, 1843), B.
schwartzi (Borner, 1931), B. cardui (Linneus, 1758), B. amygdali (Blanchard, 1840), B.
prunicola (Kaltenbach, 1843), B. (Acaudus) persicae (Passerini, 1860) ve B.
(Thuleaphis) amygdalinus (Schouteden, 1905) tiirleridir (Erkin, 1983; Tuatay, 1988;
Toros ve ark., 2002; Glincan ve ark., 2010; Begen, 2014; Karakaya, 2014; Aslan, 2015;
Alaserhat ve ark., 2016; Goriir, 2018; Parmaksiz Durmaz, 2019; Kok ve Kasap, 2019;
Saribal, 2019; Kok ve Ozdemir, 2021). Tokat ilinde seftali zararlis1 yaprakbitine yonelik
bir ¢alismada Hyalopterus pruni (Geoffroy, 1762) ve Myzus persicae (Sulzer, 1776)
tiirleri tespit edilmistir (Kilig ve Aykag, 1989). Bu tez calismast sonucunda elde
ettigimiz Brachycaudus (Appelia) prunicola subsp. schwartzi tiirii seftali zararlisi olarak

Tokat’ta ilk defa tespit edilmistir.

4.1.1. Brachycaudus (Appelia) prunicola subsp. schwartzi (Borner, 1931)

Ust Familya: Aphidoidea (Latreille, 1802)

Familya: Aphididae (Latreille, 1802)

Alt Familya: Aphidinae (Latreille, 1802)

Tribus: Macrosiphini (Wilson, 1910)

Cins: Brachycaudus (van der Goot, 1913)

Alt Cins: Brachycaudus (Appelia) (Borner, 1930)

Tiir: Brachycaudus (Appelia) prunicola (Kaltenbach, 1843)

Alt Tiir: Brachycaudus (Appelia) prunicola schwartzi (Borner, 1931)
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Brachycaudus (van der Goot, 1913) cinsi genellikle palaerktik tiirler olup, biiyiik,
yuvarlak sprial agikliklar, kisa ve yarim daire bi¢cimli kauda ve subapikal halka
seklindeki sifinkuli ile karakterize edilir. Anten genellikle 6 segmentlidir. Anten
tuberkiilii ¢ok kiiciik veya yoktur. Rostrumun u¢ segmentinde 4-10 adet ikincil kil
bulunmaktadir. Kanat damarlanmasi1 normaldir. Kanatsiz formlarda bazen, kanath
formlarda daima abdomenin dorsalinde hiicresel renklenme vardir. Kornikilin silindirik
ve yasst bir goriiniisii vardir (Blackman ve Eastop, 2014). Birincil konukc¢u olarak
Prunus tiirlerini, ikincil konukcu olarak da Ranunculaceae (subgenus Brachycaudina),
Caryophyllaceae (subgenus Acaudus), Boraginaceae ve Compositae (subgenus

Prunaphis), Orobanchaceae (subgenus Scrophulaphis) tirlerini kullanmaktadir.

Brachycaudus cinsine bagl Appelia alt cinsi Brachycaudus 6zelliklerini barmdirir. ilk
tarsal kaetotakside 4:4:4 killar bulunur. Sifinkuli olduk¢a kisadir; ortalama olarak II
arka tarsomerden daha kisa veya cok az daha uzun yapidadir. Kanatli ve kanatsiz
formlarda dorsal viicut skleritlerinde biiylik ¢apraz cizgiler bulunur. Bazi tiirlerde bu
cizgiler (cogunlukla da kanatli ergin formlarinda) abdominal bolgede birlesir ve sirtta

migfer seklini alir (Cocuzza ve ark., 2007).

Brachycaudus cinsinin alt cins seviyesinde taksonomik siniflandirilmasi hem morfolojik
karakterlerin iyi yorumlanamamasi hem de bu cinse ait ¢alismalarin yetersiz olmasi
nedeniyle bir¢ok tartismaya ve revizyona ugramasina neden olmustur. 2000’11 yillarin
baslara kadar, Appelia alt cinsi 4 tiir, B. prunicola (Kaltenbach, 1843), B. schwartzi
(Borner, 1931), B. tragopogonis (Kaltenbach) ve B. cerinthis (Bozhko, 1961) ile temsil
edilmekteydi. Bazi bilim insanlar B. tragopogonis ve B. schwartzi’yi, B. prunicola’nin
alt tiiri olarak kabul etmislerdir (Thomas, 1962). Brachycaudus alt cins Appelia
tiirlerinin molekiiler ¢alismalar dogrultusunda revizyonu ile de (Cocuzza ve ark., 2007;
Coeur d’acier ve ark., 2008), giiniimiizde 4 tiir (B. prunicola, B. tragopogonis, B.
cerinthis, B. prunifex) ve 4 alt tir (B. prunicola prunicola, B. prunicola schwartzi, B.

tragopogonis setosus, B. tragopogonis tragopogonis) ile temsil edilmektedir (Anonim,

2022¢).
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Appelia tiirlerinin morfolojik karakterlerinin ¢ok benzer olmasi, yakin-akraba tiirlerin
taksonomik ayirimini oldukga giiglestirmektedir. Bu tiirlerin ayiriminda konuk¢u 6nemli
bir kriterdir (Cocuzza ve ark., 2007). Brachycaudus prunicola tiirii holosiklik ve
monoecious yasam dongiisiine sahip olup, birincil konuk¢u olarak P. spinosa’y, ikincil
konukgu olarak P. domestica, P. cerasifera and P. insititia bitkilerini segerler (Cocuzza
ve ark., 2007). Brachycaudus prunicola schwartzi’nin holosiklik ve anholosiklik
popiilasyonlar1 sadece P. persica bitkisinde bulunur (Golfari, 1947). Brachycaudus
tragopogonis, holosiklik ve anholosiklik yasam dongiisiinde Tragopogon ve Scorzonera
cins bitkilerde ve Galium intermedium’da bulunur (Andreev ve Namontova, 1998).
Brachycaudus prunifex tiriine ait koloniler cogunlukla P. spinosa ve bazen P.
cerasifera var. atropurpurea bitkisinde goriliir. En nadir tiir olan B. cerinthis ise

holosiklik olup sadece Cerinthe minor bitkisinde goriiliir (Cocuzza ve ark., 2007).

Brachycaudus prunicola subsp. schwartzi tiiriiniin B. prunicola subsp. prunicola’dan
ayirt edilmesi neredeyse imkansizdir. Ancak dorsal abdomen iizerinde bulunan
skleritlerdeki kiigiik farkliliklar ayirima yardimci olur (Cocuzza ve ark., 2007).
Brachycaudus prunicola subsp. prunicola’da dorsal migfer olduk¢a kompaktir, 4. ve 6.
segmentlerde marjinal lekeler vardir. 2-5 uritedeki abdominal tiiberkiiller kiigiiktiir.
Brachycaudus prunicola subsp. schwartzi’de ise marjinal tliberkiiller daha biiyiiktiir
(>18 um) ve dorsal abdomen skleritler yanlarda ¢ogunlukla pargali pencereli veya derin
girintili olur ve nadiren marjinal lekeler ile birlesirler. Kanath vivipar disilerinin viicut
uzunlugu 1.20-2.40 mm’dir. Kauda koyu renktir. Sarimsi yesil-sarims1 kahverengi
renkte olup B. prunicola subsp. prunicola’dan daha soluk renktedirler. Olgunlasmamis
morflar sar1 kahverengidir. Kanatsiz vivipar disiler 1.53-2.22 mm uzunlugundadir.
Kanatsiz bireyler koyu kahverengi-sarims1 kahverenkte olurlar ve dorsal abdomende

siyah lekeler bulundurur (Stoetzel ve Miller, 1998).
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Cogunlukla Prunus cinsine ait Prunus persicae L. (seftali)’de, nadiren Prunus padus
(kus kiraz1) ve Prunus serotina (kara kiraz) meyve agaglarinda goriiliir (Cocuzza ve
ark., 2007). Myzus varians (Davidson) ve M. persicae (Sulzer) yaprakbitleri ile karisik
koloniler olusturabilir (Manachini ve ark., 2004). Kolonilerin bulundugu seftali
yapraklarin biiziiliip kivrilmasina, dagilmasina ve dokiilmesine neden olur (Blackman
ve Eastop, 1984). Ayrica agag¢ dallarinin biiyiimesini engeller. Sarka hastaligina sebep
olan PPV viriisiine vektorliik yapmaktadir (Manachini ve ark., 2004). Diinyada, bir¢cok
Avrupa iilkesinde (Ukrayna, Cek Cumbhuriyeti, Ispanya, Italya, Belcika), Amerika
Birlesik Devletleri, Giiney Amerika, Kuzey Afrika (Tunus, Misir), Hindistan, iran,
Kazakistan’da tespit edilmistir (Blackman ve Eastop, 2014a; Cocuzza ve ark., 2007).
Tiirkiye’de Istanbul, Amasya, Artvin, Aydmn, Bursa, Canakkale, Denizli, Erzurum,
Giresun, Kars, Manisa, Sinop, Tekirdag, icel, Osmaniye, Kahramanmaras, Trabzon ve

Afyon illerinden kayit verilmistir (Kék ve Ozdemir, 2021).

42



4.2. Molekiiler Bulgular

Bu calismada, 8 farkli lokalitede bulunan seftali bahgelerindeki seftali agaci
yapraklarinda koloni olusturan 14 yaprakbiti popiilasyonuna ait bireylerden gDNA izole
edilmistir. Elde edilen gDNA’lara ait jel goriintiileri Sekil 4.6’da verilmistir.

HindIII SI1A S1B HindIIl  S2A

Hindlll  S4A

Sekil 4.6. izole edilen gDNA’larin jel goriintiisii

Izole edilen gDNA’lar ile PZR yapilarak mitokondriyal COI gen bélgesi ¢ogaltilmistir.
Bazi gDNA’lar (6rnek: 7A) ilk PZR denemesinde calismayip, ikinci denemede
amplifikasyon iiriinii elde edilmistir. PZR iiriinlerinin varligi %1.5’lik agaroz jel

elektroforezinde goriintiillenmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. %]1.5 agaroz jel elektororezi ile PZR {irlinlerinin varliginin tespiti

PZR iiriinleri ¢ift yonlii okuma ile teyit edilerek, 14 popiilasyona ait COI gen bolgesine
ait diziler belirlenmistir. En uzun sekans 5A’ya (713 bg) ait iken, en kisa sekans 1B’den

(677 be) elde edilmistir. 14 COI gene ait dizi hizalamas1 Sekil 4.8’de verilmistir.
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Sekil 4.8. COI gen dizilerinin hizalanmas1

Elde edilen her bir COI dizisi, BLAST programu ile veri tabanlarinda homologlarinin
tespiti gerceklestirilmistir. Buna gore tiim sekanslar icin aynt BLAST sonucu elde

edilmistir (Sekil 4.9).

Description Sﬁxc ;:; ;ﬂéi ?’;:: Evalue Per ldent  Acc Len o
s0. A RGF-2008 voucher CNC#t tochrome oxidase subun. .. Brachycaud. 1216 1216 6% 0.0 100.00% 658  EUTD1535.1
voucher INRA CEGP ACOES: 9-ACDA cytochro... Erachycaud 1210 1210 6% 0.0 20.25% 658 KFE392331
voucher INRA CEGP ACOE1178/chasses 1175-ACDA cyto. .. Brachycaud 1208 1208 6% 0.0 20.70% 655 KFE39238.1
orunicala cytschrome oxidase subunit | aene_partial cds: | Brachycaud 1202 1203 95% oo 100.00% 656  JE7785T1.1
: isolate 1730 cytochrome oxidase subunit | (COI} gene,_partial ... Brachycaud. .. 1184 1184 93% oo 100.00% 642  EU189ESS 1
isolate 1715 oxioase subunit | (COl gene._pa... Brachycaud 173 173 93% oo 90.69% 642 EU1896521
= prunicola voucher 2534/ACDA cytochrome oxidase subunit | (COI). gene . Brachycaud 1171 17 929 0.0 100.00% 634  GUSEss231
= Brunicola voucher 2ST4/ACDA cytochrome oxidase subunit 1 (COI). gene . Brachycaud 1170 170 929 oo 100.00% 633 CuUseas?a1
] voucher 2281N1 cytochrome oxidase subunit 1 (COI} gene. .. Brachycaud 1188 1188 929 oo 100.00% 632 Kx381851.1
] voucher CDA cytochrome oxidase subunit | (COI) .. Brachycaud 1186 1188 2% o0 99.84% 534 GUSE85221
-] prunicola isolate 1267 cytochrome oxidase subunit | (COI} gene._partial ... Brachycaud 1184 1164 2% o0 100.00% 530  EU1886371
voucher 176 1/ACDA cylochrome gxigase subunit | (COI) ... Brachycaud 1153 1153 2% 0.0 s0.65% 630  GUSESS10.1
Plerocomma neimongelense voucher ZMIOZ14339 e oxidase subunit 1 (CO... 1138 1138 295 0.0 95.77% 899 JNO32T15.1
soiraeae voucher INRA CEGP ACOEZ214 143-ACDA cytochr... Brachycaud 1110 1110 985 0.0 a7 11% 655 KFe392351
helichrysi voucher ZMIOZ17073 cytochroms oxidase subunit | (COI) ge... Brachycaud 1110 1110 7% oo 96.70% 667  KC2866711
helichrysi vousher ZMIQZ24408 cytochrome oxidase subunit | (COI) ge . Brachycaud 1089 1089 7% oo 96.40% 667  KG286670.1
prunicola voucher CDA cytochrome oxidase subunit | (GO} gene .. Brachycaud 1088 1088 87% 0.0 90.83% 599  GUSESS261
helichrysi voucher IHR-BT-22 cytochrome oxidase subunit | (COI| gene. .. Brachycaud 1098 1088 26% oo 96.80% 658  HOQE326521
Kugkisti voucher INRA CEGP ACOE20 D& cytochro... Brachycaud 1094 109a 96% oo 96.66% 658 wFE3is 1
helichrysi voucher ZMIGZ17215 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) ge... Brachycaud 1094 1004 7% o0 95.25% 667  KC2EEETZA
isolate 1378 oxidase subunit | (CO) gene,_pa .. Brachycaud 1094 1004 s6% o0 100.00% 582 EU1s86401
Klugkisti voucher INRA CEGE ACOE 11 1126-ACDA cytochro. .. Brachycaud. 1088 1088 o6% 0.0 ©6.50% 858  KF639197.1
helichrysi voucher ZMIGZ37602 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) ge... Brachycaud 1085 1088 7% o0 95.10% 667  KC2866531
isolale 1717 cylochrome oxidase subunit | (COI} gene. partial ... Brachycaud. 1088 1088 s5% 0.0 100.00% 583 Eu1sessal

Sekil 4.9. COI dizileri ile gergeklestirilen BLAST sonuglari
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Elde edilen BLAST sonuglaria gore veri tabanlarinda COI dizisi en yiiksek benzerlik
gosteren tiirler, Brachycaudus tragopogonis, Brachycaudus schwartzi ve Brachycaudus
prunicola olarak belirlenmistir. Bu tiirlere ait sekanslar NCBI veri tabanindan
indirilmigtir ve filogenetik analizlerde kullanilmak tizere FASTA formatinda
diizenlenmistir. Filogenetik analizler i¢in daha once Brachycaudus filogenesi igin
outgroup tiir olarak kullanilan Hyperomyzus rhinanthi (KR345230) tiri seg¢ilmistir
(Coeur d’acier ve ark., 2014).

Filogenetik aga¢ ¢izimi i¢in bu ¢alismadan elde edilen 14 COI gen dizisine ek olarak B.
tragopogonis, B. schwartzi ve B. prunicola tiirlerine ait COI dizileri ile outgroup tiire ait
COI dizisi dahil toplam 45 dizi kullanilmistir. Coklu hizalama yapilarak tiim
Brachycaudus tiirlerine ait COI gen dizisi nikleotid igerikleri bakimindan
incelendiginde, oranlar A= % 34.8, T/U= % 41.9, C= % 13.1, ve G= % 10.2 olarak
belirlenmistir. Buna gore, Brachycaudus tiirlerinde COI dizisinin A+T baz bilesim
oraninin %76.7 oldugunu tespit ettik. Cocuzza ve ark. (2007) calismasinda, B.
tragopogonis, B. schwartzi ve B. prunicola tiirlerine ait COI dizisi niikleotid igerigi A=
%35.4, T/U= % 41.9, C= %13.1 ve G= %9.7 olarak belirtilmistir. Bu ¢alisma ile bizim
elde ettigimiz veriler uyusmaktadir. Ayrica tim COI dizileri hizalandiginda, 725

niikleotidde 9 farkli nokta tespit edilmistir.

Bu calisma ile elde ettigimiz B. prunicola subsp. schwartzi COI sekanslar1 ile diger
Brachycaudus tiirleri arasindaki evrimsel iligkiyi anlamak i¢in farklit metodlara dayanan
filogenetik analizler yapilmistir. Maximum Likelihood (ML) metodu, Tamura-Nei
modeline (1993) gore, 1000 bootstrap replike kullanilarak ¢izilen aga¢ Sekil 4.10°da
gosterilmigtir. Ayni sekanslar kullanilarak Tree-Bisection-Reconnection modeline
dayali, 1000 bootstrap replike kullanilarak Maximum Parsimony (MP) metoduyla
cizilen filogenetik agac Sekil 4.11°de verilmistir. Neighbour Joining (NJ) metoduyla
cizilen agac Sekil 4.12°de gosterilmistir. ML, MP ve NJ agaglarinin benzer topolojiye

sahip oldugu belirlenmistir.
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T4

iB

24

28

34

3B

44

48

54

5B

64

=1

74

84

Brachycaudus fragopogonis isalale 1378 ELIT 80640
Brachycaudus tragopogonis voucher! 750/ACDA GUEEEEE
Brachycaudus fragopogonis voucher2522/AC0 A GLUSEREE

Brachycaudus fragopogonis voucher INRA KFE30257
]

Brachycaudus fragopogonis vouchenMRA KFGZE240
Brachycaudus fragopogonis vouchenWRA KFEIE241
Brachycaudus fragopogonis vouchernMRA KFEZ0242
Brachycaudus fragopogonis vouchenMRA KFEZE243
Brachycaudus fragopogonis voucher2 28T NT KX 387857
Brachycaudus schwarfzi isolale? 717 ELITB6 54
Brachycaudus schwarfzi isolale? 730 ELITBR6 55
Brachycaudus schwarfzi isolale? 738 ELITBRGET
Brachycaudus schwarfzi voucherlNRA KFE30237T
Brachycaudus schwarfzi voucherlNRA KFE30252

—— Brachycaudus schwarzivoucher INRA KFE30233
Brachycaudus prunicola Isolate? 267 ELIT89637
Brachyoaudus prunicalz voucher302/AC04 GLUAEEA0E
Brachyoaudus prunicalz voucher 190FAC DA GLUSEEET S
Brachyoaudus prunicalz voucher2534AC DA GLUAEEEES
Brachycaudus prunicola voucher2550/ACDA GUSE8526
Brachyoaudus prunicalz voucher257 4ACDA GLUSEEEZE
Brachycaudus prunicalz voucheriNFA KFE30228
Brachycaudus prunicalz voucheriNRA KFE30220
Brachycaudus fragopogonis isolate 17156 ELITE8852

Brachycaudus fragopogonis isolate 1773 ELTE8670
Erachycaudus fragopogonis voucher {78 1/ACDA GUEEBRATO
Brachycaudus fragopogonis voucheriNRA KFE39236
Erachycaudus fragopogonis voucheriNRA KFEZRZ38
Erachycaudus fragopogonis voucheriNRA KFEZRZ38

Erachycaudus fragopogonis voucheriNRA KFEZR244

Hyoeromyzus rhinanthi

0.0050

Sekil 4.10. Brachycaudus tiirlerine ait ML yOntemi ile ¢izilen filogenetik agac
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B

Brachycaldus prunicola voucheriNR A KFE30220
Brachycaudus prunicola voucheriNR A KFE308228
Brachycaudus prunicola voucherz 57 4/ACDA GLUSEE528
Brachycaudus prunicola voucher2550/ACDA GLISEBE2E
Brachyoaudus prunicola voucherZ 534/ACDA GLUSEEE23
Brachycaudus prunicola voucherf B90/ACDA GLUSEEETZ
Brachycaudus prunicola voucherR82/AC0 A GUSEE503
Brachycaudus prunicola isolale 267 ELITBR637

—— Brachyoaudus schwarzi vaucher INR A KFE39233
Brachycaudus schwarzl voucheriNRA KFE38232
Brachycaudus schwarfzl voucheriNRA KFE3823 1
Brachycaudus schwarzl isolate? 738 EUTE0657
Brachycaudus schwarizl isolate? 730 ELUTB50655
Brachycaudus schwartz! isolate? 717 EUT89654
Brachycaudus fragopogonis voucher22 81N T KX381851
Brachycauldus fragopogonis voucheriNRA KFE39243

Brachycaudus fragopogonis voucheriNRA KFE39242
100

Brachycaudus tragopogonis voucheriNRA KFE3924 1
Brachycaudus fragopogonis voucherihNRA KFE39240
Brachycaudus fragopogonis voucher INRA KFE30237
Brachycaudus fragopogonis voucher252 2/ACDA GLIEEEE:
Brachycaudus tragopogonis voucher {7 50XACDA GUSESEEC
Brachycaudus fragopogonis isolate 1378 ELTB5640
84

7

ac

g

&8

54

48

44

iB

34

28

T4

24

Brachycaudus fragopogonis isolafe 1773 ELTBIE70
Brachycaldus fragopogonis voucher! FETACDA GLUAEEETO
Brachycaudus fragopogonis voucheriNRA KFE308236

Brachycaudus tragopogonis vouchertMRA KFE38258
Brachycaudus fragopogonis voucherdNRA KFE38239
Brachycaldus fragopogonis voucherNRA KFE308244
Brachycaudus fragopogonis isolafe 1715 ELITBI652

Hyperamyzus thinanthi

Sekil 4.11. Brachycaudus tiirlerine ait MP yontemi ile ¢izilen filogenetik agag
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Brachycaudus schwarfzi voucherWR A KFG30232

—— Brachycaudus schwartzi vaucher INRA KFE30233
Brachycaudus prunicola voucheriMRA KFE39229
Brachycaudus prunicolz voucheriNRA KFE30228
Brachyoaudus prunicolz voucherz 574/AC0 A GUSERAZE
Brachycaudus prunicola voucher2550/AC0DA GUSE8526
Brachycaudus prunicola voucher2 534/MAC0A GLUSEE523
Brachycaudus prunicolz voucherf 300AAC0 A GUSERATS
Brachyoaudus prunicolz voucherf82/AC DA GUAEEE03
Brachyoaudus prunicolz isolatef 267 ELITBOE3Y
Brachycaudus schwartzi voucheriNR A KFE392371
Brachycaudus schwartzi isolate? 738 ELI189657
Brachycoaudus schwartzi isolate ! 730 ELTER655
Brachycaudus schwartzi isolate? 717 ELTER654
Brachycaudus fragopogonis voucher2 281 NT KX3871857
Brachycaudus fragopogonis voucherlNRA KFE38243
Brachycaudus fragopogonis voucherdNRA KFE3R242

Brachycaudus fragopogonis voucherdNR A KFE30247
58

Brachycaudus fragopogonis voucheriNRA KFE38240
Brachycaudus fragopogonis voucher INRA KFE39237
Brachycaudus fragopogonis voucher2 B22AAC0A GUEEEA:
Brachycaudus fragopogonis voucher? FAOFACDA GUEEEAL
84

6C

5B

48

3B

28

B

T4

24

34

44

54

64

74

Brachyoaudus fragopogonis isolafe 1378 EU 89640
Brachycaudus fragopogonis isolate 1715 ELIT89652

Erachyoaudus fragopogonis Isalgle 1773 ELTE0670
Brachycaudus tragopogonis voucher 7 TACDA GUAEEETH
Brachycaudus fragopogonis voucheriNRA KFE39236
Brachycaudus fragopogonis voucheriNRA KFE39238
Brachycaudus fragopogonis voucheriNRA KFEZR230

Brachyoaudus fragopogonis voucher MR A KFG302 44

Hyperomyzus rhinanthi

0.005

Sekil 4.12. Brachycaudus tiirlerine ait NJ yontemi ile ¢izilen filogenetik agac
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Filogenetik analizler sonucunda, bu calismada tanimladigimiz B. prunicola subsp.
schwartzi tirii ile veri tabanlarindan COI dizisi elde edilen B. schwartzi, B.
tragopogonis ve B. prunicola tiirlerinin ayni klad igerisinde bulunduklar1 gériilmektedir.
Baz1 B. tragopogonis tiirline ait izolatlarin B. schwartzi ve B. prunicola ile ayn1 kladda
olup bazilarinin ayr klad olusturmasi, B. tragopogonis’e ait veri tabanlarinda bulunan
COI gen dizilerinin dogrulugu hakkinda veya tiiriin dogru teshis edilmedigi hususunda
siiphe uyandirmaktadir. Daha onceki calismalarda, alt cins Appelia’ya ait tiirlerin
monofletik grup kurduklari ifade edilmistir (Coeur d’acier ve ark., 2008). Bizim elde

ettigimiz sonuglar da Brachycaudus tiirlerinin monofiletik oldugunu gostermektedir.

Genetik mesafeler karsilastirildiginda (Tablo 4.1), tiirler arasinda hesaplanan genetik
uzaklik degeri, B. schwartzi ve B. prunicola igin 0.0, B. prunicola subsp. schwartzi ile
B. schwartzi ve B. prunicola i¢in 0.0, B. prunicola subsp. schwartzi ile B. tragopogonis
icin 0.004 olarak hesaplanmistir. Bu degerler, B. schwartzi ve B. prunicola tirlerinin
genetik olarak ayni, B. tragopogonis ile de ¢ok benzer oldugunu gostermektedir.
Cocuzza ve ark. (2007) calismas1 da B. schwartzi ile B. prunicola arasindaki genetik
mesafeyi 0.0, B. tragopogonis ile bu iki tiir i¢in 0.002 olarak tespit etmistir. Sonug
olarak, bu 3 taksonun morfolojik benzerliklerine ek olarak, genetik olarak da hig¢ farkli

olmadiklarini soyleyebiliriz.
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Tablo 4.1. Filogenetik analiz i¢in kullanilan tiim sekanslar arasindaki genetik mesafe matriksi

Brachycaudus tragopogonis EU189640
Brachycaudus tragopogonis EU189652
Brachycaudus tragopogonis EU189670
Brachycaudus tragopogonis GU568509
Brachycaudus tragopogonis GU568510
Brachycaudus tragopogonis GU368522
Brachycaudus tragopogonis KF639236
Brachycaudus tragopogonis KF639237
Brachycaudus tragopogonis KF639238
Brachycaudus tragopogonis KF639239
Brachycaudus tragopogonis KF639240
Brachycaudus tragopogonis KF639241
Brachycaudus tragopogonis KF639242
Brachycaudus tragopogonis KF639243
Brachycaudus tragopogonis KF639244
Brachycaudus tragopogonis KX381851

Hyperomyzus rhinanthi (outgroup)

0,0000

0,000 0,0000

0,000 0,0000 0,000

0,0000°0,0000 0,000 0,0000

0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,000

0,0000°0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000

0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000

0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000

0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000

0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000

0,0000 10,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000

0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000

0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,000 0,0000

0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040

0,0040 0,0040 0,0040 0,040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0000

0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0040 0,0040

0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0000 0,000 0,0040

0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0040 0,0040 0,0000 0,0040

0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,000 0,0000 0,0040 0,000 0,0040

0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0040 0,0040 0,0000 0,0040 0,0000 0,0040

0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,000 0,0000 0,0040 0,0000 0,0040 0,0000 0,0040

0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0000 0,0000 0,040 0,0000 0,0040 0,0000 0,0040 0,0000

0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0040 0,0040 0,0000 0,0040 0,0000 0,0040 0,0000 0,0040 0,0040

0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0040 0,0040 0,0000 0,0040 0,0000 0,0040 0,000 0,0040 0,0040 0,0000

0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0040 0,0040 0,0000 0,0040 0,0000 0,0040 0,0000 0,0040 0,0040 0,000 0,0000

0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0040 0,0040 0,000 0,0040 0,0000 0,0040 0,0000 0,0040 0,0040 0,000 0,000 0,0000

0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0000 0,0000 0,0040 0,0000 0,0040 0,000 0,0040 0,0000 0,000 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040

0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0040 0,0040 0,000 0,0040 0,000 0,0040 0,0000 0,0040 0,0040 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0040

0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0040 0,0040 0,0000 0,0040 0,0000 0,0040 0,000 0,0040 0,0040 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0040 0,0000

0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0040 0,0040 0,0000 0,0040 0,0000 0,0040 0,0000 0,0040 0,0040 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0040 0,0000 0,0000

0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0040 0,0040 0,0000 0,0040 0,0000 0,0040 0,000 0,0040 0,0040 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0040 0,0000 0,0000 0,0000

0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0040 0,0040 0,0000 0,0040 0,0000 0,0040 0,0000 0,0040 0,0040 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0040 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0040 0,0040 0,0000 0,0040 0,0000 0,0040 0,000 0,0040 0,0040 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0040 0,0000 0,000 0,0000 0,000 0,000

0,0020 0,0020 0,0020 0,020 0,0020 0,0020 0,0020 0,0020 0,0020 0,0020 0,020 0,0020 0,0020 0,0020 (0,0020 0,0060 0,000 0,0020 0,0060 0,0020 0,0060 0,0020 0,0060 0,000 0,020 0,0020 0,0020 0,0020 0,0060 0,0020 0,0020 0,020 0,020 0,0020 0,0020

0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0040 0,0040 0,0000 0,0040 0,0000 0,0040 0,0000 0,0040 0,0040 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0040 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0020

0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0040 0,040 0,0000 0,0040 0,000 0,0040 0,0000 0,0040 0,040 0,000 0,000 0,0000 0,0000 0,0040 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,020 0,0000

0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0040 0,0040 0,0000 0,0040 0,0000 0,0040 0,0000 0,0040 0,0040 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0040 0,0000 0,000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0020 0,0000 0,0000

0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,000 0,0000 0,0040 0,0040 0,0000 0,0040 0,0000 0,0040 0,0000 0,0040 0,0040 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0040 0,000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0020 0,0000 0,0000 0,0000
0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0040 0,0040 0,000 0,0040 0,0000 0,0040 0,000 0,0040 0,0040 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0040 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0020 0,0000 0,000 0,0000 0,000
0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0040 0,0040 0,0000 0,0040 0,0000 0,0040 0,0000 0,0040 0,0040 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0040 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0020 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0040 0,0040 0,0000 0,0040 0,000 0,0040 0,000 0,0040 0,0040 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0040 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0020 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000
0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000 0,0040 0,0040 0,0000 0,0040 0,0000 0,0040 0,0000 0,0040 0,0040 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0040 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0020 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000
0,0604 0,0604 0,0604 0,0804 0,0804 0,0604 0,0604 0,0604 0,0804 0,0804 0,804 0,604 0,0604 0,0604 0,0604 0,0556 0,0556 0,604 0,0556 0,0604 0,0556 0,0604 0,056 0,056 0,804 0,0604 0,0604 0,0604 0,056 0,0604 0,604 0,604 0,0604 0,0604 0,0604 0,0630 0,0804 00604 0,604 0,0604 0,0604 0,0604 0,0804 0,0604
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5. SONUC ve ONERILER

Tirkiye’nin Orta Karadeniz Bolgesi’nde bulunan Tokat ili, iklim, cografik ve ekolojik
yapist bakimindan énemli bir tarim kentidir. 2020 yili tarim istatistikleri verilerine gore
Tokat ili yilizolglimiiniin %35.8’1 olan 360 603 ha’lik alan tarim arazisi olarak
kullanilmaktadir (Anonim, 2020b). Bu alanin 17 137 ha’inda sebze tarimi, 9 834
ha’inda meyve tarimi yapilmaktadir. Meyve iiriinleri arasinda seftali 873 ha’lik ekim
alaniyla iiziim ve elma yetistiriciliginden sonra Tokat ilinde 6nemli bir yere sahiptir.
Meyve iiretiminde verim ve kalite kaybina neden olan iklim ve ¢evresel faktorler, dogal
afetler, goc, yanlis veya asir1 pestisit kullanimmin yani sira hastalik ve zararlilarin
varligi en Onemli etkenler olarak ifade edilmektedir (Gebologlu ve ark., 2011).
Ureticilerin zararlilar ile miicadelede kullandiklarin ilaglar1 biiyiik ¢ogunlukla kisisel
tecriibe veya tavsiyeye gore yaptiklar, sadece %10’nun uzman destegi aldigi
belirtilmektedir (Gebologlu ve ark., 2011). Bu durum, iireticilerin zararlilar1 dogru
teshis etme ve onlara kars1 etkili miicadelenin belirlenmesinde yeterli bilgi birikimine
sahip olmadiklar1 gostermekte ve zararlilarla bilingli miicadele edilmesi ve verimli
yetistiricilik i¢in zararlilarin teshis edilmesine yonelik bilimsel ¢alismalarin ne kadar
gerekli oldugunu ortaya koymaktadir. Seftali iiretiminde en dnemli zararlilardan biri de
yaprakbitleridir. Bu kapsamda, Tokat ilinde bazi seftali bahgeleri taranmis ve seftali
(Prunus persica L.) zararlis1 yaprakbiti tiirliniin ne olduguna yonelik morfolojik ve
molekiiler caligmalar yapilmigtir. Buna gore Tokat ili seftali zararlisinin Brachycaudus
cinsi Appelia alt cinsine ait B. prunmicola schwartzi (Borner, 1931) tiirii oldugu

belirlenmistir.
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B. prunicola schwartzi Tiirkiye’de ilk defa Istanbul’da tespit edilmistir (Tuatay ve
Remaudicre, 1964). Ayrica Amasya, Artvin, Burdur, Canakkale, Denizli, Erzurum,
Giresun, Kars, Manisa, Sinop, Tekirdag (Tuatay, 1988), I¢el, Osmaniye (Toros ve ark.,
2002), Kahramanmaras (Aslan ve Uygun, 2005), Trabzon (Gorir ve ark., 2009),
Afyonkarahisar (Goriir, 2014), Aydin (Karakaya, 2014) illerinde tespit edilmis ve
konukgulart P. avium, P. persica L., P. domestica L. ve Tragopogon sp. olarak
belirlenmistir. Bu tiir Tokat ilinde seftali zararlis1 veya baska konukgu iizerinde daha
once tespit edilmemistir. Dolayisiyla, B. prunicola schwartzi tiirii bu caligsma ile ilk defa
Tokat’ta belirlenmistir. Bu tiir, taranan tiim seftali agaglarinin yapraklarinda biikiilmeye

sebep oldugu gozlemlenmistir ve bu zarar tiiriin hizli sekilde tespiti i¢in kullanilabilir.

Tirkiye’de yaprakbiti faunasina yonelik ¢alismalar artmakla birlikte bu calismalarin
genellikle liste seklinde verildigi goriilmektedir. Morfolojik ve molekiiler verilerin
yeterli olmamasi, yaprakbiti tiirlerinin morfolojik karakterlerinin belirlenmesi ve yakin
tiirler ile olan akrabalik iligskisinin anlasilmasini zorlastirmaktadir. DNA barkodlama
yontemi ile ¢ogu canli icin tiir seviyesinde ayirimin, mitokondriyal COI gen dizi
bolgesinin elde edilmesi ile hizli ve dogru sekilde yapilacagi one siiriilmistiir (Hebert
ve ark., 2003). Nitekim COI gen dizisine dayalt DNA barkodlama ydntemi, yaprakbiti
tiirlerinin  belirlenmesi ve alt tiirlerin ayrimi i¢in etkili bir molekiiler yaklasim
olmaktadir (Moran ve ark., 1999; Rakauskas ve Turcinaviciené, 2006; Cocuzza ve ark.,
2007; Foottit ve ark., 2008; Coeur d’acier ve ark., 2014). Diinyadaki yaprakbiti tiirleri
icin bu yontem 2000’li yillarin baslarinda kullanilmaya baslansa da Tiirkiye’de DNA
barkodlama ile yaprakbiti tiir tespiti olduk¢a yenidir ve yapilan calismalar sinirhdir.
Tirkiye’de su ana kadar DNA barkodlama ile tiir teshisi yapilan yaprakbiti tiirleri
Myzus cerasi, Aphis pomi, A. spiraecola, Hyalopterus persikonus, H. amygdali, H.
pruni ve 24 farkli Cinara cins yaprakbitleridir (Rakauskas ve ark., 2014, 2015; Senol,
2017; Akyildim Begen ve Goériir, 2019; Inal ve Kandemir, 2020). Tiirkiye’de
Brachycaudus cins yaprakbitlerine yonelik molekiiler bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Dolayisiyla, bu ¢alisma, Brachycaudus cins yaprakbitinden CIO gen dizisinin elde
edilerek tiir teshisinin yapildig1 ve filogenetik analizin gerceklestirildigi ilk caligmadir.
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Brachycaudus cinsine ait 50 tiir bilinmektedir (Rémaudiére ve Rémaudiere, 1997;
Andreev, 2004). Bu cinse ait tiirlerin benzer morfolojileri veya tiirler arasindaki kriptik
morfolojik farkliliklar nedeniyle Brachycaudus taksonomisinde belirsizlikler
bulunmaktadir (Coeur d’acier ve ark., 2008). Ayrica yasam dongiilerindeki evrimsel
degiskenlikler tiirlesme olaylarinin kaynagi olabilecegi ifade edilmektedir (Jousselin ve
ark., 2010). Brachycaudus alt cinsi Appelia’ya ait 3 tiir (B. prunicola, B. schwartzi, B.
tragopogonis) arasinda goriilen yiiksek morfolojik benzerlikler, bu grubun taksonomisi
tizerine ¢ok farkli yorumlar yapilmasina sebebiyet vermistir. Bazi bilim insanlari, B.
prunicola ve B. schwartzi tiirlerinin konukgu farkliliklar1 nedeniyle farkl: iki tiir olarak
sayillmasi gerektigini (Thomas, 1962) bazilar1 da bu iki tiiriin sinonim oldugunu ifade
etmiglerdir (Shaposhnikov, 1964). Daha sonraki ¢alismalar B. prunicola, B. schwartzi
ve B. tragopogonis tiirlerini 3 farkli taksa olarak ifade etmistir (Szelegiewicz, 1968;
Remaudiére ve Remaudiere, 1997; Andreev ve Namontova, 1998; Blackman ve Eastop,

2000).

2007 yilinda, Appelia alt cinsinde simiflandirilan B. prumicola, B. schwartzi, B.
tragopogonis ve B. cerinthis tiirlerinin taksonomik siniflandirilmasini belirlemek adina
ilk defa biyometrik ve genetik analizleri kapsayan bir ¢alisma yapilmistir (Cocuzza ve
ark., 2007). Biyometrik analizler 14 farkli karakteri kapsamaktadir. Analizlerden elde
edilen verilerin B. prunicola ve B. schwartzi tiirleri i¢in ¢ok benzer oldugu ve bu tiirleri
ayirmak icin yeterli olmadigini ifade etmislerdir. B. tragopogonis ise bu tiirlerden ayirt
edilebilmigtir. Wilk’s lambda analizine gore elde edilen kanonikal ayirma fonksiyon
sonuglara gore de B. prunicola ve B. schwartzi tiirleri i¢in morfolojik farkin ¢ok az
veya hi¢ olmadigi anlasilmistir. Bu iki tiiriin ayirt edilmesini saglayan en 6nemli 6zellik,
abdomen Tlizerindeki marjinal tliberkiiliin B. schwartzi’de B. prunicola’ya gore daha
uzun olmasidir. Biyometrik analizlerin yani sira filogenetik analiz sonuglarina gore, B.
prunicola, B. tragopogonis ve B. cerinthis’in farkli tiirler oldugu belirtilmis, B.

schwartzi'nin B. prunicola'nin bir alt tiirii olarak goriilmesi gerektigini ifade etmislerdir.
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Bu calisma ile artik B. schwartzi tiiri, “B. prunicola subsp. schwartzi” olarak
isimlendirilmistir. Bu taksonomik siniflandirmanin netlik kazanmasi igin tiir ayiriminda
kullanilan morfolojik karakterlerin daha 1yi belirlenmesi ve teshis anahtarlarinin dogru
hazirlanmas1 gerekmektedir. Ayrica farkli cografik bolgelerden Brachycaudus tiirlerin
tespit edilmesine yonelik caligmalarin artirilmasi ve farkli markirlarin kullanildigi
molekiiler caligmalarin yapilmasi tiirler aras1 genetik farkliliklarin daha iyi anlasilmasin

saglayacaktir.

Brachycaudus cinsi sistematigini anlamak adina bazi molekiiler ¢alismalar
gerceklestirilmistir (Coeur d’acier ve ark., 2008, 2014; Jousselin ve ark., 2009, 2010).
Bu calismalar, Appelia alt cinsin monofilik oldugunu, B. prunicola, B. schwartzi ve B.
tragopogonis tiirlerinin bir arada kiimelendigini ve diger Brachycaudus tiirlerinden ayri
bir klad olusturdugunu gostermistir. Bu ¢alismada tespit edilen 14 farkli popiilasyona ait
B. prunicola schwartzi tiirlerine ait COI gen dizileri ve veri tabanlarindan elde ettigimiz
diger iki tiire ait diziler ile yaptigimiz filogenetik analiz sonuglarinin da yukarida
bahsedilen molekiiler calismalar ile uyumlu oldugunu gérmekteyiz. Tiirler aras1 genetik
mesafeye bakildiginda, bu mesafenin B. prunicola ve B. schwartzi i¢in 0.0, B.
tragopogonis ve diger 2 tiir i¢in 0.004 oldugunu tespit ettik. Bu sonug, Cocuzza ve ark.
(2007) ve Coeur d’acier ve ark. (2008) verilerini desteklemektedir. Elde edilen bu
veriler, Appelia alt cinsine ait tiirler arasindaki tiirlesme olaymin ¢ok yakin zamanda
oldugunu ve yeterli genetik farklilasmanin olusmasina sebebiyet vermedigini
gostermektedir. Eastop (1977), yaprakbitlerinin ¢ogunun monofag oldugunu; bu
nedenle, tanimlanmis bir konukcu bitkiye olan baglantilari, tiirlesmedeki diger
faktorlerden daha fazla agirlik tasiyabilecegini belirtmektedir. Buna gore, bu 3 tiiriin
Prunus ve Tragopogon konukgularinda bulunan ve birbirine ¢ok yakin heteroecious

yaprakbiti tiirleri olmalar1 da ihtimaledir.
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Yaprakbiti zararlilarina karsi daha etkili stratejilerin  gelistirilmesi i¢in dogru tiir
tespitinin yapilmasi kagmilmazdir. Yaprakbitlerinde morfolojik benzerliklerin ytiksek
olmasi, sadece morfolojik 6zelliklere dayali biyometrik ¢alismalar ile tiir teshisini
yetersiz kilmaktadir. Bu da hem morfolojik hem de molekiiler ¢aligmalar1 kapsayan
multidisipliner ¢alismalarin bir arada yiiriitiilmesinin sistematik ¢aligsmalarda, 6zellikle
de sorunlu taksonomik gruplarin belirlenmesinde, ne kadar oOnemli oldugunu
gostermektedir. Bu calisma, DNA barkodlama yonteminin, morfolojik ve ekolojik
caligmalar1 tamamlayic1 ve kriptik tiir bulunduran taksalarin ayrilmasinda, akrabalik
iligkilerinin  belirlenmesinde ve tiirlerin yanlis tanimlanmasindaki sorunlarin
coziilmesinde gerekli oldugunu ortaya koymaktadir. Tiirkiye’de c¢ogu bolgede
yaprakbiti tiir tespiti hala yapilmamistir. Oldukca hizli yayilma kapasitesine sahip bu
zararhilarin tespiti, verdiklerin zararin 6nlenmesi i¢in yapilmasi gereken ilk asamadir.
Bu ¢aligma Tokat ili seftali zararlisini belirlemek icin bir ilk olup, ileride daha kapsamli

caligmalarin yapilmasi gerektigi de ortadadir.
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7. EKLER

7.1. PZR Uriinlerinin DNA Dizileri

>1A

CATAAAGATATTGGAACTTTATACTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGTATAATTGGATCATCC
CTTAGAATTTTAATTCGTTTAGAATTAAGACAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATT
ATACAATGTAATTGTAACAATTCATGCTTTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATCGT
TATTGGTGGATTCGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCTGATATATCTTTTCC
ACGATTAAATAATATTAGATTTTGATTATTACCACCATCATTAATAATAATAATTTGTAGTTT
TTTAATTAATAATGGAACAGGAACAGGATGAACTATTTACCCTCCTTTATCAAATAATATTG
CTCACAATAATATTTCAGTTGACTTAACTATTTTTTCTTTACATCTAGCAGGAATTTCATCAA
TTTTAGGAGCTATTAATTTTATTTGTACTATTTTAAATATAATACCAAATAATATAAAATTAA
ATCAAATTCCTCTTTTCCCATGATCAATTTTAATTACAGCTATTTTATTAATTTTATCTTTACC
TGTATTAGCAGGTGCTATTACAATATTATTAACTGATCGTAATTTAAATACATCATTTTTTGA
TCCAGCAGGAGGAGGAGATCCAATCTTATATCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCT

>1B

AAGATATTGGAACTTTATACTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGTATAATTGGATCATCCCTTA
GAATTTTAATTCGTTTAGAATTAAGACAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTATAC
AATGTAATTGTAACAATTCATGCTTTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATCGTTATT
GGTGGATTCGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCTGATATATCTTTTCCACG
ATTAAATAATATTAGATTTTGATTATTACCACCATCATTAATAATAATAATTTGTAGTTTTTT
AATTAATAATGGAACAGGAACAGGATGAACTATTTACCCTCCTTTATCAAATAATATTGCTC
ACAATAATATTTCAGTTGACTTAACTATTTTTTCTTTACATCTAGCAGGAATTTCATCAATTT
TAGGAGCTATTAATTTTATTTGTACTATTTTAAATATAATACCAAATAATATAAAATTAAAT
CAAATTCCTCTTTTCCCATGATCAATTTTAATTACAGCTATTTTATTAATTTTATCTTTACCTG
TATTAGCAGGTGCTATTACAATATTATTAACTGATCGTAATTTAAATACATCATTTTTTGATC
CAGCAGGAGGAGGAGATCCAATCTTATATCAACATTTATTTTGATTTTTT

>2A

ATAAAGATATTGGAACTTTATACTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGTATAATTGGATCATCCC
TTAGAATTTTAATTCGTTTAGAATTAAGACAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTAT
ACAATGTAATTGTAACAATTCATGCTTTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATCGTTA
TTGGTGGATTCGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCTGATATATCTTTTCCAC
GATTAAATAATATTAGATTTTGATTATTACCACCATCATTAATAATAATAATTTGTAGTTTTT
TAATTAATAATGGAACAGGAACAGGATGAACTATTTACCCTCCTTTATCAAATAATATTGCT
CACAATAATATTTCAGTTGACTTAACTATTTTTTCTTTACATCTAGCAGGAATTTCATCAATT
TTAGGAGCTATTAATTTTATTTGTACTATTTTAAATATAATACCAAATAATATAAAATTAAAT
CAAATTCCTCTTTTCCCATGATCAATTTTAATTACAGCTATTTTATTAATTTTATCTTTACCTG
TATTAGCAGGTGCTATTACAATATTATTAACTGATCGTAATTTAAATACATCATTTTTTGATC
CAGCAGGAGGAGGAGATCCAATCTTATATCAACATTTATTTTGATTTT
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>2B

ATAAAGATATTGGAACTTTATACTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGTATAATTGGATCATCCC
TTAGAATTTTAATTCGTTTAGAATTAAGACAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTAT
ACAATGTAATTGTAACAATTCATGCTTTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATCGTTA
TTGGTGGATTCGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCTGATATATCTTTTCCAC
GATTAAATAATATTAGATTTTGATTATTACCACCATCATTAATAATAATAATTTGTAGTTTTT
TAATTAATAATGGAACAGGAACAGGATGAACTATTTACCCTCCTTTATCAAATAATATTGCT
CACAATAATATTTCAGTTGACTTAACTATTTTTTCTTTACATCTAGCAGGAATTTCATCAATT
TTAGGAGCTATTAATTTTATTTGTACTATTTTAAATATAATACCAAATAATATAAAATTAAAT
CAAATTCCTCTTTTCCCATGATCAATTTTAATTACAGCTATTTTATTAATTTTATCTTTACCTG
TATTAGCAGGTGCTATTACAATATTATTAACTGATCGTAATTTAAATACATCATTTTTTGATC
CAGCAGGAGGAGGAGATCCAATCTTATATCAACATTTATTTTGATTTTTTGG

>3A

ATAAAGATATTGGAACTTTATACTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGTATAATTGGATCATCCC
TTAGAATTTTAATTCGTTTAGAATTAAGACAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTAT
ACAATGTAATTGTAACAATTCATGCTTTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATCGTTA
TTGGTGGATTCGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCTGATATATCTTTTCCAC
GATTAAATAATATTAGATTTTGATTATTACCACCATCATTAATAATAATAATTTGTAGTTTTT
TAATTAATAATGGAACAGGAACAGGATGAACTATTTACCCTCCTTTATCAAATAATATTGCT
CACAATAATATTTCAGTTGACTTAACTATTTTTTCTTTACATCTAGCAGGAATTTCATCAATT
TTAGGAGCTATTAATTTTATTTGTACTATTTTAAATATAATACCAAATAATATAAAATTAAAT
CAAATTCCTCTTTTCCCATGATCAATTTTAATTACAGCTATTTTATTAATTTTATCTTTACCTG
TATTAGCAGGTGCTATTACAATATTATTAACTGATCGTAATTTAAATACATCATTTTTTGATC
CAGCAGGAGGAGGAGATCCAATCTTATATCAACATTTATTTTGATTTTTTG

>3B

ATAAAGATATTGGAACTTTATACTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGTATAATTGGATCATCCC
TTAGAATTTTAATTCGTTTAGAATTAAGACAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTAT
ACAATGTAATTGTAACAATTCATGCTTTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATCGTTA
TTGGTGGATTCGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCTGATATATCTTTTCCAC
GATTAAATAATATTAGATTTTGATTATTACCACCATCATTAATAATAATAATTTGTAGTTTTT
TAATTAATAATGGAACAGGAACAGGATGAACTATTTACCCTCCTTTATCAAATAATATTGCT
CACAATAATATTTCAGTTGACTTAACTATTTTTTCTTTACATCTAGCAGGAATTTCATCAATT
TTAGGAGCTATTAATTTTATTTGTACTATTTTAAATATAATACCAAATAATATAAAATTAAAT
CAAATTCCTCTTTTCCCATGATCAATTTTAATTACAGCTATTTTATTAATTTTATCTTTACCTG
TATTAGCAGGTGCTATTACAATATTATTAACTGATCGTAATTTAAATACATCATTTTTTGATC
CAGCAGGAGGAGGAGATCCAATCTTATATCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCC
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S4A

ATAAAGATATTGGAACTTTATACTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGTATAATTGGATCATCCC
TTAGAATTTTAATTCGTTTAGAATTAAGACAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTAT
ACAATGTAATTGTAACAATTCATGCTTTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATCGTTA
TTGGTGGATTCGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCTGATATATCTTTTCCAC
GATTAAATAATATTAGATTTTGATTATTACCACCATCATTAATAATAATAATTTGTAGTTTTT
TAATTAATAATGGAACAGGAACAGGATGAACTATTTACCCTCCTTTATCAAATAATATTGCT
CACAATAATATTTCAGTTGACTTAACTATTTTTTCTTTACATCTAGCAGGAATTTCATCAATT
TTAGGAGCTATTAATTTTATTTGTACTATTTTAAATATAATACCAAATAATATAAAATTAAAT
CAAATTCCTCTTTTCCCATGATCAATTTTAATTACAGCTATTTTATTAATTTTATCTTTACCTG
TATTAGCAGGTGCTATTACAATATTATTAACTGATCGTAATTTAAATACATCATTTTTTGATC
CAGCAGGAGGAGGAGATCCAATCTTATATCAACATTTATTTTGATTTTTTGT

>4B

ATAAAGATATTGGAACTTTATACTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGTATAATTGGATCATCCC
TTAGAATTTTAATTCGTTTAGAATTAAGACAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTAT
ACAATGTAATTGTAACAATTCATGCTTTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATCGTTA
TTGGTGGATTCGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCTGATATATCTTTTCCAC
GATTAAATAATATTAGATTTTGATTATTACCACCATCATTAATAATAATAATTTGTAGTTTTT
TAATTAATAATGGAACAGGAACAGGATGAACTATTTACCCTCCTTTATCAAATAATATTGCT
CACAATAATATTTCAGTTGACTTAACTATTTTTTCTTTACATCTAGCAGGAATTTCATCAATT
TTAGGAGCTATTAATTTTATTTGTACTATTTTAAATATAATACCAAATAATATAAAATTAAAT
CAAATTCCTCTTTTCCCATGATCAATTTTAATTACAGCTATTTTATTAATTTTATCTTTACCTG
TATTAGCAGGTGCTATTACAATATTATTAACTGATCGTAATTTAAATACATCATTTTTTGATC
CAGCAGGAGGAGGAGATCCAATCTTATATCAACATTTATTTTGATTTTTTGGT

>5A

TGGTCAACAAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATACTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGTAT
AATTGGATCATCCCTTAGAATTTTAATTCGTTTAGAATTAAGACAAATTAATTCAATTATTA
ATAATAATCAATTATACAATGTAATTGTAACAATTCATGCTTTTATTATAATTTTTTTTATAA
CTATACCAATCGTTATTGGTGGATTCGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCT
GATATATCTTTTCCACGATTAAATAATATTAGATTTTGATTATTACCACCATCATTAATAATA
ATAATTTGTAGTTTTTTAATTAATAATGGAACAGGAACAGGATGAACTATTTACCCTCCTTT
ATCAAATAATATTGCTCACAATAATATTTCAGTTGACTTAACTATTTTTTCTTTACATCTAGC
AGGAATTTCATCAATTTTAGGAGCTATTAATTTTATTTGTACTATTTTAAATATAATACCAAA
TAATATAAAATTAAATCAAATTCCTCTTTTCCCATGATCAATTTTAATTACAGCTATTTTATT
AATTTTATCTTTACCTGTATTAGCAGGTGCTATTACAATATTATTAACTGATCGTAATTTAAA
TACATCATTTTTTGATCCAGCAGGAGGAGGAGATCCAATCTTATATCAACATTTATTTTGATT
TTTTGGTCACCCTGGAAGTTTAA
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>5B

AAAAGATATTGGAACTTTATACTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGTATAATTGGATCATCCCT
TAGAATTTTAATTCGTTTAGAATTAAGACAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTAT
ACAATGTAATTGTAACAATTCATGCTTTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATCGTTA
TTGGTGGATTCGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCTGATATATCTTTTCCAC
GATTAAATAATATTAGATTTTGATTATTACCACCATCATTAATAATAATAATTTGTAGTTTTT
TAATTAATAATGGAACAGGAACAGGATGAACTATTTACCCTCCTTTATCAAATAATATTGCT
CACAATAATATTTCAGTTGACTTAACTATTTTTTCTTTACATCTAGCAGGAATTTCATCAATT
TTAGGAGCTATTAATTTTATTTGTACTATTTTAAATATAATACCAAATAATATAAAATTAAAT
CAAATTCCTCTTTTCCCATGATCAATTTTAATTACAGCTATTTTATTAATTTTATCTTTACCTG
TATTAGCAGGTGCTATTACAATATTATTAACTGATCGTAATTTAAATACATCATTTTTTGATC
CAGCAGGAGGAGGAGATCCAATCTTATATCAACATTTATTTTGATTTTTTGGCC

>6A

AAAGATATTGGAACTTTATACTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGTATAATTGGATCATCCCTT
AGAATTTTAATTCGTTTAGAATTAAGACAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTATA
CAATGTAATTGTAACAATTCATGCTTTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATCGTTAT
TGGTGGATTCGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCTGATATATCTTTTCCAC
GATTAAATAATATTAGATTTTGATTATTACCACCATCATTAATAATAATAATTTGTAGTTTTT
TAATTAATAATGGAACAGGAACAGGATGAACTATTTACCCTCCTTTATCAAATAATATTGCT
CACAATAATATTTCAGTTGACTTAACTATTTTTTCTTTACATCTAGCAGGAATTTCATCAATT
TTAGGAGCTATTAATTTTATTTGTACTATTTTAAATATAATACCAAATAATATAAAATTAAAT
CAAATTCCTCTTTTCCCATGATCAATTTTAATTACAGCTATTTTATTAATTTTATCTTTACCTG
TATTAGCAGGTGCTATTACAATATTATTAACTGATCGTAATTTAAATACATCATTTTTTGATC
CAGCAGGAGGAGGAGATCCAATCTTATATCAACATTTATTTTGATTTTTTGGCC

>6C

ATAAAGATATTGGAACTTTATACTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGTATAATTGGATCATCCC
TTAGAATTTTAATTCGTTTAGAATTAAGACAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTAT
ACAATGTAATTGTAACAATTCATGCTTTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATCGTTA
TTGGTGGATTCGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCTGATATATCTTTTCCAC
GATTAAATAATATTAGATTTTGATTATTACCACCATCATTAATAATAATAATTTGTAGTTTTT
TAATTAATAATGGAACAGGAACAGGATGAACTATTTACCCTCCTTTATCAAATAATATTGCT
CACAATAATATTTCAGTTGACTTAACTATTTTTTCTTTACATCTAGCAGGAATTTCATCAATT
TTAGGAGCTATTAATTTTATTTGTACTATTTTAAATATAATACCAAATAATATAAAATTAAAT
CAAATTCCTCTTTTCCCATGATCAATTTTAATTACAGCTATTTTATTAATTTTATCTTTACCTG
TATTAGCAGGTGCTATTACAATATTATTAACTGATCGTAATTTAAATACATCATTTTTTGATC
CAGCAGGAGGAGGAGATCCAATCTTATATCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCAC
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>TA

ATAAAGATATTGGAACTTTATACTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGTATAATTGGATCATCCC
TTAGAATTTTAATTCGTTTAGAATTAAGACAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTAT
ACAATGTAATTGTAACAATTCATGCTTTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATCGTTA
TTGGTGGATTCGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCTGATATATCTTTTCCAC
GATTAAATAATATTAGATTTTGATTATTACCACCATCATTAATAATAATAATTTGTAGTTTTT
TAATTAATAATGGAACAGGAACAGGATGAACTATTTACCCTCCTTTATCAAATAATATTGCT
CACAATAATATTTCAGTTGACTTAACTATTTTTTCTTTACATCTAGCAGGAATTTCATCAATT
TTAGGAGCTATTAATTTTATTTGTACTATTTTAAATATAATACCAAATAATATAAAATTAAAT
CAAATTCCTCTTTTCCCATGATCAATTTTAATTACAGCTATTTTATTAATTTTATCTTTACCTG
TATTAGCAGGTGCTATTACAATATTATTAACTGATCGTAATTTAAATACATCATTTTTTGATC
CAGCAGGAGGAGGAGATCCAATCTTATATCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCAC

>8A

ATAAAGATATTGGAACTTTATACTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGTATAATTGGATCATCCC
TTAGAATTTTAATTCGTTTAGAATTAAGACAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTAT
ACAATGTAATTGTAACAATTCATGCTTTTATTATAATTTTTTTTATAACTATACCAATCGTTA
TTGGTGGATTCGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCTGATATATCTTTTCCAC
GATTAAATAATATTAGATTTTGATTATTACCACCATCATTAATAATAATAATTTGTAGTTTTT
TAATTAATAATGGAACAGGAACAGGATGAACTATTTACCCTCCTTTATCAAATAATATTGCT
CACAATAATATTTCAGTTGACTTAACTATTTTTTCTTTACATCTAGCAGGAATTTCATCAATT
TTAGGAGCTATTAATTTTATTTGTACTATTTTAAATATAATACCAAATAATATAAAATTAAAT
CAAATTCCTCTTTTCCCATGATCAATTTTAATTACAGCTATTTTATTAATTTTATCTTTACCTG
TATTAGCAGGTGCTATTACAATATTATTAACTGATCGTAATTTAAATACATCATTTTTTGATC
CAGCAGGAGGAGGAGATCCAATCTTATATCAACATTTATTTTGATTTTTTGGCC
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