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OZET

KESTANE AGACI MEYVELERINDE ZARAR YAPAN BOCEK TURLERININ
GENETIK BELIRTEC ILE BELIRLENMESI VE BUNLARIN FILOGENI VE
POPULASYON GENETIKLERI: BiR PILOT BARKOD CALISMASI

Elif ASLAN
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistli Egitim Enstitiisii
Biyoloji Ana Bilim Dali
Biyoloji Tezli Yiiksek Lisans Programi
Yiiksek Lisans, Haziran/2022
Danisman: Dog. Dr. Nevran Eylem AKMAN GUNDUZ

Kestane (Castanea sativa Mill.) ekolojik ve ekonomik 6neme sahip bir tiir
olup, iilkemiz kestane iiretimi agisindan diinyada Onemli bir siralamada yer
almaktadir. Kestane {iretimi yapilan diger iilkelerde oldugu gibi, iilkemizde de
degisik hastaliklara neden olan patojenik mantarlar ve kestane ile beslenen zararl
bdcekler nedeniyle kestane iiretiminde zaman zaman 6nemli kayiplar yasanmaktadir.
Ulkemizde kestane zararlis1 patojenler iizerine yogunlasmis bazi calismalar olmasina
ragmen, kestane ile beslenen bocekler lizerine yapilan ¢alismalar nispeten azdir ve bu
tirler ile ilgili molekiiler bir ¢alisma bulunmamaktadir. Daha o6nce bir takim
morfolojik verilere dayali olarak yapilan sinirl sayidaki ¢aligmalarda, Tiirkiye’de en
onemli kestane zararlis1 olarak iki bocek tiirii verilmistir: kestane hortumlu bdcegi
Curculio elephas (Gyllenhal, 1836) (Coleoptera: Curculionidae) ve kestane i¢ kurdu
Cydia splendana (Hibner, 1799) (Lepidoptera: Torticidae). Bu zararli bocek tiirleri
%350 civarinda yillik iirin kaybina neden olmaktadir.

Bu calismada, bocekler de dahil olmak {izere cesitli hayvan gruplarinda
filogenetik 1iliskileri ve genetik yapiyr arastirmak i¢in basartyla kullanilan
mitokondrial sitokrom oksidaz alt birim I (COI) geni kullanilarak kestane ile
beslenen larvalar lizerinde bir DNA barkod caligmasi yapilmistir. Tiirkiye'nin onde
gelen iki kestane ireticisi olan Aydin ve Sinop illerinden toplanan kestane ile
beslenen larvalar i¢in COI geninin 414 ile 826 bg'lik bir kismi dizilenmistir. DNA
barkodunun bilinmeyen 6rneklerin bilinen tiirlerle eslestirilmesine yardime1 olacagi
ve boylece hizli bir sekilde tiir seviyesinde orneklerin tanimlanacagindan yola
cikarak, elde ettigimiz COI gen dizilerini GenBank veya DNA barkod veri
tabanindan COI gen dizileriyle birlestirerek {i¢ filogenetik ¢ikarim ydntemi
kullanilmigtir. COI barkodlama g¢alismamiz, Aydin ve Sinop illerinde en onemli
kestane zararlis1 boceklerin, Curculio elephas ve Cydia splendana oldugunu
gostermistir. Ayrica ¢aligmamiz Curculio glandium, Curculio venosus, Ephestia
elutella ve Cadra figulilella’ nin ¢alisma alanlarinda ¢ok yaygin olmasa da kestane
zararli bocekler oldugunu goéstermistir. Bu bulgular, filogenetik ve populasyon
parametrelerini iceren molekiiler ¢aligmalarin, bir zararlinin mevcut durumunu ve
gelecekteki potansiyelini tahmin etmek icin kullanilabilecegini gostermektedir. Bu
bilgi, daha etkili bir zararh spesifik miicadele stratejisi i¢in kullanilabilir.

Anahtar kelimeler: Castanea sativa, Kestane zararlis1 bocekler, Sitokrom oksidaz I
barkodlama, Tiirkiye



ABSTRACT

IDENTIFICATION OF INSECT SPECIES DAMAGING CHESTNUT FRUIT BY
GENETIC MARKERS AND THEIR PHYLOGENY AND POPULATION
GENETICS: APILOT BARCODING STUDY

Elif ASLAN
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Deparmant of Biology
Biology Thesis Master's Program
Master, June/2022
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Nevran Eylem AKMAN GUNDUZ

Chestnut (Castanea sativa Mill.) is a species of ecological and economic
importance, and our country is in an important ranking in the world in terms of
chestnut production. As in other chestnut producing countries, there are significant
losses in chestnut production from time to time due to pathogenic fungi that cause
various diseases and harmful insects that feed on chestnuts in Turkey. Although there
are some studies focused on chestnut pest pathogens in our country, studies on
chestnut-feeding insects are relatively few, and there is no molecular study on these
species. In a limited number of studies based on some morphological data, two insect
species have been reported as the most severe chestnut pest in Turkey: the chestnut
weevil Curculio elephas (Gyllenhal, 1836) (Coleoptera: Curculionidae) and the
chestnut tortrix Cydia splendana (Hiibner, 1799) (Lepidoptera: Torticidae). These
pests causes about 50% annual crop loss in Turkey.

In this study, a DNA barcoding study was carried out on chestnut-feeding
larvae using the mitochondrial cytochrome oxidase subunit | (COI) gene, which has
been successfully used to investigate phylogenetic relationships and the genetic
structure in various animal groups, including insects. A 414-826 bp portion of the
COl gene was sequenced for chestnut-feeding larvae collected from Aydin and Sinop
provinces, two leading chestnut producing cities in Turkey. Combining our COI gene
sequences with COI gene sequences from GenBank or DNA barcode libraries, we
used, given that the application of DNA barcoding to the matching of unknown
specimens to known species is generally straightforward, three phylogenetic
inferences for the pace of specimen identification to the species level. Our COI
barcoding study shown that Curculio elephas and Cydia splendana, were the most
abundant and widespread chestnut feeding pests Aydin and Sinop provinces.
Moreover, our study shown that Curculio glandium, Curculio venosus, Ephestia
elutella and Cadra figulilella are, although not very common, chestnut pest insects in
the study sites. These findings suggest that molecular studies, including phylogenetic
and population parameters, can be used to estimate the current status and future
potential of a pest. This information can be integrated into a more effective pest-
specific management strategy.

Keywords: Castanea sativa, Chestnut pests, Cytochrome oxidase | barcoding,
Turkey



ONSOZ VE TESEKKUR

Bu caligmada kestane agacit meyvelerinde zarar yapan bocek tiirlerinin genetik
belirteg ile belirlenmesi ve bunlarin filogeni ve populasyon genetiklerinin bir pilot
barkod g¢alismasi yapilarak incelenmesi istenmistir. Yiiksek lisans tez c¢aligmamin
gergeklestirilmesinde, degerli bilgilerini benimle paylasan, kendisine ne zaman
danigsam bana kiymetli zamanini ayirip sabirla ve biiylik bir ilgiyle bana faydal
olabilmek icin elinden gelenden fazlasini sunan, her sorun yasadifimda yanina
cekinmeden gidebildigim, giiler yiiziinii ve samimiyetini benden esirgemeyen ve
gelecekteki mesleki hayatimda da bana verdigi degerli bilgilerden faydalanacagimi
disiindiigim kiymetli danisman hocam Dog¢. Dr. Nevran Eylem AKMAN
GUNDUZ’e tesekkiirii bir borg biliyor ve siikranlarimi sunuyorum.

Tesekkiirlerin az kalacagi diger {iniversite hocalarimin, basta Prof. Dr. Islam
GUNDUZ, Prof. Dr. Unal Zeybekoglu, béliim baskanimiz Prof. Dr. Erkan YALCIN,
Ars. Gor. Sadik DEMIRTAS ve degerli arkadasim Medine OZMEN olmak iizere
bana iki buguk yillik lisansiistii hayatim boyunca kazandirdiklar her sey i¢in ve beni
gelecekte s6z sahibi yapacak bilgilerle donattiklar1 igin hepsine teker teker
tesekkiirlerimi sunuyorum. Ve son olarak calismamda destegini ve bana olan
giivenini benden esirgemeyen, beni bu giinlere sevgi ve saygi kelimelerinin
anlamlarim1 bilecek sekilde yetistirerek getiren ve benden higbir zaman destegini
esirgemeyen, bu hayattaki en biiyiik sansim olan aileme ve benim ig¢in dost
kelimesinin anlamina derinlik katarak hayatimi giizellestiren canim arkadaslarima

sonsuz tesekkiirler.

Elif ASLAN
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1. GIRIS

Tirkiye, bircok meyve tiirliniin anavatani olmasi ve meyvelerin kiiltlire
alinmasi agisindan meyvecilik i¢in 6nemli bir gen kaynagidir. Jeopolitik konumu
nedeniyle de iklim ve toprak cesitligi oldukca fazladir ve bu sayede pek ¢ok yabani
ve kiiltiire alinmis meyve tiirii i¢in yasam alani olusturmaktadir (Aydin, 2021).
Ulkemizde yetisen en onemli meyvelerden biri olan kestane (Castanea), mese

(Quercus) ve kisin yapragmi doken kayin (Fagus) agaglari ile birlikte Fagaceae

(Kayingiller) familyas icerisinde bulunmaktadir (Ozer, 2020; Soylu, 2004).

Kestanenin ilk yayilis merkezinin neresi oldugu tam olarak bilinmemesine
ragmen, farkli kaynaklara gore diinyada kiiltiire alinma yolu ile gergeklestirilen
kestane yetistiriciliginin Neolitik ¢agdan beri yaklasik 6.000 yi1l oncesinde Lidya
Uygarligi’nda ortaya ¢iktigi ve uzun siire boyunca da kestanenin “Lidya Elmas1”
adiyla anildigr bilinmektedir (Kumru, 2019). Gegmiste kestane tohumunun ¢ok
degerli olmasinin sebebi, nisasta oraninin ¢ok yiiksek olmasi ve doyurucu bir etkiye
sahip olmasidir. Eski Yunanli ve Romali yazarlar kestanenin MO. 5. yiizyilda
Anadolu’dan Yunanistan’a, oradan da Ispanya ve Giiney Italya’ya gotiiriildiigiinii
ileri stirmislerdir (Karadeniz, 2013; Soylu, 2004; Subasi, 2004). Bir kismi ise,
Anadolu'da Kastamonu (Kastanis) ilinin kestanenin ilk yayilis merkezi oldugunu ve
kestanenin admin da buradan geldigini ifade etmislerdir (Oz¢agiran vd., 2007; Soylu
2004). Son yillarda yapilan genetik arastirmalarda Bati Anadolu’daki kestane
cesitlerinin Italyan kestane cesitleri ile akraba olduklari tespit edilmistir (Kumru,
2019).

Diinyada kestane yetistiriciliginin yapildig1 bolgeler Sekil 1.1°de gosterilmistir
(Pereira-Lorenzo vd., 2012).
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Sekil 1.1. Diinyada kestane yetistiriciliginin yapildig1 bdlgeler (Pereira-Lorenzo vd., 2012)

Kestanenin bilinen 13 tiirii bulunmaktadir ve bunlarin dogal yayilis alanlart

Cin, Kore, Japonya, Tiirkiye, Giiney Avrupa, Kuzey Amerika ve Bolivya'dir

(Sabbatini Pereira vd., 2017; Soylu, 2004) (Sekil 1.1).

Kestane tiirlerinin seksiyonlarina gore ayrimi, latince ve genel isimleri ile

dogal olarak yetistikleri yerler Tablo 1.1°de gosterilmistir (Soylu, 2004).



Tablo 1.1. Farkli kestane tiirlerinin seksiyonlarma gore ayrimi, latince ve genel isimleri ile dogal
yetisme bolgeleri (Soylu, 2004)

SEKSIYON VE LATINCE ADI GENEL ADI  DOGAL YETISME ALANI

Gerc¢ek Kestane (Castanea)

Seksiyonu

Castanea mollisima BI. Cin Kestanesi Cin

Castanea crenata Sieb&Zucc Japon Kestaneleri Kore, Japonya

Castanea sativa Mill. Avrupa Kestaneleri Anadolu, Giiney Avrupa

Castanea dentata Borkh. Amerikan Kestaneleri ABD’nin Dogusu

Castanea seguinii Dode Amerikan Kestaneleri Cin

Castanea davidii Dode Seguin Kestanesi Cin

Balanocastanon Seksiyonu

(Chinkapin)

Castanea pumila Mill. ABD’nin Giineydogusu,
Virginia

Castanea ozarkensis Ashe Arkansas, Missouri

Castanea ashei Sudw. Kuzey Karolina, Florida

Castanea alnifolia Nutt. Georgia, Florida

Castanea floridana Ashe Florida, Texas, Georgia

Castanea pauscispina Ashe ABD’nin Giineydogusu

Hypocastanon Seksiyonu

Castanea henryi Rehd Wils. Giineybat1 Cin

Kestane tiirleri arasinda yer alan 4 tiir ekonomik agidan oldukca degerlidir. Bu
tirlerden ilki olan Castanea sativa Mill. Avrupa Kestanesi olarak bilinir ve Anadolu
ile Giiney Avrupa’da, ikinci tiir Castanea mollissima Bl. (Cin Kestanesi) Cin’de,
ticlincii tiir Castanea crenata Sieb&Zucc (Japon Kestanesi) Japonya ve Kore’de ve
Castanea dentata Borkh. (Amerikan Kestanesi) ise ABD’nin dogusunda
yetismektedir (Kendir vd., 2016). Kestane tiirleri meyve, aga¢ ve yaprak 6zellikleri
bakimmdan degisiklik gostermektedir. Ulkemizde yetisen kestaneler “Avrupa
Kestaneleri” grubunda yer alir ve ilk kez 1768 yilinda Miller tarafindan, Castanea
sativa olarak adlandirilmistir (Davis, 1988). Avrupa Kestanesi yayilma alani en genis
olan kestane tiirii olup diinya iizerinde Hazar Denizi’'nden Atlas Okyanusu’na kadar
uzanan genis bir yayilis alanina sahiptir (Conedera vd., 2016) (Sekil 1.2). Bu kestane
tiiriiniin 6zellikle Fransa, Isvigre, Italya ve Tiirkiye basta olmak iizere Bulgaristan,
Arnavutluk, Yunanistan, Giircistan, Azerbaycan, Ispanya, Portekiz ve Romanya gibi

tilkelerde de yayilis gosterdigi goriilmektedir (Yaltirik, 1993; Yilmaz, 2014).
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Sekil 1.2. Castanea sativa Miller tiiriiniin diinya tizerindeki yayilis1 (Conedera vd., 2016)

Kestane agaglar1 25-30 m uzunlukta olabilen ve 1000 yasina kadar yasayabilen
¢ok uzun Omiirlii agaclardir (Yaltirik, 1993). Olduk¢a uzun Omiirlii olmalari
nedeniyle yurdumuzda anit agac¢ niteligi kazanmis bircok kestane agaci vardir.
Agaclarin dallart kuvvetli olup, tomurcuklar1 diger tiirlerinkinden daha iri, koyu
kirmizi, yuvarlak ve oval sekildedir. Yapraklarin kenarlar: testere disli ve sert yapili
olup, iist yiizeyleri koyu, alt yiizeyleri ise agik yesil renktedir. Ciceklenme
yapraklarin olusumunu takiben ilkbahara dogru baslar. Meyve kabugu kahverengi
tonlarindadir, meyveleri iridir ve bir yumak (kirpi) igerisinde genellikle 2-3 adet
kestane meyvesi bulunmaktadir. Baz1 cesitlerde tohum zari tohuma yapisik bir

sekilde yer alir (Anonim, 2021) (Sekil 1.3).



Sekil 1.3. Kestane agaglariin gévde yapisi, yapraklari, ¢igeklenme durumu ve meyvesi (Anonim,
2021)

Kestane agaglar1 eski ¢aglardan beri insanlar tarafindan barinma, yakacak
hammadde, beslenme gibi temel ihtiyaglarin giderilmesinde kullanilmistir (Soylu,
2004). Kestane agaglarmin ekonomik anlamda en Onemli driini sliphesiz ki
meyvesidir (Akyiiz, 2019). Zengin karbonhidrat, mineral ve vitamin icerigine sahip
olan bu meyvelerin enerji degeri oldukca yiiksektir ve uzun siire tok tutma o6zelligine
sahiptir. Eski donemlerde ormanlik alanlarda yasayan ve yeterince bugday ununa
sahip olmayan insan topluluklar1 icin kestane agaglart temel besin kaynagim
olusturdugundan “ekmek agaci1” olarak adlandirilmistir. Yetistigi mevsim nedeniyle
kestane “hilizniin meyvesi” ve bazi yorelerde “daglarin ekmegi” olarak da
nitelendirilmistir. Meyveler ¢ig olarak, suda haglanarak ya da ateste pisirilerek
tiikketilebilir. Ayrica konserve, marmelat, piire, ezme, sekerleme, pasta, biskiivi, un ve
ekmek yapimi gibi farkli tiikketim yollar1 da bulunmaktadir (Ferreira-Cardaso vd.,
1999). Kestane bali, astim hastaliginin tedavisinde, oksiiriigiin giderilmesinde, yanik
yaralarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Kestane agaci, ahsap sanayisinde suya ve
darbelere kars1 dayaniklilik ve dekoratif 6zellikleri bakimindan ¢ok kullanisli olmasi
sebebiyle kereste triinii olarak tretilip kullanilmaktadir (Conedera vd., 2004;

Gilimiisdere, 1994). Ayrica kestane agaclari, ekolojik ve peyzaj amacgli olarak
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kullanilmakta, agacinin siirgiinlerinden el aletleri yapilarak iilkemize ekonomik
acidan katki saglanmaktadir (Anonim, 2021). Bu kullanim alanlart diginda, odun ve
odun komiirii yapiminda hammadde olarak kullanilmaktadir. Boya sanayisinde de
onemli bir yere sahip olan kestane agacindan; dalinda, yapraginda, meyvesinde ve
kabugunda bulunan tanen maddesi sayesinde kahverengi renk elde edilmektedir. lac
ve kozmetik yapiminda ise biiylikk oranda agaglarin yaprak ve ciceklerinden
yararlanilmaktadir. Kestane agaclarinin yiiksek verime sahip olmasi, meyvelerinin
tikketime hazirlanmasinin kolay olmasi, dogal ortamda iyi yetismesi, meyvelerin yag
igeriginin diisiik, buna karsin vitamin bakimindan zengin olmasi ve gluten
icermemesi (Ozellikle ¢olyak hastalar1 icin besin kaynagi) nedeniyle insanlarin

zamanla bu agaglara olan ilgisi artmistir (Aydin, 2021; Seferoglu, 2012).

FAO (Gida ve Tarim Orgiitii) verilerine gére diinyadaki kestane iiretim orani
2018 yilinda bir onceki yila gore %?2.5 oraninda artarak yaklasik 2.4 milyon tona
ulagsmistir. Bu verilere gore, 2018 yilinda Cin Halk Cumbhuriyeti yaklasik 1.97
milyon tona ulasarak, %83.50 oran ile diinya kestane iiretiminde 1. sirada yer aldigt
goriilmektedir. Diinya kestane tiretiminde Bolivya 2. sirada, Tirkiye ise yaklasik 64
bin tona ulasarak %2.70 orani ile 3. sirada yer almaktadir (Anonim, 2022; Freitas
vd., 2021) (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4. FAO verilerine gore diinyada kestane tiretim oranlart (Anonim, 2022; Freitas vd., 2021)



Tirkiye’de Ege, Karadeniz ve Marmara Boélgeleri kestane yetistiriciliginin en
fazla yapildig: yerlerdir (Soylu, 2004; Yiiksel vd., 2020). Ulkemizde kestane iiretimi
genellikle ormanlarda kendiliginden yetisen agaclardan ya da asilama yolu ile
yetistirilen kestane agaclarindan yapilmaktadir (Serdar vd., 2014). Aydin ve izmir
illeri kestane iiretiminde ilk siralarda yer alan illerdir. Bu illeri Kastamonu, Sinop,

Kiitahya, Denizli, Bursa ve Zonguldak illerinin izledigi goriilmektedir (Aydin, 2021)
(Tablo 1.2).

Tablo 1.2. Ulkemizde bazi illerde yillara gore kestane iiretim miktarlar1 (Ton) (Aydin, 2021)

ILLER 2004 2010 2017 2018 2019
Aydin 15.424 18.605 24.304 26.248 32.232
[zmir 8.077 8.659 11.542 11.610 12.168
Kastamonu 3.278 9.225 3.124 3.126 3.125
Sinop 4.497 4.504 3.755 3.655 3.676
Kiitahya 3.068 2.374 2.075 1.988 1.999
Denizli 1.025 1.487 1.898 1.761 1.777
Bursa 1.159 1.455 1.990 1.822 1.820
Zonguldak 1.406 1.407 1.246 1.295 1.307
Istanbul - 50 40 45 30
TURKIYE 49.000 59.171 62.904 63.580 72.655

Tiirkiye’de yetisen kestane tiirlinlin meyve kalitesi ¢ok iyi olmakla birlikte,
zararl tiirlere ve hastaliklara kars1 dayanikliligi Castanea mollissima (Cin Kestanesi)
ve Castanea crenata (Japon Kestanesi) tilirlerine oranla daha disiiktiir (Pereira-
Lorenzo vd., 2012). Bu nedenle bazi yillarda ciddi iiriin kayiplari ortaya ¢ikmakta ve
bu durum Tiirkiye’nin kestane iireten iilkeler siralamasindaki yerinin degismesine

neden olmaktadir.

Ulkemizde kestane zararlisi tiirler ve bu tiirlere karsi degisik miicadele
yontemleri ile ilgili olarak bazi yapilmis ¢alismalar bulunmaktadir (Akga vd., 2016;
Coskuncu ve Mert, 2011; Demir, 2012; Karagéz vd., 2009; Toksoz vd., 2017; Yildiz,
2020). Daha ziyade morfolojik verilere dayali olarak yapilan smirli sayidaki
calismada, Tiirkiye’de en 6nemli kestane meyve zararlisi olarak 6zellikle iki bocek
tirti belirtilmistir: Kestane hortumlu bocegi Curculio elephas (Gyllenhal, 1836)
(Coleoptera: Curculionidae) ve kestane i¢ kurdu Cydia splendana (Hiibner, 1799)
(Lepidoptera: Torticidae) (Coskuncu ve Mert, 2011; Karagoz vd., 2009; Tuncer ve



Serdar, 1996). Larvalar1 kestane ile beslenen bu bdcek tiirlerinin %50’ye varan
oranda iirlin kaybina neden oldugu rapor edilmektedir. Kestane meyve zararlilar ile
ilgili olarak yapilan caligmalar arasinda zararli tiirlerin belirlenmesine yonelik
molekiiler ¢alismaya rastlanilmamustir. Bu bilgilerden yola ¢ikilarak tez ¢alismasinda
Tirkiye’de kestane iiretimi yapilan iki farkli ilden (Aydin ve Sinop) toplanan
kestanelerden elde edilen larvalarda mitokondrial DNA sitokrom oksidaz alt {inite I
(COI) gen bolgesi dizileri kullanilarak DNA barkodlama galismasi yapilmasi ve
boylece zararli bocek tiirlerinin molekiiler belirteg¢ yardimiyla belirlenmesi

amagclanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI

Akea vd. (2016), Samsun ili kestane agaglarinda ilk kez goriilen Yaprak biti
Lachnus roboris (Linnaeus, 1758) (Hemiptera: Aphididae) 6rneklerinin laboratuvar

kosullarinda morfolojik 6zelliklerini incelemislerdir.

Avtzis vd. (2013), son yillarda Yunanistan’da Cryphonectria parasitica mantar
tiirliniin neden oldugu kestane kanseri ve kestane ile beslenen zararlilar nedeniyle
tiretimde 6nemli bir azalma goriildiiglinii belirtmislerdir. Bu problemlerden kestane
kanseri kismen kontrol altina alinmig olmasina ragmen, kestane ile beslenen zararl
tirler konusuna Yunanistan’da daha az Onem verildigini ifade etmislerdir. Bu
calismada genetik belirtegler kullanilarak kestane agaclarinda beslenen tiirlerin
teshisi ve dagilislarinin  belirlenmesi amaglanmigtir. Calisma sonunda Cydia
splendana ve Curculio elephas tiirlerinin yan1 sira Cydia fagiglandana, Curculio

glandium ve Curculio sp.’nin var oldugu belirlenmistir.

Avtzis ve Cognata (2013), calismalarinda Yunanistan’da Curculio elephas
tirtiniin genetik yapisini arastirmiglardir. Yapilan ¢alismada bu tiirlin populasyon
yapisinin bilinmesinin zararlinin gelecekte kontroliinde yardimci olabilecegi ifade

edilmistir.

Coskuncu ve Mert (2011), Bursa, Balikesir ve Kocaeli illerinden 6rneklenen 24
farkli kestane c¢esidinde zarar olusturan bdcek tiirlerini ve meyvedeki kurtlanma
oranlarin1 arastirmiglardir. Arastirma sonucunda Cydia splendana ve Curculio
elephas tiirlerinin meyvelerde zarara neden oldugu, ayrica erken donemde kestane

kirpi giivesi Pammene fasciana larvalarina da rastlandigini belirlenmistir.

Demir (2012), yiiksek lisans tez ¢alismasinda kestane meyve kurdu Curculio
elephas (Coleoptera: Curculionidae) ve haziran bocegi Polyphylla fullo (Coleoptera:
Scarabaeidae) larvalarmma karsi farkli konsantrasyonlarda farkli entomopatojen
nematod tiirlerini kullanarak 50 ve 100 infektif jiivenil etkinliklerini arastirmistir.
Calisma sonucunda, Heterorhabditis bacteriophora ve Steinernema weiseri nematod
tiirlerinin kombinasyonu kullanildiginda Curculio elephas larvalarina karsi basari
oranmnin arttigl, buna karsin Polyphylla fullo larvalarina karsi entomopatojen

nematodlarin etkinliklerinin ¢ok diisiik oldugu belirlenmistir.

Karagoz vd. (2009) calismalarinda Tiirkiye’de kestane meyvelerinin iki dnemli

zararlist olan Cydia splendana ve Curculio elephas tiirleri ile miicadele igin {i¢ farkl
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entamopatojenik nematod tiirtinii (Steinernema feltiae, S. weiseri ve Heterorhabditis
bacteriophora) kullanmiglardir. Her iki zararhi tiirii i¢in farkli sicakliklarda
infeksiyon i¢in optimum sicaklik, konagn oliim siiresi ve nematodlarin lireme
potansiyelleri belirlenmistir. Calisma sonucunda Cydia splendana tiiriiniin Curculio
elephas tiiriine gore nematod enfeksiyonuna karsi daha duyarli oldugu belirlenmis,
sicakligin entomopatojenik nematodun infektivitesi ve gelisimi i¢in 6nemli bir etken

oldugu da ifade edilmistir.

Marvaldi (2003), Giiney Amerika’da Coleoptera takimimin Curculionoidea tist
familyasina ait larvalarin teshisi i¢in dis morfolojik oOzellikleri ve beslenme

aliskanliklarini esas alan teshis anahtar1 hazirlamistir.

Ovcharov vd. (2007), Bulgaristan’da Castanea sativa Mill. tiiri ile iliskili
toplam 82 =zararli tiir belirlemislerdir. Bu tiirler Homoptera, Coleoptera ve
Lepidoptera olmak iizere ii¢ takima aittir. Cerambycidae ve Curculionidae
familyalarina ait tiirlerin ¢ogunlukta oldugunu da belirtmislerdir. Ayrica, en énemli
zararl tiiriiniin Curculio elephas oldugu ve bu tiiriin meyve tiretimine biiyiik 6lgiide

zarar verdigi ifade edilmistir.

Paparati ve Speranza (2004), ¢alismalarinda Italya’da Curculio elephas (Gyll.)
ve Curculio propinquus (Desbr.) tiirlerinin kestane yetistiriciliginde énemli bocekler
oldugunu ve yildan yila degismekle Dbirlikte iirin  %60-70 oraninda
etkileyebildiklerini belirtmiglerdir. Caligmada C. propinquus tiiriiniin biyolojisinin
yant sira ergin bocekleri toplama teknikleri, zararli kontrol yontemleri ve soguk su

tekniginin liriin istilas1 tizerindeki etkileri arastirilmistir.

Sabbatini vd. (2017), derleme c¢alismalarinda Castanea cinsinin diinyada
bilinen 12 tiiri oldugunu, bunlar arasinda Castanea sativa Mill., Castanea
mollissima BI. ve Castanea crenata Sieb&Zucc tiirlerinin kereste ve meyve saglama
agisindan en Onemli tiirler oldugunu belirtmislerdir. Ozellikle Castanea sativa
tiriiniin meyvelerinin oldukca yiiksek ekonomik degere sahip olmasi nedeniyle saf
tiir ya da hibrit olarak kiiltiirel yetistiriciliginin yapildigini ifade etmislerdir. Ayrica
bu derleme c¢aligmasinda Kuzey Amerika ve Dogu Asya’da Castanea tiirlerine
saldirdig1 belirlenmis 150°den fazla fitofaj bocek tiirii listelenmistir. Bu tiirlerin
Avrupa Kestane’lerine ulasma ve miimkiin olan zarar verme riskleri bu ¢aligsmalara

dayandirilarak agiklanmaya calisilmistir. Bu kapsamda listede yer alan zararl tiirler
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diisiik risk, orta risk ve yiiksek risk olmak iizere ii¢ risk kategorisinden birine

yerlestirilmistir.

Speranza (1998), calismasinda Orta italya’da Castanea sativa Mill. tiiriiniin
kiltiire alimimin arttigini ve kestane bahgelerinde bitki saglig ile ilgili konularin ele
alinmasinin gerekli oldugunu belirtmistir. Bu konuda en acil sorun olarak {iretimi
dogrudan etkileyen fitofajlarin varligina dikkat ¢ekmeye caligmistir. Bu {irlini
etkileyen en 6nemli fitofajlar; Curculio elephas Gyll., Pammene fasciana L., Cydia
fagiglandana (Zell.), Cydia splendana L. tiirleridir. Bu tiirler arasinda yer alan
Curculio elephas’in iiriiniin %90 kadarina saldirabildigi ve tiim verimi etkiledigi,
Cydia splendana istilasinin da tiretimi etkiledigini ancak bunlarin etkilerinin
Curculio elephas ile karsilastirildiginda daha diisiik oldugu belirtilmistir. Calismada
zararli popiilasyonunu kontrol altina almak i¢in yeni entegre kontrol metodlarinin

olusturulmasi gerektigi belirtilmistir.

Toksoz vd. (2017), Tiirkiye’nin diinyadaki kestane iiretiminde 6nemli bir paya
sahip oldugunu ve zararl tiirlerin iiretimi etkileyen énemli bir faktér oldugunu ifade
etmislerdir. Calismada 2 yasindaki kestane agaclarinda 4 farkli hibrit kestane
genotipinde Ambrosia tiirlerinin yaptig1 zarar oranlar1 belirlenmeye ¢alisilmistir.
Calisma sonucunda A 14 genotipinin Ambrosia tiirlerine karsi diger tiim gruplardan

daha hassas oldugu belirlenmistir.

Tuncer ve Serdar (1996), Sinop ilinde Cydia splendana ve Curculio elephas
tiirlerinin kestane meyvelerinde kurtlanmaya neden oldugunu ve Sinop genelinde
Cydia splendana i¢in kurtlanma oraninin Curculio elephas tiiriine oranla daha

yiiksek oldugunu belirlemislerdir.

Yildiz vd. (2020), olduk¢a 6nemli bir kestane zararlisi olan gal arisinin son
olarak Zonguldak ve Bartin illerinde yapilan arazi surveylerinde sinirli bir yayilisa
sahip oldugunu ve bir an Once miicadele c¢alismalarina baglanmasinin gerekli

oldugunu ifade etmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Ornekleme ve Toplam DNA izolasyonu

Tiirkiye'nin 6nemli kestane iiretim illerinden ikisi oldugu bilinen Aydin ve
Sinop (Sekil 3.1) illerinden toplanan kestaneler kavanozlar igerisinde laboratuvar
ortamina getirilerek, bunlardan kestane zararlis1 bocekler tarafindan parazitlenenler
secilmis (Sekil 3.2) ve steril bistiiri yardimi ile agilan kestanelerden bocek larvalart
cikarilarak, toplam DNA izolasyonu yapilana kadar larvalar -40°C’de steril posetler
icinde saklanmistir. Calisma kapsaminda Aydin’dan 21 ve Sinop’tan 22 adet larva

kullanilmistir (Tablo 3.1).
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/

Sekil 3.1. Kestane zararlis1 bocek larvalarinin 6rneklendigi lokaliteler
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Sekil 3.2. Kestane zararlis1 bocekler tarafindan parazitlenmis kestane 6rnekleri

Tablo 3.1. Larva drneklerinin toplandigi lokalite ve 6rnek numaralari

Lokalite Birey No
AYDIN

NAZT1_AYD
NAZT3_AYD
NAZT5_AYD
NAZT6_AYD
NAZT7_AYD
NAZT8_AYD
NAZT9_AYD
NAZT10_AYD
NAZT11_AYD
NAZT12_AYD
NAZT13_AYD
NAZZ1 _AYD
NAZZ2_AYD
NAZZ3 AYD
NAZZ4 AYD
NAZZ5_AYD
NAZZ6_AYD
NAZZ7_AYD
NAZZ8_AYD
NAZZ9_AYD
NAZZ10_AYD
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SINOP

0ZT1_SIN
0ZT2 SIN
O0ZT3 SIN
0ZT4 SIN
OZT5 SIN
OZT6 SIN
SINT1_SIN
ERT1_SIN
ERT2 SIN
ERT3_SIN
ERT4 SIN
ERT5 SIN
0zz6 SIN
SINZ1 SiN
SINZ3_SIN
SINZ4 SIN
SINZ5_SiN
SINZ7 SIN
SINZ9 SIN
SINZ10 SIN
SINZ11 SIN
SINZ14 SIN

DNA izolasyonu yapilacak bocek larvalart 3x3 cm ebatlarinda
numaralandirilmig, steril plastik tartma kaplarina alinmistir. Bu orneklerden
PureLink Genomic DNA Kit (Thermo Scientific)’i kullanilarak ve kitle gonderilen
protokol takip edilerek, Spin-Column yontemiyle asagida Ozetlenen asamalar ile

toplam DNA izole edilmistir:

Larvanin abdomen kisminin yaklasik 3-4 mm’lik boliimii steril bir bistiiri
yardimiyla kesilerek plastik bir tarti kabina alinmis ve ayni bistiiri yardimiyla alinan
doku parcasi kiicik pargalara ayrilmistir. Tamamen pargalanan doku,
numaralandirilmis 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerinin i¢ine aktarilarak iizerine 180
ul Digestion Soliisyon ve 20 ul Proteinaz K eklenerek bir vorteks yardimiyla

yaklasik 5-6 saniye siire ile karistirilmistir.
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Mikrosantrifiij tiiplerinin agizlari streg film ile iyice sarilarak 6nceden 55 °C’ye
ayarlanan su banyosuna transfer edilmis ve burada yaklasitk 6 saat siire ile
inkiibasyona birakilmis, bu siire zarfinda tiipler su banyosundan her 3 saatte bir

cikarilarak vorteks ile karistirilmistir.

Bu inkiibasyon siiresinin ardindan tiipler su banyosundan ¢ikarilarak 5 dakika
stire ile vortekslenmis ve her bir tiipe 20 pl RNase A soliisyonu eklenip

karistirildiktan sonra oda sicakliginda 2 dakika bekletilmistir.

Bunun ardindan tiiplere 200 pl Lysis Tamponu eklenerek 4-5 saniye
karistirilmis ve ardindan her bir tiipe 200 ul %96°lik EtOH eklenerek tiiplerin her biri

5 saniye boyunca vortekslenmistir.

Daha sonra tiip icerikleri dnceden hazirlanmis ve steril mikrosantrifiij tiiplerine
yerlestirilmis olan PureLink Genomic DNA Purification Column’lara yavas bir

sekilde pipetlenerek agizlar1 iyi bir sekilde kapatilmasinin ardindan, tiipler

10000xg’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

Spin Column’lar yeni mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmis, bir dnceki tiiplerdeki
stipernatant atilmistir. Her bir Spin Column tizerine 500 pl Wash Buffer I soliisyonu

eklenmis ve ardindan tiipler 10000xg’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

Spin Column’lar yeni mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmis, bir dnceki tiiplerdeki
stipernatant atilmistir. Spin Column’lar iizerine 500 pl Wash Buffer Il soliisyonii
eklenerek ardindan 14000xg’de 3 dakika santrifiij edilmistir.

Spin Column’lar 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmig ve bir onceki
tiiplerdeki siipernatant atilmistir. Column’lar tizerine 100 pl PureLink Genomic DNA
Elution tamponu yavasca eklenmis ve oda sicakliginda 1 dakika bekletilmesinin
ardindan 13000xg’de 1 dakika santriflij edilmistir. Column’lar atilarak igerisinde
toplam DNA bulunan tiipler molekiiler ¢aligmalarda kullanilmak iizere -40 °C’de

saklanmugtir.

3.2.  Yeterli Konsantrasyonda Toplam DNA Yapildiginin Kontrol

Edilmesi

Molekiiler ¢aligsmalarda kullanilacak olan toplam DNA’nin  yeterli
konsantrasyonda izole edilip edilmedigini ve aym zamanda Kkalite ve

konsantrasyonun belirlemek igin Colibri Microvolume Spectrometer (Thermo
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Scientific) cihazi kullanilmistir. Bunun ig¢in spektrometrenin 6rnek koyma kuyucugu
yumusak bir peceteye emdirilmis saf su ile iyice temizlenmis ve ardindan kuyucuga
1 pl PureLink Genomic DNA Elution tamponu (kor) pipetlenenerek kalibre
edilmistir. Ardindan kuyucuk yumusak bir pecete yardimiyla kurulandiktan sonra her
bir Ornege ait toplam DNA’lardan 1 pl pipetlenerek Orneklerin DNA
konsantrasyonlar1 6l¢iilmiis ve kaydedilmistir. Buna ilave olarak, yiiksek molekiiler
agirlikli DNA’nin izole edildiginden emin olmak igin saflagtirilan DNA’lar agaroz
jel elektroforezinde yiiriitiildiikkten sonra goriintiilenmistir. Bunun igin %1.5
yogunlugunda 100 ml 1 x TBE tampon i¢inde eritilereck hazirlanan agaroz jel
sogutulmasinin pesinden, drnek sayisi ile orantili biiyiikliikte ve plastik tarak igeren
plastik kaliplara dokiilerek yaklasik 40 dakika yogunlagmasi igin bekletilmistir.
Ardindan, her 6rnek i¢in numaralandirilmis 100 pl’lik eppendorf tiipleri igerisine 3
ul yiikleme tamponu Orange G, 1 pl %3’ik GelRed® Nucleic Acid Gel Stain
(Biotium) ve 5 pl DNA konduktan sonra karigtirilmis ve 6000xg’de 1 dakika
santrifiij edilmis Ornek serisi hazirlanmigtir. Daha sonra, dnceden hazirlanmis olan
agaroz jelden tarak ¢ikarilarak jel igerisinde uygun 100 ml 1 x TBE tampon bulunan
tank icerisine konulmus ve agaroz jel lizerinde bulunan kuyucuklara her bir 6rnek
i¢in hazirlanan karigim yavas bir sekilde pipetlenmis, en son kuyucuga ise 100 baz
cifti (bg) belirtec (DNA Molecular Weight Marker VI, 0,15-2,1 kb, Roch)
pipetlenmistir. Tankin elektrik baglantilar1 yapilarak 6rnekler, 90-100 Volt ve 50 mA
giic kullanilarak 45 dk elektroforez tankinda yliriitiilmiistiir. Ardindan tanktan
¢ikarilan jel ultraviyole (UV) 6zellikli goriintiileme sistemi (Syngene, Gene Genius,

Bio Imaging System) kullanilarak fotograflandirilmistir.
3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR Reaksiyonlarr)

Hem Microvolume Spectrometer hem de agaroz jel elektroforez yontemiyle
PCR yapilacak derecede kaliteye sahip oldugu belirlenen DNA’lar kalip olarak
kullanilarak, mitokondrial DNA’nin sitokrom oksidaz 1 (CO I) geninin 826 baz
ciftlik (b¢) kismi Jerry (C1-J-2183 5’-CAACATTTATTTTGATTTTTTGG-3’) ve
Pat (L2-N-3014 5°- TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA-3’) (Simon vd., 1994)
primerleri ve Sekil 3.3, Tablo 3.2 ve Tablo 3.3’de verilen PCR stratejisi kullanarak

Applied Biosystems™, SimpliAmp™ Thermal Cycler marka PCR cihazinda
cogaltilmistir.

16



NADH-2

€ 2N-3014
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PCR iiriinii 826 bg

P 0102183

Sekil 3.3. COI geninin ilgili kismini ¢ogaltmak i¢in kullanilan PCR stratejisi

Tablo 3.2. PCR reaksiyonlari igin hazirlanan master karigiminin igerigi

PCR PROGRAMINDA KULLANILAN MASTER KARISIMININ YAPISI

Elementler

ddH.O (Distile Su)

10X Taq Tamponu

C1-J-2183

L2-N-3014

dNTP

MgCl,

Tag DNA Polimeraz

DNA

Kullanilan Miktar
(50 pL icin)

29.75 ul

Sul

Sul

5ul

1 ul
3ul

0.25 pl

1 ul

Karisimin Son Kullanilan
Konsantrasyonu Elementlerin
Markasi
Gerektigi kadar
Thermophilic DNA
Polymerase
10 pmol/pl
10 pmol/ul
Sigma
25 pmol/pl

Thermo Scientific
Dream Taq
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Tablo 3.3. Kullanilan PCR dongii detaylari

REAKSiYON ASAMASI ZAMAN (SANIYE)  SICAKLIK (°C)
30 Kez

DNA Zincirlerinin Ayrilmasi (Denaturing) 150 94
Primerlerin Baglanmasi (Annealing) 50 52
Zincirlerin Uzamasi (Extension) 65 72
DNA Zincirlerinin Ayrilmasi 40 94
Primerlerin Baglanmasi 50 52
DNA Zincirinin Uzamasi 480 72
Soguma Asamasi Stiresiz 4

3.4. PCR Uriinlerinin Saflastiriimas

C1-J-2183 ve L2-N-3014 primerleri ile PCR reaksiyonlar1 basar1 ile
gerceklestirilmis Ornekler QIAGENE firmasina ait QIAquick adli kit ve firmanin

onerdigi ve asagida kisaca 6zetlenen protokol kullanilarak saflagtirilmistir:

5:1 oraninda PBI ve PCR firiinii 1500 pl’lik steril tiiplerde karistirilarak bu
icerik daha sonra 2000 pl’lik tiiplere yerlestirilmis olan QIAquick Spin
Column’larina pipetlenmistir. Tiipler 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

Tiipler atilarak Column’lar 2000 ul’lik yeni toplama tiiplerine yerlestirilmis ve
Column’lara 0.75 ml PE tamponu eklenerek tiipler 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edilmistir.

Tiipler yeniden atilarak Column’lar 2000 pl’lik yeni tiiplere aktarilmig ve

12000 rpm’de 1 dakika siire ile tekrar santrifiij edilmistir.

Column’lardan DNA’nin salinimmi saglamak ig¢in, Column’lar 1500 pl’lik
yeni tiiplere aktarilmis ve tizerine 50 ul EB tamponu eklenerek 8000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edilmistir. Column’lar atilarak PCR {iriinleri igeren tiipler kisa siireli

kullanim i¢in +4 °C’de saklanmustir.
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Saflagtirma siirecinin ardindan, bu PCR fiiriinlerinin kalitesini ve PCR f{iriin
biiyiikliigiinii  belirlemek i¢in iki ydntem kullamlmustir. Ilk olarak %1.5
yogunlugunda 100 ml 1 x TBE tampon i¢inde eritilerek hazirlanan agaroz jel
hazirlanmis ve 100 ul’lik eppendorf tiipleri igerisine 3 pl yiikleme tamponu Orange
G, 1 pl %3’k GelRed® Nucleic Acid Gel Stain (Biotium) ve 5 pl PCR iirlinii
konduktan sonra karigtirllmis ve 6000xg’de 1 dakika santrifiij edilmis 6rnek serisi
hazirlanmistir. Daha sonra bu ornekler agaroz jel tlizerinde 100 bg’lik (baz cifti)
belirteg (DNA Molecular Weight Marker VI, 0,15-2,1 kb, Roch) ile yan yana, 90-100
Volt ve 50 mA gii¢ kullanilarak 45 dk elektroforez tankinda yiiriitiilmiistiir. Ardindan
tanktan ¢ikarilan jel ultraviyole (UV) Ozellikli gorlintiileme sistemi ile
fotograflandirilmustir. ikinci olarak, her bir bireye ait PCR iiriiniinden 1 pl almarak
ve EB tamponu kor olarak kullanilarak mikrovolume spektrometre ile kontrol
edilmistir. Kalitesi iyi (60-100 ng/ul) olan PCR firiinleri DNA dizilemesinde

kullanilmak tizere stok olarak -40 °C’de saklanmustir.

3.5. DNA Dizileme Islemi ve Ham Verilerin Edit Edilerek Konsensus

Dizilerin Olusturulmasi

Mitokonrial DNA’nin sitokrom oksidaz I geninin dizileme islemleri ABI
3730XL kapillar otomatik sistem kullanilarak Macrogen Firmasina (Hollanda)
hizmet alim1 ile yaptirilmistir. Dizileme islemleri i¢in yukarida detaylar1 verilen PCR
primerleri (C1-J-2183 ve L2-N-3014) kullanilmis ve ilgili fragment iki yonlii ve st

iste ¢akisan diziler verecek sekilde dizilenmistir.

Her bir birey i¢in elde edilen ham DNA dizileri (elektroferogram)
Sequencher® (Gene Codes, Ann Arbor, MI) programina aktarilarak hizalanmis, her
bir baz tek tek gézden gegirilerek edit islemleri yapilmistir. Gerekli diizeltmeler ve
primer baglanma bolgelerinin kesilip ¢ikarilmasmin ardindan, her bir bireye ait 826
b¢ (Coleoptera) veya 414 bg (Lepidoptera) temiz bir bi¢imde okunmus konsensus
dizi elde edilmistir. Bu konsensus diziler daha sonra yapilacak molekiiler

analizlerinde kullanilmak {izere FASTA formatinda kaydedilmistir.
3.6. Molekiiler Analizler
3.6.1. DNA Veri Matrisi Hazirlanmasi

Aydin’dan 21 ve Sinop’tan 22 larvanin FASTA formatindaki COI dizileri
oncelikle BOLD (The Barcode of Life Data System: https://boldsystems.org/) ve
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GenBank-BLAST (Basic Local Alignment Search Tool:
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) veri tabanlarina aktarilarak dizi benzerlik
analizine tabi tutulmustur. Bu benzerlik analizleri sonucu elde edilen COI dizilerinin
iki bocek takimina (Coleoptera ve Lepidoptera) dahil olduklarinin belirlenmesinin
ardindan, her bir dizinin bu bdcek takimlari iginde hangi taksona ait olabilecekleri
degerlendirilerek, MacClade ver. 4.08 (Maddison and Maddison, 2000) programi
yardimiyla Coleoptera ve Lepidoptera takimlarina ait iki DNA matrisi hazirlanarak

bu matrisler daha sonraki molekiiler analizlerde kullanilmastir.
3.6.2. COI Verisine Uyan Iyi Baz Degisikligi Modelinin Belirlenmesi

Hazirlanan bu Coleoptera ve Lepidoptera DNA matrisleri jModeltest 2
(Darriba vd., 2012) programina aktarilarak burada segenek olarak sunulan Akaike
Information Criterion (AICc) (Akaike, 1973; Akaike, 1974) algoritmasi1 kullanilarak,
her bir veri i¢in en iyi baz degisim modeli bulunmustur. Belirlenen bu modeller
model kullanimi1 gerektiren filogenetik analizlerde kullanilarak evrimsel agaglar

olusturulmustur.
3.7.  Filogenetik Analizler

Taksonlar arasi evrimsel iligkiyi ortaya koymak i¢in ti¢ farkli evrimsel agag
tiretme yaklasimi kullanilmistir: Uzaklik metodu (Neighbour Joining-NJ) (Saitou and
Nei, 1987), Maksimum Likelihood metodu (ML) (Felsenstein, 1981) ve Maksimum
Parsimoni metodu (MP) (Fitch, 1971). Her biri ile elde edilen agaglarin topolojileri
incelenerek, degerlendirilip birbiri ile karsilastirllmistir. Agaclardaki ana soy
hatlarina koken veren diigiimlerin istatistiksel olarak ne derece desteklendigini
gormek amaciyla 1000 (MP ve ML) ve 10000 (NJ) replikasyondan olusan bootstrap
analizi (Felsenstein, 1985) yapilmistir. Filogenetik analizlerde Coleoptera veri seti
icin Curculionidae familyasindan Eucryptorrhynchus scrobiculatus tiiriine ait iki Gen
Bankas1 COI dizisi (MG728094 ve MZ417388); Lepidoptera veri seti i¢in ise
Tortricidae familyasindan Grapholita delineana tiirtine ait iki Gen Bankasi COI
dizisi (MT165691 ve MW924663) dis grup olarak agaclar1 koklendirmek igin

kullanilmastir.
3.7.1. Uzakhk Metodu Analizi (Neighbour Joining-NJ)

Hazirlanan DNA veri matrisi NEXUS formatinda kaydedilerek PAUP ver. 4.0
b10 (Swofford, 2002) filogenetik analiz programina aktarilmistir. Belirlenen en iyi
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baz degisikligi modeli opsiyonu kullanilarak analiz yapilmistir.  Analiz
tamamlandiktan sonra iiretilen aga¢ dosyast NEXUS formatinda kaydedilmistir. Bu
aga¢ dosyalart TreeView ver. 1.6.6 (Page, 1996) programina aktarilmis ve orada
filograma doniistiiriilerek gorsel hale getirilmistir. Ana diigiimlerin istatistiksel olarak
ne derece desteklendigini gormek amaciyla yine PAUP* program ve parametreler
kullanilarak bootstrap analizi (10000 replikasyon) yapilmistir. Analiz bitikten sonra
yine iiretilen konsensus aga¢ dosyast NEXUS formatinda kaydedilmistir. Bu NEXUS
dosyasi yine TreeView programina aktarilmis ve orada kladograma doniistiiriilerek
gorsel hale getirilmistir. Bootstrap degerleri incelenerek kaydedilmis, %70 ve iizeri
olan bootstrap degerleri bir Onceki asamada olusturulan NJ aga¢ iizerinde

gosterilmistir.
3.7.2. Maksimum Tutumluluk Analizi (Maximum Parsimony-MP)

MP analizi PAUP* programinda Heuristic aga¢ algoritmasi ve 10 rastgele
tekrar segenegi kullanilarak yiriitilmiistiir. Elde edilen agaglar i¢in su {i¢ agac
istatistiki degeri hesaplanmistir: TL (Tree Length): Aga¢ Uzunlugu; CI (Consistency
Index): Tutarhilik Indeksi ve RI (Retention Index): Tutma Indeksi. MP agaclardaki
ana digiimlerin istatistiksel olarak ne derece desteklendigini gdstermek ig¢in yine
Heuristic agac¢ algoritmast ve 10 rastgele tekrar secenegi kullanilarak bootstrap
analizi (1000 replikasyonlu) yapilmis; elde edilen bootstrap degerlerinden >%70
olanlar agag¢ tizerindeki ilgili diigiim i¢in gosterilmistir. Birden fazla esit olasilikli en
kisa agag tretildigi durumlarda bu agaglarin bir 6zetini olusturacak sekilde Strict
Konsensus agaci iiretilerek bu agacin topolojisi diger yontemlerle (NJ, ML) iiretilen

agaclarin topolojileri ile karsilagtirilmustir.
3.7.3. Maksimum Olasilik Analizi (Maximum Likelihood-ML)

ML analizi veri seti i¢in Onerilen en uygun baz degisikligi modeli kullanilarak
MEGA X (Kumar vd., 2018) programinda yapilmigtir. ML analizi i¢in baslangi¢
agact olarak parsimoni yaklagimi ile olusturulan agac¢ kullanilmistir. Ana soy
hatlarina koken olusturan diiglimlerin istatistiksel olarak ne derece desteklendigini
gostermek icin yine ayni en iyl uyum gosteren baz degisikligi ve aymi program
kullanilarak bootstrap analizi (1000 replikasyonlu) yapilmis, elde edilen bootstrap

degerlerinden >%70 olanlar aga¢ lizerindeki ilgili diigiim igin gosterilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. COIl Dizilerinin Bocek Takimlarina Dagilim

Calisma kapsaminda Aydin’dan 21 ve Sinop’tan toplam 22 larvanin toplam
DNA’s1 basarili bir sekilde elde edilmistir (Tablo 4.1). 11 larva 6rneginden elde
edilen DNA konsantrasyonlar1 diisiik (20-30 ng/ul) olsa da genel olarak PCR
reaksiyonlarinin yapilmasi i¢in gerecken diizeyde DNA ¢ogu birey igin elde
edilebilmistir. Diisiik DNA konsantrasyonuna sahip bireyler i¢in ise farkli DNA (2-5
ul) miktarlart kullanilarak yapilan PCR reaksiyonlar: ile hedeflenen COI bdlgesinin
3’ kisminin 826 bg’lik kismi tiim 6rneklerde basar ile cogaltilabilmistir (Sekil 4.1).

Calisma kapsaminda kullanilan bocek larvalarindan elde edilen toplam
DNA’nin Colibri Microvolume Spectrometer ile belirlenmis konsantrasyonlar1 Tablo
4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Bocek larvalarindan elde edilen toplam DNA’nin Colibri Microvolume Spectrometer ile
belirlenmis konsantrasyonlart

LOKALITE BIiREY NO DNA KONSANTRASYONU
(ng/pl)
AYDIN
NAZT1_AYD 100.4
NAZT3_AYD 60.99
NAZT5_AYD 108.97
NAZT6_AYD 210.92
NAZT7_AYD 38.94
NAZT8 _AYD 33.17
NAZT9_AYD 30.58
NAZT10_AYD 24.54
NAZT11_AYD 50.74
NAZT12_AYD 23.55
NAZT13_AYD 20.63
NAZZ1_AYD 112.6
NAZZ2_AYD 98.7
NAZZ3 AYD 79.41
NAZZ4 AYD 132.57
NAZZ5 _AYD 40.4
NAZZ6_AYD 44.87
NAZZ7_AYD 23.67
NAZZ8 AYD 31.25
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NAZZ9_AYD 30.23

NAZZ10_AYD 29.35
SINOP OZT1_SIN 143.24
OZT2 SIN 111.97
O0ZT3 SIN 119.24
0ZT4 SIN 317.27
OZT5 SIN 47.33
0ZT6_SIN 85.18
SINT1_SIN 75.8
ERT1_SiN 20.41
ERT2_SiN 20.79
ERT3 SIN 31.25
ERT4 SIN 79.48
ERT5 SIN 34.74
0776 SIN 65.85
SINZ1_SIN 79.75
SINZ3 SIN 259.75
SINZ4 SIN 47.6
SINZ5 SIN 90.06
SINZ7 SiN 69.83
SINZ9 SiN 65.58
SINZ10 SIN 147.49
SINZ11 SIN 29.12
SINZ14 SIN 20.47
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OZT2_SiN NAZz8_AYD NAZz9_AYD NAZz10_AYD NK B

Sekil 4.1. Bes larva igin C1-J-2183 ve L2-N-3014 primerleri ile yapilan ve COI gen bdlgesinin 826
b¢’lik kisminin ¢ogaltildigini gosteren PCR sonrasi agaroz jel goriintlisii. NK: Negatif
kontrol, B: Belirteg.

Elde edilen PCR fiiriinlerinin C1-J-2183 ve L2-N-3014 primerler ile dizilemesi
yapildiginda larvalarin bir kismi1 (Coleoptera) i¢in iki primer ile de net okunabilir
diziler elde edilmistir. Tki primer ile elde edilen dizilerin hizalanmasi ile toplamda
826 bg’lik COI bolgesi okunmustur (Sekil 4.2). Ancak larvalarin bir kismi
(Lepidoptera) igin iki kez dizileme tekrarlanmasina ragmen PCR primerlerinden biri
(L2-N-3014) ile iyi kalitede diziler elde edilememistir. Bu nedenle bu grup larvalar
icin (toplamda 20 birey) DNA dizilemesi tek primer (C1-J-2183) ile tek yonlii
okunmustur. Dolayisi ile bu grup larvalar i¢cin COI bdlgesinin sadece 414 bg’lik

kismi okunabilmistir.
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Sekil 4.2. NAZT1_AYD numarali 6rnek igin C1-J-2183 ve L2-N-3014 primerleri ile elde edilmis

PCR iirlinlerinin ayni primerler ile dizilenmesi sonucu elde edilen kromotogramlarini
hizalamasini gdsteren konsensus dizi kesiti

n

Aydin ve Sinop illerinden ¢alisilan larvalarin COIl dizilerinin BOLD ve

GenBank-BLAST veri bankalarinda depolu verileri ile benzerlik karsilastiriimasina

tabi tutulmasi sonucunda bunlarin Coleoptera ve Lepidoptera takimlarindaki Tablo

4.2.°de verilen taksonlara ait olduklar1 belirlenmistir. Tablo 4.2. incelendiginde

molekiiler olarak belirlenen taksonlar arasinda her iki ilde de en yaygin olarak

belirlenen tiirlerin Coleoptera takimindan Curculio elephas (Aydin: %47.62 ve

Sinop: %45.45) Lepidoptera takimindan ise Cydia splendana (Aydin: %42.85 ve

Sinop: %40.91) oldugu goriilmektedir. Coleoptera takimina ait diger {i¢ takson ise

nadir olarak belirlenmis olup bunlardan Curculio sp. Aydin’dan, Curculio glandium

Sinop’tan ve Curculio venosus yine Sinop’tan sadece bir birey olarak belirlenmistir.

Lepidoptera takimina ait diger iki takson ise yine nadir olup, bunlardan Cadra

figulilella Aydin’dan bir birey ve Ephestia elutella Sinop’tan bir birey olarak

belirlenmistir.

Tablo 4.2. Belirlenen COI haplotiplerinin bocek takimlaria dagilimi

. . TAKIM . .. .
LOKALITE BIREY NO (FAMILYA) CINS/TUR HAPLOTIP
AYDIN

NAZT1_AYD Coleoptera Curculio elephas Haplotip.Col.7
(Curculionidae)

NAZT3_AYD Coleoptera Curculio elephas Haplotip.Col.8
(Curculionidae)

NAZT5_AYD Coleoptera Curculio elephas Haplotip.Col.2
(Curculionidae)

NAZT6_AYD Coleoptera Curculio elephas Haplotip.Col.2
(Curculionidae)

NAZT7_AYD Coleoptera Curculio elephas Haplotip.Col.9

(Curculionidae)
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SINOP

NAZT8_AYD
NAZT9_AYD
NAZT10_AYD
NAZT11_AYD
NAZT12_AYD
NAZT13_AYD
NAZZ1_AYD
NAZZ2_AYD
NAZZ3_AYD
NAZZ4_AYD
NAZZ5_AYD
NAZZ6_AYD
NAZZ7_AYD
NAZZ8 AYD
NAZZ9_AYD

NAZZ10_AYD

0ZT1_SIN
0ZT2_SIN
0ZT3 SIN
0ZT4 SIN
OZT5 SIN
0ZT6_SIN
SINT1_SIN
ERT1_SIN
ERT2 SIN
ERT3_SIN
ERT4 SIN
ERTS SIN
0776 SIN

SINZ1 SiN

Coleoptera
(Curculionidae)
Coleoptera
(Curculionidae)
Coleoptera
(Curculionidae)
Coleoptera
(Curculionidae)
Coleoptera
(Curculionidae)
Coleoptera
(Curculionidae)
Lepidoptera
(Tortricidae)
Lepidoptera
(Pyralidae)
Lepidoptera
(Tortricidae)
Lepidoptera
(Tortricidae)
Lepidoptera
(Tortricidae)
Lepidoptera
(Tortricidae)
Lepidoptera
(Tortricidae)
Lepidoptera
(Tortricidae)
Lepidoptera
(Tortricidae)
Lepidoptera
(Tortricidae)

Coleoptera
(Curculionidae)
Coleoptera
(Curculionidae)
Coleoptera
(Curculionidae)
Coleoptera
(Curculionidae)
Coleoptera
(Curculionidae)
Coleoptera
(Curculionidae)
Coleoptera
(Curculionidae)
Coleoptera
(Curculionidae)
Coleoptera
(Curculionidae)
Coleoptera
(Curculionidae)
Coleoptera
(Curculionidae)
Coleoptera
(Curculionidae)
Lepidoptera
(Tortricidae)
Lepidoptera
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Curculio elephas
Curculio elephas
Curculio sp.

Curculio elephas
Curculio elephas
Curculio elephas
Cydia splendana
Cadra figulilella
Cydia splendana
Cydia splendana
Cydia splendana
Cydia splendana
Cydia splendana
Cydia splendana
Cydia splendana

Cydia splendana

Curculio elephas
Curculio elephas
Curculio elephas

Curculio elephas

Curculio glandium

Curculio elephas
Curculio elephas
Curculio elephas
Curculio elephas
Curculio elephas
Curculio elephas
Curculio venosus
Cydia splendana

Ephestia elutella

Haplotip.Col.1
Haplotip.Col.10
Haplotip.Col.12
Haplotip.Col.1
Haplotip.Col.11
Haplotip.Col.1
Haplotip.Lep.2
Haplotip.Lep.3
Haplotip.Lep.1
Haplotip.Lep.1
Haplotip.Lep.2
Haplotip.Lep.2
Haplotip.Lep.1
Haplotip.Lep.1
Haplotip.Lep.1

Haplotip.Lep.1

Haplotip.Col.1
Haplotip.Col.3
Haplotip.Col.1
Haplotip.Col.1
Haplotip.Col.4
Haplotip.Col.1
Haplotip.Col.5
Haplotip.Col.1
Haplotip.Col.1
Haplotip.Col.1
Haplotip.Col.1
Haplotip.Col.6
Haplotip.Lep.4

Haplotip.Lep.6



(Pyralidae)

SINZ3 SIN Lepidoptera Cydia splendana Haplotip.Lep.1
(Tortricidae)

SINZ4 SIN Lepidoptera Cydia splendana Haplotip.Lep.1
(Tortricidae)

SINZ5_SIN Lepidoptera Cydia splendana Haplotip.Lep.1
(Tortricidae)

SINZ7_SIN Lepidoptera Cydia splendana Haplotip.Lep.1
(Tortricidae)

SINZ9 SIN Lepidoptera Cydia splendana Haplotip.Lep.5
(Tortricidae)

SINZ10_SIN Lepidoptera Cydia splendana Haplotip.Lep.1
(Tortricidae)

SINZ11_SIN Lepidoptera Cydia splendana Haplotip.Lep.1
(Tortricidae)

SINZ14 SIN Lepidoptera Cydia splendana Haplotip.Lep.1

(Tortricidae)

4.2. Molekiiler Filogeni

Iki ilde Coleoptera ve Lepidoptera takimlarina ait COI haplotiplerinin iller ve
taksonlar arasinda dagilimina bakildiginda (Tablo 4.2) Coleoptera i¢inde en yaygin
haplotipin Curculio elephas tiiriinde belirlenen Haplotip.Col.1 oldugu (11 birey) ve
bu haplotipin Sinop ilinde yiiksek, Aydin ilinde ise orta derecede frekansta bir dagilis
gosterdigi goriilmektedir. Ikinci en yaygm Coleoptera haplotipi Haplotip.Col.2 olup,
bu haplotip yine Curculio elephas tiiriinde ve Aydin ilinde iki bireyde belirlenmistir.

Diger Coleoptera haplotiplerinin her biri nadir haplotipler olup her biri sadece
tek bir bireyde belirlenmislerdir: Haplotip.Col.3 Sinop’tan Curculio elephas tiiriinde,
Haplotip.Col.4 Sinop’tan Curculio glandium tiirtinde, Haplotip.Col.5 Sinop’tan
Curculio elephas tiiriinde, Haplotip.Col.6 Sinop’tan Curculio venosus tiiriinde,
Haplotip.Col.7-11 Aydin’dan Curculio elephas tiirinde ve Haplotip.Col.12
Aydin’dan Curculio sp. tiirindedir. Diger taraftan, Lepidoptera iginde en yaygin
haplotipin Cydia splendana tiirtinde belirlenen Haplotip.Lep.1 oldugu (13 birey) ve
bu haplotipin hem Aydin hem de Sinop illerinde yiiksek frekansta bir dagilis
gosterdigi goriilmektedir. Ikinci en yaygimn Lepidoptera haplotipi ise yine Cydia
splendana tiiriinde ve sadece Sinop ilinden ii¢ bireyde belirlenen Haplotip.Lep.2’dir.
Geri kalan Lepidoptera haplotipleri ise nadir frekansta olup bunlardan
Haplotip.Lep.3 Cadra figulilella tiirinde Aydin’dan bir bireyde, Haplotip.Lep.4
Cadra figulilella tiiriinde Sinop’tan bir bireyde, Haplotip.Lep.5 yine Cadra figulilella
tirtinde Sinop’tan bir bireyde ve Haplotip.Lep.6 Ephestia elutella tiiriinde Sinop’tan

bir bireyde belirlenmistir.
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4.2.1. Coleoptera Takimi i¢inde Belirlenen Taksonlarin Filogenisi

Coleoptera takimi i¢in belirlenen COI haplotipleri (Haplotip.Col.1-12) arasinda
826 bazlik fragment i¢inde varyasyon gosteren pozisyon sayist 176 olup, bunlardan
67 tanesi Maksimum Parsimoni yaklagimina gore filogenetik bilgi i¢cermektedir.
Coleoptera takimi i¢in belirlenen COI dizilerinin Maksimum Parsimoni yontemi ile
yapilan filogenetik analizi ile TL: 292, CI: 0,811644 ve RI: 0,893617 olan 10 esit
uzunlukta aga¢ olusmustur. Bu agaglarin 6zetini olusturan Strict Konsensus agaci
tretildiginde belirlenen tiim taksonlarin aga¢ tizerindeki konumlanmalarinin
jModeltest tarafindan veri setine en iyi uyan baz degisim modeli secilen GTR+I
modeli ile olusturulan NJ ve ML agaclarindaki konumlanmalara benzer olduklari
goriilmistiir. Bu nedenle i¢ farkli metod ile olusturulan filogenetik agaglar

topolojilerinin benzer olmasi nedeniyle tek bir ML agag {lizerinde 6zetlenmistir (Sekil

4.3).

Bu agac¢ incelendiginde, iki ilde de en yaygin Coleoptera tiiriiniin Curculio
elephas oldugu ve bu tiire ait COI dizilerinin %99-100’liik bootstrap degeri ile
desteklenen monofiletik bir grup olusturdugu goriilmektedir. Bu grup i¢inde ii¢ alt
grubun yer aldig1 agiktir: 1. alt grup %82-95’lik bootstrap degerleri ile
desteklenmekte olup NAZT5_AYD ve NAZT6_AYD dizilerinden olusmaktadir; 2.
alt grup NAZT1_AYD ile temsil edilen tek bir diziden olugsmaktadir; 3. alt grup ise
en fazla dizi igeren ve hem Aydin hem de Sinop illerinden bulunan dizilerin yaninda
Gen Bankast dizilerini de iceren ve %74-84’lik bir bootstrap degerleri ile
desteklenen geri kalan tiim dizileri icermektedir. ML agacta, calisma kapsaminda
belirlenen diger Coleoptera (Curculio venosus, Curculio glandium ve Curculio sp.)
tiirlerine ait dizilerde yiiksek bootstrap degerler ile desteklenen (%99-100) ayri soy
hatlar1 seklinde gruplanmaktadr.
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Sekil 4.3. Calisma kapsaminda Coleoptera takimina dahil oldugu belirlenen taksonlar arasinda, COI
verilerine (826 bg) dayali evrimsel iligkiyi gosteren ve MP ile MP agag topolojilerini de
ozetleyen ML agact. Agag GTR+I baz degisim modeline gore iiretilmistir. Agac dallart
iizerinde verilen rakamlar 10000 (NJ) ve 1000 (MP ve ML) replikasyon ile olusturan
bootstrap degerlerini gostermektedir. Eucryptorrhynchus scrobiculatus tiiriine ait iki Gen
Bankast COI dizisi (MG728094 ve MZ417388) dis grup olarak kullanilmistir. Analizlere
dahil edilen HQ165403, AY327714, KC663599, KC663612, KC663614, KC663605 ve
KX087269 dizileri BOLD ve Gen Bankasi karsilagtirmasi yapildiginda ilgili taksonlar en
fazla benzerlik gosteren dizi temsilcilerini ifade etmektedir.

4.2.2. Lepidoptera Takim I¢inde Belirlenen Taksonlarin Filogenisi

Lepidoptera takimi igin belirlenen COI haplotipleri (Haplotip.Lep.1-6) arasinda
414 bazlik fragment i¢inde varyasyon gosteren pozisyon sayist 70 olup, bunlardan 33
tanesi Maksimum Parsimoni yaklasimina gore filogenetik bilgi igermektedir.
Lepidoptera takimi igin belirlenen COI dizilerinin Maksimum Parsimoni yontemi ile
yapilan filogenetik analizi ile TL: 104, CI: 0,865385 ve RI: 0,905405 olan 10 esit

uzunlukta aga¢ olusmustur. Bu agaglarin 6zetini olusturan Strict Konsensus agaci
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tiretildiginde belirlenen tiim taksonlarin aga¢ tizerindeki konumlanmalarinin
jModeltest tarafindan veri setine en iyi uyan baz degisim modeli secilen GTR+G
modeli ile olusturulan NJ ve ML agaclarindaki konumlanmalara benzer olduklari
gorilmistir. Bu nedenle ii¢ farkli metod ile olusturulan filogenetik agaclar

topolojilerinin benzer olmasi nedeniyle tek bir ML agag lizerinde 6zetlenmistir (Sekil

4.4).

Bu aga¢ incelendiginde, iki ilde de en yaygin Lepidoptera tiiriiniin Cydia
splendana oldugu ve bu tiire ait COI dizilerinin %99-100’liik bootstrap degerleri ile
desteklenen monofiletik bir grup olusturdugu goériilmektedir. Bu grup i¢inde iki alt
grubun yer aldigi agiktir: 1. alt grup %70-80’lik bootstrap degerleri ile
desteklenmekte olup Gen Bankasi dizisi OU342899 ile Sinop’tan OZZ6 SIN ve
SINZ9 SIN dizilerini igermektedir; 2. alt grup ise hem Aydin hem de Sinop
illerinden bulunan dizilerin yaninda Gen Bankasi dizilerini de igeren ve %76-89’luk
bootstrap degerleri ile desteklenen geri kalan tiim dizileri igermektedir. ML agacta,
calisma kapsaminda belirlenen diger Lepidoptera (Ephestia elutella ve Cadra
figulilella) tiirlerine ait diziler beraberce %99-100’liikk bootstrap degerleri ile
gruplanmakta olup, bu grup icindeki iki Ephestia elutella dizisi (SINZ1 SIN ve
NC_039716) %99-100’1iik yiiksek bootstrap degerleri ile beraber gruplanmaktadir.
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Sekil 4.4. Caligma kapsaminda Lepidoptera takimina dahil oldugu belirlenen taksonlar arasinda, COI
verilerine (414 bg) dayali evrimsel iligkiyi gosteren ve MP ile MP agag topolojilerini de
ozetleyen ML agact. Aga¢ GTR+I baz degisim modeline gore iiretilmistir. Agag¢ dallari
iizerinde verilen rakamlar 10000 (NJ) ve 1000 (MP ve ML) replikasyon ile olusturan
bootstrap degerlerini gostermektedir. Grapholita delineanea tiiriine ait iki Gen Bankasi
COI dizisi (MT1656914 ve MW924663) dis grup olarak kullanilmistir. Analizlere dahil
edilen NC_039716, OU342899, KJ398305 ve KJ398277 dizileri BOLD ve Gen Bankasi
kargilastirmas1 yapildiginda ilgili taksonlar en fazla benzerlik gosteren dizi temsilcilerini
ifade etmektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, Tiirkiye’nin 6nde gelen kestane yetistiriciligi yapan illerinden
olan Aydin’dan 1 lokalite ve Sinop’tan 3 ayr1 lokaliteden alinan toplam 43 kestane
zararlis1 drnegin mtDNA sitokrom oksidaz I gen bolgesinin 414 ile 826 bg’lik kismi
analiz edilmistir. Onceki calismalarda Tiirkiye’de yasadigi belirtilen Coleoptera
takimidan Curculio elephas (Fabricius, 1781) ve Lepidoptera takimindan Cydia
splendana (Hiibner, 1799) tiirlerinin yani sira, bu ¢alismada Coleoptera takimina ait
Curculio sp., Curculio glandium (Marsham, 1802) ve Curculio venosus
(Gravenhorst, 1807); Lepidoptera takimina ait Cadra figulilella (Gregson, 1871) ve
Ephestia elutella (Hiibner, 1796) tiirlerinin varlig1 da ortaya ¢ikarilmistir. Belirlenen
bu tiirlerden Coleoptera takimi igin Aydin ve Sinop’ta, Curculio elephas ve
Lepidoptera takimi i¢in yine Aydin ve Sinop’ta Cydia splendana tiirleri en yaygin
olarak bulunmustur. Bu bulgular Yunanistan, Bulgaristan ve Italya gibi diger
tilkelerde farkli arastirmacilar tarafindan yapilan ¢alismalarda elde edilen verilerle
ortismektedir (Avtzis ve Cognato, 2013; Avtzis vd., 2013; Marvaldi, 2003;
Ovcharov vd., 2007; Paparati ve Sperenza; 2004; Sperenza, 1998). Yapilan dizileme
teknikleri ile yukarida belirtilen tiirlerin Aydin ve Sinop illeri 6rneklerinde toplamda
12 ayr1 COI haplotipi tespit edilmistir. Bu haplotiplerin cografik dagilimlar1 sdyledir:
Coleptera takimindaki Haplotip.Col.1 Curculio elephas tiiriine ait Aydin’dan 3 ve
Sinop’tan 8 bireyde, Haplotip.Col.2 Aydin’dan alinan Curculio elephas tiiriine ait 2
bireyde, Haplotip.Col.3 Sinop’tan alinan Curculio elephas tiiriine ait 1 bireyde,
Haplotip.Col.4 Sinop’tan orneklenen Curculio glandium tiiriine ait 1 bireyde,
Haplotip.Col.5 Sinop’tan alman Curculio elephas tiiriine ait 1 bireyde,
Haplotip.Col.6 Sinop’tan alinan Curculio venosus tiirine ait 1 bireyde,
Haplotip.Col.7 Aydin’dan &rneklenen Curculio elephas tiirline ait 1 bireyde,
Haplotip.Col.8 Aydin’dan alinan Curculio elephas tiirtine ait 1 bireyde,
Haplotip.Col.9 Aydin’dan alman Curculio elephas tirine ait 1 bireyde,
Haplotip.Col.10 Aydin’dan &rneklenen Curculio elephas tiiriine ait 1 bireyde,
Haplotip.Col.11 Aydmn’dan 6rneklenen Curculio elephas tiiriine ait 1 bireyde ve
Haplotip.Col.12 ise Curculio sp. tiriindeki Aydin Orneginde goézlenmistir.
Lepidoptera takiminda belirlenen haplotip dagilimlar1 ise 6 adet Aydin ve 7 adet
Sinop drneginde her biri Cydia splendana tiiriine ait olan Haplotip.Lep.1, Aydin’dan
aliman 3 adet Cydia splendana 6rneginde Haplotip.Lep.2, Aydin’dan alinan 1 adet
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Cadra figulilella 6rneginde Haplotip.Lep.3, Sinop’tan 6rneklenen 1 adet Cydia
splendana 6rneginde Haplotip.Lep.4, Sinop’tan 6rneklenen 1 adet Cydia splendana
orneginde Haplotip.Lep.5 ve Sinop’tan orneklenen Ephestia elutella tiiriine ait

ornekte Haplotip.Lep.6 seklinde oldugu gozlenmistir.

Molekiiler tabanli ¢alismalar, Gen Bankasi ve BLAST tan elde edilmis olan
referans dizilerle Aydin ve Sinop illerinden elde ettigimiz diziler kullanilarak
yaptlmistir. Diziler NJ, MP ve ML degerleri agisindan benzer 0&zellikleri
gosterdiginden tek bir Maksimum Likelihood agag¢ topolojisi iizerinde sembolize
edilmistir. Bu agaglar incelendiginde, her iki ilde de en yaygin olan Coleoptera
tiirtiniin Curculio elephas oldugu ve %99-100’liik bir bootstrap degeri ile monofiletik
bir grup meydana getirdigi goriilmektedir. NAZS5, NAZ6 dizileri bu grubun 1. alt
grubunu  meydana getirmekteydi ve %70-80’lik bootstrap degeri ile
desteklenmekteydi. Gen Bankas1 dizisi OU342899 ile Sinop’tan OZZ6 SIN ve
SINZ9 SIN dizilerini igermektedir. NAZ1 dizisi ise 2. alt grubu olusturmaktaydi.
Agacin 3. alt grubu ise Aydin ve Sinop illerinden en ¢ok diziyi igeren %74-84’lik
bootstrap degerine sahip kisimdi. Bu calisma kapsaminda ortaya konulan diger
Coleoptera tiirleri (Curculio sp., Curculio venosus, Curculio glandium) ise %99-
100’liikk bootstrap degeri ile ayri soy hatti gruplarini meydana getirmigtir.
Eucryptorrhynchus scrobiculatus tiiriine ait diziler, agaglandirmada dis grup olarak
kullanilmistir. ki ilde de en yaygin olan Lepidoptera takimina ait tiir Cydia
splendana olarak agagta kendini gostermektedir. Tiire ait COI dizileri %99-100’lik
bir bootstrap degeri ile monofiletik bir grup meydana getirmektedir. Bu monofiletik
grubun igerisinde 2 alt grup gbz Oniline ¢ikmaktadir: 1. alt grup %70-80’lik bir
bootstrap degeri ile Gen Bankasi dizisi OU342899 ile Sinop’tan OZZ6 SIN ve
SINZ9 SIN dizilerini igermekteyken, 2. alt grup hem Gen Bankas: dizileri hem de
Aydin ve Sinop dizilerini bir arada bulunduran %76-89’luk bootstrap degerleri ile
desteklenen kismi icermekteydi. ML agacin diger soy hatt1 gruplari ise %99-100’1iik
bootstrap degerleri ile temsil edilen ve bu calismada ortaya konan Lepidoptera
takimma ait Cadra figulilella ve Ephestia elutella tiirlerine ait dizilerden
olusmaktaydi. Grapholita delineanae tiirii ise birlestirilmis verilerden olusan ML

agacinin dis grubunu meydana getirmekteydi.

Bugiine kadar Tiirkiye’deki kestane zararlisi tilirlerin {izerine yapilmis bir

molekiiler filogeni c¢alismasi bulunmamakla birlikte, yasayan tiirlerin tamaminin
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taksonomik olarak belirlenmesi amaciyla yapilmis ¢alismaya da rastlanilmamustir.
Elde ettigimiz aga¢ topolojilerinin bu taksonomik belirsizliklere 151k tutmasi
hedeflenmistir. Sonu¢ olarak bu c¢aligmada Tirkiye’de kestane zararlisi tiirlerin
Coleoptera takimina ait olan Curculio elephas ve Lepidoptera takimina ait Cydia
splendana tiirleriyle sinirli kalmayip, bu tiirlerin haricinde Coleoptera takimindan
Curculio sp., Curculio glandium (Marsham, 1802) ve Curculio venosus
(Gravenhorst, 1807); Lepidoptera takimindan Cadra figulilella (Gregson, 1871) ve
Ephestia elutella (Hiibner, 1796) tiirlerinin de zarar veren taksonlardan oldugu ortaya
cikarilmistir. Yapilan bu tez calismasinin gelecek c¢alismalar i¢in bir 6n kaynak
olmasi beklenmektedir. Tiirkiye’de bulunan diger kestane iiretim merkezi illerde de
yapilacak olan farkli ¢caligmalarla daha kapsamli taksonomik verilerin elde edilecegi,
Tiirkiye filocografyasinin belirlenebilecegi ve taksonomik belirsizlikler ortadan
kaldirildiginda bu tiirlere kars1 uygulanacak spesifik miicadele programlari sayesinde
kestane  zararlilarinin  ekonomik olarak  olumsuz etkilerinin  azalacagi

distiniilmektedir.
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