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Yaprakbitleri tarimsal alanlarda pek ¢ok konukgu bitkide yaptigi zarardan dolayr 6nemlidir.
Yaprakbitlerinin konuk¢u bitki secimi, {ireme, ilaglara dayamklilik gibi biyolojik
aktivitelerinde anahtar oneme sahip endosimbiyotlar mevcuttur. Zararlinin biyolojisini bu
kadar etkileyen endosimbiyontlar iizerine iilkemizde pek ¢alisma yoktur. Bu nedenle yiiriitiillen
bu caliyjmada da Adana ilinde farkli lokasyon ve bitkiler iizerinde toplanan yaprakbiti
tirlerindeki endosimbiyontlar tniversal bir primer ile tespit edilmistir. Elde edilen
endosimbiyontlarin  filogenetik iliskisi Maximum Likelihood metoduna gore ortaya
konulmustur. Yapilan analizler sonucunda yaprakbiti tiirleri izerinden Buchnera aphidicola,
Arsenophonus, Candidatus Hamiltonella defensa, Ca. Fukatsuia symbiotica, Ca. Serratia
symbiotica endosimbiyont tiirleri elde edilmistir. Filogenetik aga¢ lizerinde tim
endosimbiyont tiirler yiiksek Bootstrap degerleriyle birbirlerinden ayrilmistir. Aphis
craccivora’nin  Robinia pseudoacacia’ya ozgii haplotip gelistirmesinde etken oldugu
diistiniilen fakiiltatif Arsenophonus bu ¢alismada da belirlenmistir.
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Aphids are important in agricultural areas due to the damage they do to many host plants. The
endosymbionts play a key role in the biological activities of aphids such as host plant
selection, reproduction, and drug resistance. Very few studies on endosymbionts that affect the
biology of the pest so much were conducted in our country. In this study, endosymbionts in
aphid species collected on different locations and plants in Adana province were determined
with a universal primer. The phylogenetic relationship among obtained endosymbionts was
determined according to the Maximum Likelihood method. As a result of the analysis,
Buchnera aphidicola, Arsenophonus, Candidatus Hamiltonella defense, Ca. Fukatsuia
symbiotica, Ca. Serratia symbiotica, endosymbiont species obtained on the different aphid
populations. All endosymbiont species on the phylogenetic tree were separated from each
other by high Bootstrap values. The facultative Arsenophonus, which is thought to be a factor
in the development of specific haplotype to Aphis craccivora on Robinia pseudoacacia was
also identified in this study.

1. Giris

Yaprakbitleri tarimsal {iretimde tahil, meyve agaglari,
turunggiller, sebze ve yabanci otlar iizerinde 6nemli bir zararli
grubunu olusturmaktadir (Baumann ve ark. 1995). Bitkilerde
dogrudan emgi zararmm yaninda fumajine neden olarak ve en
6nemli zararlarindan biri olan viriislere vektorlik yaparak da
zarar olusturmaktadirlar. Bugiine kadar 5100 yaprakbiti tiirii
(Hemiptera: Aphididae) 11 alt familyada tanilanmistir. Bu
yaprakbitlerinin neredeyse hepsinde hiicreler arasi simbiyont
bakteriler mevcuttur (Fukatsu 2001; Blackman ve Eastop 2018;
Favret 2018). Bu simbiyontlar Buchnera aphidicola Munson ve

ark. 1991 (Enterobacteriales: Enterobacteriaceae) gibi obligat
olabilmektedir. Obligat mutalistik simbiyont olan B. aphidicola
(Nikoh ve ark. 2010) yaprakbitlerinin fizyolojilerinin
isleyebilmesinde gorevlidir ve yaprakbitlerinde iiremenin
gerceklesmesi bu endosimbiyonta baglidir (Baumann ve ark.
1995; Chen ve ark. 2009; Baldo ve ark. 2006; Simon ve ark.
2011; Satar 2019). Yaprakbitlerinde B. aphidicola’nin olmamasi
durumunda yaprakbitleri igin gerekli bazi amino asit ve
vitaminleri alamamasindan dolay1 dwarf fenotip dedigimiz ciice
yaprakbitleri olusumu, gelisimde yavaslama, yavru verememe
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veya yavru veriminde azalma goriilmektedir (Douglas 1998;
Akman Giindiiz ve Douglas 2008). Diger bir grup ise
yaprakbitlerinde kalitsal olarak aktarilan ama konukgunun
tireme ve gelisimi i¢in gerekli olmayan bazen horizontal olarak
aktarilabilen bakteriyel fakiiltatif ya da sekonder olarak
tanimlanan (Degnan ve ark. 2010) Rickettsia, (Rickettsiales:
Rickettsiaceae), Candidatus Hamiltonella defensa, Ca. Regiella
insecticola ve Ca. Serratia symbiotica (Enterobacteriales:
Enterobacteriaceae) (Peccoud ve ark. 2013) gibi simbiyontlara
sahiplerdir. Sekonder endosimbiyontlar avci-av, parasitoid-av
iliskisi (Tsuchida ve ark. 2010; Vorburger ve ark. 2010;
Telesnicki ve ark. 2012; Martine ve ark. 2013), boceklerin dig
kosullara adaptasyonunda (Russell ve Moran 2006),
insektisitlere ~ dayamklhihkta —&nemlidirler. ~ Ornegin, Ca.
Hamiltonella defensa, parazitoitlere karsi, Regiella insecticola
bezelye afidinde fungal etmen Pandora neoaphidis’ e karsi
yaprakbitlerinde dayaniklilik saglamaktadir (Burke ve ark.
2009). Bezelye afidinde, Acyrthosiphon pisum (Harris),
fakdiltatif simbiyontlar PASS (pea aphid secondary symbiont)
ya da PAR (pea aphid rickettsia) olmadan yiiksek sicakliklarda
treme oran1 %35’lerden %6’nin altina diismektedir (Chen ve
ark. 2000). Bu iliskilerin ortaya konmasinda en ¢ok kullanilan
yontem molekiiler yontemlerdir. Hangi endosimbiyotun hangi
yaprakbiti tiiriinde var oldugu ve boceklerin hangi kosullara
gore bu adaptasyonu gelistirdiklerini anlamak igin bu
endosimbiyonlarin varliginin tespiti dnemlidir.

Bu caligma farkli yaprakbiti tiir ve popiilasyonlarinda bir
iiniversal proteobacterial primer kullanilarak elde edilebilecek
farkli endosimbiyont tiirlerini belirlemek ve elde edilen tiirlerin
16S rRNA bolgesindeki farkliliklarini ortaya koymak amaciyla
ele alinmistir. Bu ¢alisma Adana ilinde yaprakbitlerinin
endosimbiyontlarinin  belirlenmesi ile ilgili yiiritilen ilk
¢aligma niteligindedir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Arazi ¢calismalari

Calismada kullanilmak tizere Adana ilinde farkli bitkiler
tizerinden yaprakbiti 6rnekleri toplanmistir. Bu amagla Temmuz
(2017)-Subat (2018) aylar1 arasinda arazi cikislar1 yapilmigtir
(Cizelge 1). Arazide kanatli ve kanatsiz ergin yaprakbitleri firca
yardimiyla eppendorf tiiplerde %96 alkol icerisine aktarilarak
laboratuvara buz igerisinde getirilmistir. Her drnegin toplanma
tarihi, bitki ve toplandigi yer kaydedilmistir. Ornekler
kullanilacaklar1 zamana kadar -80’de muhafaza edilmistir.
Yaprakbiti  teshisleri Dr. Isii OZDEMIR tarafindan
gerceklestirilmistir.

2.2. Molekiiler Calismalar

2.2.1. DNA Izolasyonu

Yaprakbilerinde endosimbiyontlar1 belirlemek icin 24
popiilasyonda (Cizelge 1) 45 Ornekten DNA izolasyonun
yapilmustir. DNA’lar1 elde etmek icin QIAGEN’nin DNAeasy
Blood & Tissue Kiti (QIAGEN, 69504) kullanilmis ve
izolasyon, kitin metodunda birka¢ modifikasyon yapilarak tek
bir kanatsiz yaprakbiti ergininden  gerceklestirilmistir.
Caligmada Liu ve ark. (2013) ve Marutani-Hert (2011)’nin
farkli boceklerde farkli endosimbiyotlar1 belirlemek amaciyla
kullandig1 16S rRNA bolgesini hedefleyen iiniversal primerler
16SF (5’-AGAGTTTGATCATGGCTCAGATTG-3") ve 16SR
(5’-TACCTTGTTACGACTTCACCCCAG-3’)  kullanilmistir.
Her bir PCR reaksiyonunda 25 pl toplam miktar igin; 3 pl
DNA, 17.25 pl H20, 2.5 pl 10X Dream taq green buffer, 0.5 pl
dNTP (final konsantrasyonda; 0.2 mM), her bir primerden 0.75
ul ve 0.25 pl Taq (Dream Taq DNA polymerase) karigimlar
kullanilarak  gergeklestirilmistir. ~ Thermocycler  (Applied
Biosystems AB (Veriti)) ise; 95°C’de 3 dk, 95°C’de 15 sn,
55°C’de 15 sn, 72°C’de 30 sn 35 dongii ve 72°C’de 7 dk olarak
ayarlanmugtir. Elde edilen PCR iiriinii %]1°lik agaroz jelde 50
volt 100 mA’da 60 dk kosturmaya takiben Etidium bromiirde
yikanmasindan ~ sonra  jel  gorlintiileme  sitemi  ile
goriintiilenmistir. Pozitif sonug veren drnekler gen dizileme igin
ticari bir firmaya gonderilmistir.

2.2.2. Dizi analizi ve sonuglarin degerlendirilmesi

Gen dizileme sonucunda elde edilen niikleotid dizileri
National Center for Biotechnology Information’in Blast analiz
programina girilerek gen bankasimdaki genlerle
karsilagtirilmistir.  Bu  sayede eclde edilen gen bdlgeleri
dogrulanmis ve gen bankasinda bulunan yaprakbiti tiirlerinden
elde edilmis farkli endosimbiyotlara ait benzer gen bolgeleri de
bu c¢alisma igin referans genler olarak c¢alismaya dahil
edilmistir.

Dogrulamasi yapilan gen bolgeleri “Molecular Evolutionary
Genetics Analysis (Mega 6.0)” programu (Felsenstein 1985) ile
goriintiilenmistir. Gen dizilemesi yapilan her bir 6rnek i¢in gen
bolgelerinin dizilimleri her iki yonii Mega 6.0 programinda tist
iste getirilip hizalamis ve Finch TV  programinda
goriintiilenmistir. Bu sayede elde edilen dizilimlerin temizligi ve
dogrulugu c¢ift yonlii olarak yapilip dogrulanmustir. Gen
bankasinda alinan referans genler ile bu ¢alismadan elde edilen

gen dizilimleri arasindaki filogenetik iliskilerin ortaya
konulmast i¢in en uygun parametre modeli Mega 6.0
programinda belirlenmistir. Elde

Cizelge 1. Filogenetik caligmalarda kullanilan farkli obligat ve fakiiltatif simbiyotlarin tespit edildigi yaprakbitlerinin toplandig: yerler, tarih, konukgu

bitki ve endosimbiyot tiirleri.

Table 1. The locations, collection date, and host plant of aphid species having different obligate and facultative endosymbionts used in phylogenetic

studies and endosymbiont species.

No  Tarih Yer Konukgu bitki Aphid tiirii Endosimbiyont tiir

1 07.09.2017 Ciftehan Malus communis L. Aphis pomi De Geer Ca. Fukitima simbiotica
2 07.09.2017 Ciftehan Robinia pseudoacacia L. Aphis craccivora Koch Arsenophonus

3 13.09.2017 Balcali R. pseudoacacia L. A. craccivora Arsenophonus

4 20.09.2017 Akkaya- Feke Phaseolus vulgaris L. Aphis fabae Scopoli Ca. Hamiltonella defensa
5 20.09.2017 Gaffar Usagi-Feke Zeamays L. Ezlili(t)é)glosmhum maidis Ca. Serratia symbiotica
6 24.02.2018 Zeytinli Capsella bursa-pastoris (L.) A. craccivora Buchnera aphidicola
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edilen en uygun model Kimura 2-parametresi olmugstur. Bu
model yardimiyla Maximum likelihood metodu kullanilarak
filogenetik iligkiler ortaya konulmustur (Tamura ve ark. 2013).
Boostrap konsensiis agact 1000 tekrara gore yapilmustir (Nei ve
Kumar 2000). Filogenetik analizde endosimbiyontlara ait
referans genler ve dig grup olarak Escherichia coli (J01859.1)
geni gen bankasindan (NBCI) alinarak kullanilmistir. Elde
edilen endosimbiyont tiirlerin niikleotid dizilimleri arasindaki
farkliliklart gostermek i¢in Genedoc programi kullanilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

Adana ilinde Aphis craccivora Koch, Aphis fabae Scopoli,
Aphis pomi De Geer ve Rhopalosiphum maidis (Fitch)
(Hemiptera:Aphididae) yaprakbiti tiirlerinden elde edilen
endosimbiyontlar referans genlerle karsilastirtlmistir  ve
filogenetik aga¢ Maximum-Likelihood metoduna gore
olusturulmustur. Analizlerde 620 bp’lik 16S rRNA bdlgesi
caligilmistir. Toplam 45 6rnekle ¢alisma yiiriitiilmiis bunlarin
40’minda B. aphidicola bulunurken, diger bes 6rnekte ise farkli
fakiiltatif endosimbiyont tiirler elde edilmistir. B. aphidicola A.
craccivora, A. fabae, A. gossypii Glover, A. pomi, Myzus ceraci
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(F.), M. persicae (Sulzer) ve R. maidis tiirleri {izerinden
saptanmistir. Yedi yaprakbiti iizerinden her yaprakbiti tiiriine
6zgili B. aphidicola suslar1 elde edilmis aradaki farklilik Satar
(2019) tarafindan ortaya konulmustur. Neredeyse tiim
yaprakbiti tiirlerinde saptanan B. aphidicola bdcegin
fizyolojisinin, 6zellikle {ireme ve beslenmesinin siirebilmesi igin
elzemdir (Douglas 1998) ve bu g¢alismada daha fazla elde
edilmesi normal goriilmistir.

Caligmadaki diger bes ornekten Arsenophonus, Candidatus
Hamiltonella defensa, Ca. Fukatsuia symbiotica, Ca. Serratia
symbiotica fakiiltatif endosimbiyont tiirleri elde edilmistir
(Cizelge 1). Tirlere ait farkli niikleotid dizilimine sahip bes
ornegin dizilimleri NCBI gen bankasmma MN913498-502
kodlar1 ile yiiklenmistir (Sekil 1). Arsenophonus sadece A.
craccivora lizerinde, Ca. S. symbiotica R. maidis iizerinde, Ca.
Hamiltonella defensa A fabae, Ca. Fukatsui symbiotica ise A.
pomi izerinden tespit edilmistir (Cizelge 1). Aphis
craccivora’nin endosimbiyontlari {izerine yapilan caligmalar
gOstermistir ki Arsenophonus simbiyontu Robinia sp. konukgu
bitkilerinden toplanan A. craccivora’lar tizerinde yaygin iken,
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Sekil 1. Farkli yaprakbiti tiirleri tizerinde saptanan endosimbiyontlarin filegenetik iliskileri (BA: Buchnera aphidicola, AR: Arsenophonus, CHD:
Candidatus Hamiltonella defensa, CFS: Candidatus Fukatsuia symbiotica, SS: Serratia symbiotica, AC: Aphis craccivora, AF: Aphis fabae,
AP: Aphis pomi, RM: Rhopalosiphum maidis ve endosimbiyontlara ait referans numaralariyla verilmis referans genler).

Figure 1. Filegenetic relationships of endosimbionts detected on different aphid species (BA: Buchnera aphidicola, AR: Arsenophonus , CHD:
Candidatus Hamiltonella defensa, CFS: Candidatus Fukatsuia symbiotica, SS: Serratia symbiotica, AC: Aphis craccivora, AF: Aphis fabae AP:
Aphis pomi, RM: Rhopalosiphum maidis and Reference gene numbers).

© Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi



192 Satar/Mediterr Agric Sci (2020) 33(2): 189-194

yonca lizerindeki A. craccivora’lar da ise Hamiltonella’nin
yaygin oldugu ve A. craccivora’larin bu bitkilere 6zellesmis
muhtemel  haplotiplerinin ~ gelisiminde  bu  fakiiltatif
simbiyontlarin etkili oldugu bildirilmistir (Brady ve ark. 2013;
Brady ve ark. 2014). Bu ¢alismada da hem Ciftechan hem de
Balcali’dan Robinia pseudoacacia iizerinde toplanan A.
craccivora’larda fakiiltatif Arsenophonus’un saptanmis olmasi
bu calismalar1 destekler niteliktedir. Ciftehan 1000 m rakim,
Balcali 127 m rakimda olmasma ragmen iki farkli cografik
bolgeden toplanan 6rneklerin niikleotid dizilimlerinde farklilik

saptanmamustir (Sekil 2). Ancak Pozanti’dan ayni bitkiden
toplanan Ornekte Arsenophonus yerine B. aphidicola elde
edilmistir.

Calismada saptanan B. aphidicola ve Arsenophonus harig
diger endosimbiyont tiirlerin hepsinin parazitoit ve predatorlere
kars1 yaprakbitlerinde savunma mekanizmasinin calismasiyla
iligkili oldugu (Tsuchida ve ark. 2010; Vorburger ve ark. 2010;
Telesnicki ve ark. 2012; Martine ve ark. 2013) disiiniildiigiinde
bu popiilasyonlar {izerinde muhtemel bir dogal diisman

BA-AC-22
CHD-AF-18
CFS—-AP-9
SS—-RM-19
AR-AC-15
AR-AC-10

BA-AC-22
CHD-AF-18
CFS—-AP-9
SS—-RM-19
AR-AC-15
AR-AC-10

BA-AC-22
CHD-AF-18
CFS-AP-9
SS-RM-19
AR-AC-15
AR-AC-10

BA-AC-22
CHD-AF-18
CFS—-AP-9
SS-RM-19
AR-AC-15
AR-AC-10

BA-AC-22
CHD-AF-18
CFS—-AP-9
SS-RM-19
AR-AC-15
AR-AC-10

BA-AC-22
CHD-AF-18
CFS—-AP-9
SS—-RM-19
AR-AC-15
AR-AC-10

BA-AC-22
CHD-AF-18
CFS—-AP-9
SS—-RM-19
AR-AC-15
AR-AC-10

* 20 * 40 * 60 *
ACTAGCGATTCCGACTTC@TGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAgTCCGGACTACGARMTACTTTRTGAGGTH 70
ACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACGTACTTTCTGAGHTC 70
ACTAGCGATTccGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACGTACTTTﬁTGAGGTc 70
ACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACGTACT TTITGAGGTC 70
ACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTCGACGTACTTTCTGAGHTC 70
ACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTICGACGTACTTTCTGAGHTC 70
80 * 100 * 120 * 140
BecrrElc@TRccacElTRccTTCcTCTTTGTATACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTIEI@TCGTAAGG 140
CGCTTCCCTCGCAGGIMTCGCRTCECTTTGTATACGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGG 140
CGCT@ICCCTCGCAGGCTCGCTTCTCTTTGTATACGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGG 140
ceerTigcHc TeG RGBT CGCTTCTCTTTGTATACGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGG 140
cgecTTCcCClTCGCHMGGCTCG GTATACGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGG 140
CGCTTCCCRTCGCHMGGCTCGCTCTCT@TGTATACGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGG 140
* 160 * 180 * 200 *
GCCATGATGACTTGACGTCEgrccccaccTTeccTCcCcGGTTTATRACCGGCAGTCTCCT@TGAGTTCCCGEC 210
GCCATGATGACTTGACGTC@TCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGEC 210
GCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCHETTGAGTTCCCREC 210
GCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGAC 210
GCCATGATGACTTGAcGTCAchcgiccTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGAC 210
GCCATGATGACTTGACGTCATCCCIACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGAC 210
220 * 240 * 260 * 280
e~ c-ccRATcecAACARIGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGA 279
TCTACGCGCTGGCAACAAAGGABAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGA 280
TCTACGTGCTGGCAACAAAMGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGA 280
THTAl-CGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACAT TTCACAACACGA 279
CTACHCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACAT TTCACAACACGA 280
CTACHCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACAT TTCACAACACGA 280
* 300 * 320 * *
GCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCABA-GTTCCCGAAGG-CACT 347
GCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCASE-GTTCCCGAAGG-CACT 348
GCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCA) 349
348
348
348
360 * 380 * 400 * 420
ETGGATGTCAAGA [MAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCG 417
GTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCG 418
CTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCG 419
CTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCG 418
CTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCG 418
CTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCG 418
* 440 * 460 * 480 *
GGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTA[CCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGARTTAARMGCGTTAG 487
GGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGATTTAACGCGTTAG 488
GGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGATTTAACGCGTTHG 489
GGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGATTTAACGCGTTAG 488
GGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGATTTAACGCGTTAG 488
GGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGATTTAACGCGTTAG 488

500 * 520 * 540 *

cTlcccAaGHcACHSTCHlTG acaaccTccan@rccacarcerTrTAacCEccBreeacTacca ¢ 551
crcccer@eccacAGTTCARMGACCECAACCTCCARAATCGACATCGTTTACAGCGTGGACTACCA 552
crccc@ancecacacTTlATAACCACAACCTICAAATCGACATCGTTTACAGCGTGGACTACCA : 553
cTBcGGAAGCCAC TCARGEIEc8cAACCTCCAAATCGACATCGTTTACAGCGTGGACTACCA : 552
CTCCGGAGCCACAGT TIATGACCACAACCTCCAARATCGACATCGTTTACAGCGTGGACTACCA : 552
CTCCGGAEGCCACAGTTATGACCACAACCTCCAAATCGACATCGTTTACAGCGTGGACTACCA : 552

Sekil 2. Farkli yaprakbiti tiirlerinden elde edilmis olan farkli endosimbiyont tiirlerin baz diizeyinde karsilastiriimast.

Figure 2. Comparison of different endosimbiont species obtained from different aphid species at the base level.
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baskisi oldugu ve bu nedenle bu endosimbiyontlarin miktarinin
fazla olmasindan dolay1 diger 6rneklerle ayni anda yapilan PCR
amplifikasyonlarindan farkli endosimbiyontlarin elde edildigi
diistiniilmektedir. Ca. Hamiltonella defensa ile infekteli
Acyrthosiphon pisum (Hemiptera: Aphididae) yaprakbiti
parazitoitleri Aphidius ervi ve Aphidius eadyi (Hymenoptera:
Braconidae)’ye karsi hayatta kalmada daha basarili oldugu
saptanmugtir (Degnan and Moran 2009). Benzer sonuglar A.
pisum ftizerinde Lysiphlebus fabarum, A. craccivora iizerinde
Binodoxys communis, B. koreanus, Lysiphlebus orientalis ve
Aphidius colemanii Viereck i¢in de saptanmigtir (Asplen ve ark.
2014). Cukurova bolgesinde de bu yaprakbiti tiirleri mevcut
olup (Uygun ve ark. 2001) bu tiirler iizerinde yaygin olan
Aphidus (Aphidius colamani, A. ervi), Lysiphlebus (Lysiphlebus
fabarum, L. confusus), Binodoxy (Binodoxy angelicae, B.
acalaphae) cinsine bagl tiirlerin (Satar ve ark. 2014; Satar ve
ark. 2019) salim c¢aligmalar1 ya da dogada destekleme
caligmalart yapilirken bu endosimbiyontlarin varliginin tespiti
onemli olacaktir. Bdylece bolgede evrimsel —siiregte
parazitoitlere karsi yaprakbitlerinin  gelistirdigi savunma
mekanizmalar1 veya yaprakbiti-parazitoit- konukgu  bitki
arasinda olusan trofik iliskilerin daha anlasilir olmasina katki
saglanabilir. Ozellikle ticari olarak da fiiretilip satilan A,
colemani nin salindig1 alanlarda basarisizlik durumlarinda da
problem endosimbiyontlar ile iliskilendirilebilir. Oregin, Prado
ve ark. (2015) serada yaprakbitlerinde endosimbiyont varliginda
yaprakbitlerinin A. colemani’ye dayanikli olabileceklerini, ya da
infekteli ve infektesiz konuk¢u yaprakbitlerini ayiramayan
parazitoidin yumurtalarini ve enerjilerini bosa
harcayabileceklerini belirtmistir.

Candidatus Serratia symbiotica parazitoitlere karsi koruma
saglamasmin yani1 sira 1s1 sokuna karsi bakteriyositilerdeki
simbiyontlart korur, ayrica konukg¢u yaprakbiti i¢in bazi
aminoasitleri tireterek yaprakbitinin Buchnera’ya bagimliligini
azaltarak beslenmede rol oynamaktadir (Burke ve ark. 2009).
Ornegin Cinara cedri (Lachnini)’de tryptophan biyosentezinde
S. sybiotica’nin gorev aldigi Pe’rez-Brocal ve ark. (2006)
tarafindan saptanmigtir. Bu c¢aligmada Adana’nin yayla
kesiminde bulunan Feke il¢esinden R. maidis popiilasyonunda
Ca. S. simbiyotica saptanmustir. Ozellikle kiiresel 1sinmanin
etkisini artirdigi  gliniimiizde olusabilecek ani  sicaklik
degisimlerine karsi popiilasyon igerisinde bu endosimbiyont
tiriinii barindiran bireylerin varligi bakteriositler igerisinde
bulunan ve yaprakbitlerinin beslenmesinde biiyiik rol oynayan
B. aphidicola’yr koruyarak popiilasyonun devamliliginin
saglanmasi i¢in belki 6nemli olacaktir. Arsenophonus’un ise
henliz yaprakbitlerine olan fenotipik etkisi kesin olarak
¢Oziilememistir. Ancak yaprakbitlerinin konukc¢u bitkiye
Ozellesmesinde 6nemli oldugu diisiiniilmektedir (Brady ve ark.
2014; Tian ve ark. 2019). Diger bir ¢alismada da popiilasyonun
genislemesinde ve yaprakbitinin zarar diizeyinin artmasinda
etkili olabilecegi diigiiniilmektedir (Wulff ve White 2015).

Calismada elde edilen farkli endosimbiyont tiirlerin
birbirleriyle genetik iliskileri incelendiginde obligat B.
aphidicola diger sekonder endosimbiyontlardan yiiksek bir
Boostrap degeriyle ayrilmistir. Sekonder endosimbiyontlar ise
90’mm  iizerinde  boostrap  degerleriyle  birbirlerinden
ayrilmiglardir (Sekil 1). Patel ve ark. (2019) da bezelye afidi
iizerinde Ca. S. symbiotica, Ca. H. defensa, Ca. F. Symbiotica

tirleriyle ~Maximum  likelihood  yontemi  kullanilarak
olusturduklar1 filogenetik agacgta bu tiirlerin 99-100 gibi
Bootstrap degerleriyle birbirlerinden ayrildiklarini

saptamiglardir. Calismada elde edilen endosimbiyont tiirlerin
niikleotid dizileri karsilagtirildiginda tiirler arasi korunmus

bolgeler olmasina ragmen, pek ¢ok baz farkliligr da saptanmustir
(Sekil 2). Bu korunmug bolgeler bir ¢ift primerle farklh
endosimbiyontlarin elde edilebilecegini gostermektedir.

Kullanilan tiniversal primer degerlendirildiginde drneklerin
biiyiik bir boliimiinden obligat B. aphidicola elde edilmis az
sayida fakiiltatif endosimbiyont tiirleri elde edilmistir.
Literatiirde bu primer ¢ifti farkli yaprakbitlerinde B.
aphidicola’yr saptamak igin kullanilirken yaprakbitlerinde diger
endosimbiyont tiirlerin saptandig1 bir ¢aligmaya rastlanmamustir.
Ancak, bu primer ¢iftiyle Diaphorina citri Kuwayama
(Hemiptera: Psyllida:)’de  syncytium endosimbiyont ve
Wolbachia endosimbiyontlar1 belirlenmistir (Marutani-Hert
2011). Bagka bir c¢aligmada bu primer ¢iftinin Bacillus
thuringiensis strainlerinde tim 16S rDNA bélgesini elde etmede
kullanildig1  goriilmektedir (Shojaaddini ve ark. 2012). Bu
nedenlerden dolayr farkli tiirler bu caligmada elde edilmig
olabilir. B. aphidicola elde edilmeyen orneklerde bu tiiriin
olmadigi anlamina gelmemekte olup bu Orneklerde ekolojik
nedenlerle diger endosimbiyont tilirlerin daha fazla var
olmasindan dolay1 6ne ¢iktig1 diisiiniilmektedir.

Yaprakbitlerinde bulunan endosimbiyontlar, yaprakbiti-
dogal diisman, yaprakbiti-konukcu bitki ve dis kosullara

adaptasyona  yonelik yapilan caligmalarda gbéz ardi
edilmemelidir. Yapilan son c¢alismalar gostermistir ki
yaprakbitlerinin ~ biyolojileri  diigiinillenden daha fazla

endosimbiyontlarla iligkilidir. Bu nedenle bir bolgede bir
zararliy1 aragtirirken ve miicadeleye karar verirken sadece
zararli degil ayrica endosimbiyontlarirda g6z Oniinde
bulundurmakta yarar vardir.
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