CANAKKALE ONSEKiZ MART UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
YUKSEK LiSANS TEZI

YESIL KURT, Helicoverpa armigera (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE):
LABORATUVAR KOSULLARINDA BAZI BiYOLOJIK
OZELLIKLERININ BELIRLENMESi VE MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU
Seda YUCEL

Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah

CANAKKALE



T.C.
CANAKKALE ONSEKIiZ MART UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
YUKSEK LiSANS TEZI

YESIL KURT, Helicoverpa armigera
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE): LABORATUVAR
KOSULLARINDA BAZI BiYOLOJIK OZELLIiKLERININ
BELIRLENMESI VE MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

Seda YUCEL
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dalh
Tezin Sunuldugu Tarih: 05/08/2019

Tez Damigsmana:

Prof. Dr. Hanife GENC

CANAKKALE



Seda YUCEL tarafindan Prof. Dr. Hanife GENC yo6netiminde hazirlanan ve
05/08/2019 tarihinde asagidaki jiiri karsisinda sunulan “Yesil Kurt, Helicoverpa armigera
(Lepidoptera: Noctuidae): Laboratuvar Kosullarinda Bazi Biyolojik Ozelliklerinin
Belirlenmesi ve Molekiiler Karakterizasyonu” baslikli calisma, Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali’nda

YUKSEK LISANS TEZI olarak oybirligi ile kabul edilmistir.

JURI
Prof. Dr. Hanife GENC
Baskan

Dog. Dr. Nimet Sema GENCER ...
Uye

Dr. Ogr. Uyesi Tillay TURGUT GENC ...,

Uye
Prof. Dr. Levent GENC
Miidiir
Fen Bilimleri Enstitiisii
Sira No:.........

Bu calisma Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon

Birimince Desteklenmistir. Proje Numarasi: FYL-2018/2466



INTIHAL (ASIRMA) BEYAN SAYFASI

Bu tezde gorsel, isitsel ve yazili bicimde sunulan tiim bilgi ve sonuclarin akademik ve
etik kurallara uyularak tarafimdan elde edildigini, tez icinde yer alan ancak bu
calismaya 6zgii olmayan tiim sonug ve bilgileri tezde kaynak gostererek belirttigimi

beyan ederim.

Seda YUCEL



TESEKKUR

Bu tezin gergeklestirilmesinde, ¢alismam boyunca benden bir an olsun yardimlarini
esirgemeyen, ¢alismami yaparken bana her konuda yol gésteren ve destek olan, egitim
hayatim boyunca biiyiik yeri olan saygi deger danisman hocam Prof. Dr. Hanife GENC’e,

Arazi ¢alismalarinin yiiriitiilmesinde teknik desteklerinden dolay1 Canakkale Tarim Il
Miidiirliigii'ne, Dr. Berrin ALACA ve Ziraat Miihendisi Fatih ERGIN’e,

Molekiiler ¢alismalarin gergeklestirilmesinde ve sonuglarin yorumlanmasinda bana
yardimer olan Dr. Ogr. Uyesi Tillay TURGUT GENC ve doktora ogrencisi Melik
GUNAY a,

Arastirmanin yiiriitiilmesinde bana destek saglayan FYL-2018/2466 nolu proje i¢in
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Bilimsel Arastirma Proje Komisyonu Baskanligi’na,

Hayatimin her evresinde bana destek olan degerli aileme ve her daim yanimda olan

yol arkadasim Akin KUYULUya sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Seda YUCEL
Canakkale, Agustos 2019



SIMGELER VE KISALTMALAR

mm Milimetre

mg Miligram

g Gram

ml Mililitre

ha Hektar

da Dekar

cm Santimetre

°C Santigrad

% Yiizde orani

EtOH Etanol

Q Disi

d Erkek

ul Mikrolitre

BSA Bovine Serum Albumin
mtDNA Mitokondriyal DNA
COol Sitokrom oksidaz |

S Polimorfik alan sayis1
Ny, Haplotip say1s1

Ts Transition

Ty Transversion

k Niikleotid farklilig1

h Haplotip ¢esitliligi

yis Niikleotid cesitliligi
COl Sitokrom oksidaz |
DNA Deoksiriboniikleik asit
bp Base pair (baz gifti)
NCBI National Center for Biotechnology Information
BLAST Basic Local Alignment Search Tool



OZET

YESIL KURT, Helicoverpa armigera (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE):
LABORATUVAR KOSULLARINDA BAZI BiYOLOJIK OZELLIKLERININ
BELIRLENMESi VE MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

Seda YUCEL
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danigman : Prof. Dr. Hanife GENC
05/08/2019, 94

Bu c¢alisma, yesil kurdun Helicoverpa armigera Hiibner, laboratuvarda domates
tizerinde biyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi, laboratuvarda konukg¢usuna bagli kalmadan
yetistirilmesi i¢in farkli yapay diyetlerin test edilerek en iyi larva diyetinin tespit edilmesi,
yapay diyet tlizerinde ve domateste beslenen yesil kurt bireylerinin toplam protein
miktarlarin tespit edilmesi ve genetik ¢esitliliginin molekiiler yontemlerle belirlenmesi
amactyla gercgeklestirilmistir. Calismanin birinci asamasinda, yesil kurdun toplamda 6
larva donemi gecirdigi, larva gelisme siiresinin ortalama 18,2+0,83 giin ve pupa gelisme
stiresinin de 9,31+0,79 giin oldugu belirlenmistir. Bir diginin ortalama 1096,3+105,56 adet
yumurta biraktigr tespit edilmistir. Calismanin ikinci asamasinda, test edilen yapay
diyetlerden diyet I ve II’de yesil kurt larvalar1 laboratuvarda dort generasyon boyunca
devamli olarak basarili bir sekilde yetistirilmis olup, larvalarin laboratuvarda beslenmesi
icin besin ihtiyacinin karsilanmasinda uygun diyetler oldugu belirlenmistir. Calismanin
liclincli asamasinda, toplam protein miktar1 yesil kurt olgun larvalarinda ortalama
24,37+£2,63 ng/mg, pupalarinda 51,144+2,66 pg/mg ve erginlerinde 33,91+4,86 pg/mg
olarak belirlenmistir. Calismanin son asamasinda, Canakkale, Balikesir ve Bursa
bolgesindeki 16 farkli lokasyonu temsil eden 45 ornekten mtDNA COI bolgesinde 536
bp’lik konsensus bolge elde edilmistir. Yapilan analizlerde bu gen bdlgesinde 13 haplotip
ve 13 mutasyon belirlenmis olup, Canakkale, Balikesir ve Bursa’dan elde edilen H.
armigera popiilasyonlarinda yiiksek genetik ¢esitlilik tespit edilmistir. H. armigera
poplilasyonlarmin iilkemizde ilk kez molekiiler ¢esitlilikleri bu ¢alisma ile ortaya

konulmustur.
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ABSTRACT

BOLLWORM, Helicoverpa armigera (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE):
DETERMINATION OF SOME BIOLOGICAL PROPERTIES IN LABORATORY
CONDITIONS AND MOLECULAR CHARACTERIZATION

Seda YUCEL
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master of Science Thesis in Agricultural Biotechnology
Advisor : Prof. Dr. Hanife GENC
05/08/2019, 94

This study was conducted to determine the biological properties of bollworm,
Helicoverpa armigera Hiibner on tomato fruits and select the best larval diet by testing
different artificial diets for continuous rearing without depending host in the laboratory and
report the total protein content of bollworm individuals fed on artificial diet and tomato
fruits and determine genetic diversity by molecular methods. In the first part of the study,
the biological properties were reported. The bollworm larvae had 6 instars, larval duration
period was about 18,2+0,83 days and pupal duration was about 9,31+0,79 days. The mean
fecundity was 1096,3£105,56 number/eggs. In the second part of the study, different
artificial diets were tested. Among the artificial tested diets, bollworm larvae were
successfully reared in the laboratory for four generations in Diet | and Diet Il, and were
nutritionally suitable for larval feeding. In the third part of the study, total protein amount
was about 24,37+2,63 pg/mg for mature larvae, 51,1442,66 pg/mg for pupae and
33,9144,86 pug/mg for adults. In the final part of the study, 536 bp consensus regions were
obtained from mtDNA COI region from 45 samples representing 16 different locations in
Canakkale, Balikesir and Bursa. In this analysis, 13 haplotypes and 13 mutations were
identified in COI region and high genetic diversity was detected among H. armigera
population obtained from Canakkale, Balikesir and Bursa. In this study, molecular

diversity of H. armigera population was evaluated for the first time in Turkey.

Keywords: Bollworm, Helicoverpa armigera, Biology, Artificial Diet, Genetic

Diversity.
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BOLUM 1
GIRIS

Domates (Solanum lycopersicum L.), diinyada ve lilkemizde yogun iiretimi yapilan,
Giliney Amerika orijinli, tek yillik bir bitkidir. Diinya genelinde toplam domates iiretim
alan1 182,301,395 ton, ekilen alan 4,848,384 ha ve verim 37,600 ton/ha’dir. Tiirkiye’de ise
domates tiretim alan1 12,750,000 ton, ekilen alan 187,070 ha ve verim 68,156 ton/ha’dur.
Cizelge 1.1°de belirtildigi lizere Tiirkiye domates iiretimi bakimindan diinyada Cin ve

Hindistan’dan sonra 3. sirada yer almaktadir (Anonim, 2017).

Cizelge 1.1. Domates iiretiminde ilk bes siradaki iilkeler (FAOSTAT, 2017)

Ulkeler Uretim (ton) | Ekilen alan (ha) |Verim (ton/ha)
1 Cin 59,514,773 1,028,454 57,868
2 Hindistan 20,708,000 797,000 25,982
3 Tiirkiye 12,750,000 187,070 68,156
4 Amerika 10,910,990 126,070 86,547
5 Misir 7,297,108 182,444 39,996

Ulkemizde 2018 yilinda, domates ekim alani sofralik 1,175,095 da ve salgalik ekim
alan1 ise 519,742 da alan olup, tiretim miktar1 ise sofralikta 8,414,920 ton ve salgalikta
3,735,080 ton’dur. Ulkemizde hemen hemen her yerde domates liretimi yapilmaktadir.
Iller bazinda en fazla domates iiretiminin yapildig1 yer 2,504,290 ton sofralik iiretim
miktar1 ve 197,468 da ekim alan1 ile Antalya’dir. Antalya ilinin ardindan en fazla domates
iiretimi Mersin, Mugla, Canakkale, Bursa ve Tokat illerinde yapilmaktadir (Anonim,
2018).

Canakkale ili domates yetistiriciliginde iilkemizde dordiincii sirada yer almasi ile
onemli bir yere sahiptir. Canakkale merkezde sofralik ekim alan1 12,805 da olup, iiretim
miktar1 98,865 ton’dur. Ilgelerde ise en biiyiik paya 11,384 da sofralik ekim alani ve
81,916 ton sofralik iiretim miktarinin yaninda 13,700 da salgalik ekim alani ve 112,440 ton
salgalik tiretim miktar1 ile Biga ilgesi sahiptir (Anonim, 2018) (Cizelge 1.2).



Cizelge 1.2. Canakkale ili ve ilgelerindeki sofralik ve salgalik domates liretim alanlari

(TUIK, 2018)

SOFRALIK SALCALIK
fice Adx Ekilen alan | Uretim miktar1 | Ekilen alan | Uretim miktar
(da) (ton) (da) (ton)
Merkez 12,805 98,865 1,300 10,143
Ayvacik 4,450 32,464 230 1,725
Bayramig 5,250 38,300 2,350 17,858
Biga 11,384 81,916 13,700 112,440
Bozcaada 25 104 20 89
Eceabat 1,303 8,318 90 593
Ezine 6,318 44,900 4,200 29,789
Gelibolu 5500 39,010 - -
Gokgeada 150 912 100 608
Lapseki 3,550 23,380 200 1,419
Yenice 1,200 8,998 4000 27,155
Can 203 1,350 350 2,376

Diger tarimsal {riinleri etkileyen sicaklik, su, nem, yagis, kuraklik gibi abiyotik
faktorlerin yaninda hastalik ve zararli gibi biyotik faktorlerin etkisi de biiyiiktiir. Bu
faktorler iirtinde kalitenin diigmesine ve {riin kayiplarina neden olur. Domates tiretimini
olumsuz etkileyen bir¢ok tarimsal zararli bulunmaktadir. Bu zararlilarin basinda yesil kurt
(Helicoverpa armigera Hiibner), domates yaprak giivesi (Tuta absoluta Meyrick), tiitiin
thripsi (Thrips tabaci Lindeman), cicek thripsi (Frankliniella occidentalis Pergande), iki
noktali kirmiz1 6rtimcek (Tetranychus urticae Koch) ve pas akari (Aculops lycopersici
Massee) gibi zararlilar gelmektedir. Domates iiretimi yapilan ¢ogu alanda yesil kurdun
etkisi goriilmekte olup, zarari olduk¢a Onemlidir. Diger zararlilar da uygun kosullarda
ekonomik olarak zarar olusturabilmektedir.

Yesil kurt iilkemizde ilk defa 1913 yilinda Bergama’da tespit edilmistir (Alkan,
1948). Zararli, iilkemizde Giiney Anadolu bolgesinde pamugun, Giineydogu Anadolu
bolgesinde bazi baklagillerin ve nohutun, Ege ve Marmara bolgesinde ise domates ve
titlinlin en 6nemli zararlis1 olarak bildirilmistir (Kaya, 2000). Zararlinin diinyada ise
Afrika (Giiney Afrika, Libya, Misir), Avrupa (Portekiz, Romanya, Yunanistan, Ispanya),
Asya (Iran, Cin,Hindistan) ve Giiney Amerika’da yaygin olarak dagilim gosterdigi ifade
edilmistir (Bueno ve Sosa-Gomez, 2014; Murua ve ark., 2014).

Yesil kurt polifag bir zararlhidir. Zararlinin konukgular1 arasinda basta domates

(Solanum lycopersicum L.), biber (Capsicum annuum L.), patlican (Solanum melongena




L.), misir (Zea mays L.), tiitin (Nicotiana tabacum L.), bamya (Abelmoschus esculentus
L.), nohut (Cicer arietinum L.), pamuk (Gossypium spp.), baklagiller, siis bitkileri vb.
gelmektedir. Yesil kurt larvalarinin 40 familyaya ait 172 bitki tiiriinde zarar yaptigi
bildirilmistir (Liu ve ark., 2004; Krinski ve Godoy, 2015). Zararlinin farkli konukcular ile
beslenmesinin larva gelisme siiresi, pupa gelisme siiresi, liremesi gibi bazi biyolojik
parametrelere etki ettigi belirlenmistir (Kakimoto ve ark., 2003; Liu ve ark., 2004; Naseri
ve ark., 2010; Kouhi ve ark., 2014; Suits ve ark., 2017).

Yesil kurt ergin bireylerin kanat acikligi 35-37 mm olup, viicut uzunlugu 18-20
mm’dir. Viicut kremsi beyaz renkte ve 6n kanatlarinin iizerinde bobrek seklinde lekeler
bulunmaktadir. Kanatlarin disinda bulunan sagaklar krem rengindedir (Ongdren ve ark.,
1977). Erginler alacakaranlikta aktiftir. Gilindiiz az hareketli olup, ergin bireyler 151k
gérmeyen kuytu yerlerde gizlenir. Yumurta birakma ve pupadan ergin ¢ikisinin meydana
gelmesi alacakaranlikta gerceklesmektedir. Ciftlesmenin ardindan disi  bireyler
yumurtalarini konukcu bitkinin gévde, ¢igek, meyve ve yesil aksam gibi kisimlarma tek
tek birakir. Yumurtalar krem renkli, basik, yuvarlak sekilli olup iizerinde uzunlamasina
cizgiler bulunur. Yesil kurdun asil zararimi larvalar olusturur. 1. ve II. donem larvalar
konukcu bitkinin yapraklari ile beslenirken, Ill. donemden sonra larvalar konukgu bitkinin
generatif organlar1 ile de beslenir (Kaya ve Kovanci, 2000). Larvalar gelisme siireleri
boyunca 5-6 donem gecirmektedir. Yesil kurt larvalar toprakta pupa olur. Pupalar 6nce
sarims1 yesil renkte olup, birkag saat sonra parlak kizilims1 kahverengini alirlar (Ongdren
ve ark., 1977).

Yesil kurdun polifag bir tiir olmasi nedeni ile zararli, cevre kosullarina bagl olarak
iilkemizde 4-5 do6l vermektedir (Koc¢lu ve Karsavuran, 2000). Zararlinin 1977 yilinda
Izmir’de 4 dol (Ongdren ve ark., 1977), 1978 yilinda Cukurova bélgesinde 3 dol, 1979
yilinda ise 4 dol (Yabas ve Ozer, 1980), Hindistan’da 4 dol (Chaudhary ve Sharma,1983),
Suriye’de 3 dol (Tahhan ve Hariri, 1984), Ozbekistan’da 4 dol (Adaskevich ve Rashidov,
1989) verdigi tespit edilmistir.

Ongoren ve ark. (1977)na gore, Izmir ve gevresinde ilk erginler Mayis aymdan
itibaren ortaya ¢ikmaktadir. Yabas ve Ozer (1979)’e gore, Cukurova bdlgesinde yesil kurt
erginlerinin 1978 yilinda Mayis ay1 sonlarinda goriildiigii, Eyliil ve Ekim aylarinda ergin
popiilasyonunun diisilk oranda devam ettigi, 1979 yilinda ise erginlerin Nisan ay1
sonlarinda goriildiigii ve son dol erginlerin Ekim ayinin ortasinda goriildiigii bildirilmistir.

Yesil kurt larvalar1 gelisme donemleri boyunca domatesin yaprak, ¢igek salkimi, sap,

tomurcuk ve meyvede agtiklar1 deliklere girerek beslenir. Bu nedenle saprofit funguslarin



etkisiyle meyvelerde clirimeye neden olur (Koglu ve Karsavuran, 2000). Domateste
meyve ve tohum baglamada azalmalara neden olur ve ekonomik olarak verim kayiplarina
yol agar. Lammers ve MacLeod (2007) tarafindan bu zararliy1 kontrol altina almak igin
diinyada yillik maliyetin verim kayiplar1 ile birlikte 5 milyar ABD dolarina ulastigi
bildirilmistir. Hindistan ve Cin’de, pestisitlerin %50’sinin bu zararliy1 kontrol altina
almada kullanildig1, Ispanya’da ise yesil kurdun ticari amach kullanilan domateslerde en
onemli zararlilarindan biri oldugu ifade edilmistir (Arno6 ve ark., 1999). Zararlinin polifag
olmasinin yani sira, ¢esitli habitatlarda yasamini siirdiirebilmesi, degisen ¢evre kosullarina
kolay adapte olabilmesi, lireme giictiniin yiiksek olmasi zararl ile her iiretim sezonunda
birgok kez miicadelenin yapilmasini gerekli kilmaktadir (Mironidis ve Savopoulou-
Soultani, 2008).

Yesil kurt ile miicadelede en fazla kullanilan yontem kimyasal miicadeledir.
Ozellikle organofosfatli (profenofos), spinosin grubundan (spinosad), karbamatl
(thiodicarb) ve pyridalyl insektisitleri gibi farkli kimyasal grupta bulunan insektisitlerin bu
zararli ile miicadelede etkin bir sekilde kullanilabilecegi ifade edilmistir (Konus ve
Karaagag, 2014). Ulkemizde ve diger bircok iilkede zararlilarin basta piretroid vb. etkili
maddelere ve farkli gruptan insektisitlere karsi gelistirdigi dayaniklilik, dayaniklilik
oranlar1 ve dayaniklihik mekanizmalarimin belirlenmesi  konularinda ¢alismalar
bulunmaktadir (Daly, 1988; McCaffery, 1998; Ugurlu ve ark., 2007; Ugurlu ve Giirkan,
2007; Karaaga¢ ve Konus, 2012).

Ozellikle son yillarda kimyasal ilaglarin siirekli, bilingsiz ve yogun bir sekilde
kullanilmasit zararlinin direncinde artis meydana getirirken, ayn1 zamanda insan sagligina
olumsuz etkide bulunarak toksik zehirlenmelere de neden olmaktadir (Longnecker ve ark.,
1997). Bununla birlikte giiniimiizde zararlinin tarimsal ilaglara kars1 gelistirdigi
dayaniklilik, ilaclarin etkisinin diismesine sebep olarak, tarimsal {irlin desenini tehdit eden
en onemli problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Knight ve Norton, 1990). Bu yontemlere
alternatif olarak entegre miicadele kapsaminda kiiltiirel, biyolojik ve biyoteknik miicadele
caligmalar1 yaygin olarak kullanilmaktadir. Kiiltiirel miicadele ¢alismalarinda yabanci ot
temizliginin yapilmasi, zararli ile bulasik meyvelerin uzaklastirilmas: ve hasattan sonra
derin stliriim yapilmasi en etkili yontemlerden biridir. Zararlinin dogal diismanlar arasinda
Chrysoperla carnea Stephens (Neuroptera:Chrysopidae), Coccinella septempunctata L.
(Coleoptera:Coccinellidae) ve Geocoris spp. (Hemiptera:Lygaeidae) bulunmaktadir (Sathe
ve Bhosale, 2001). Biyolojik miicadele konusunda yapilan ¢aligsmalarda ise Trichogramma

chilonis Ishii’ in yumurta parazitoiti, Campoletis chlorideae Uchida, Hyposoter didymator



Thun., Heteropelma scaposum Morley ve Netelia producta Brullé’ nin larva parazitoiti
olarak kullanildig1 bildirilmistir (Romeis ve Shanower, 1996; Ahmad ve ark., 1998; You
ve ark., 2002; Johns ve Whitehouse, 2004; Simsek ve ark., 2015; War ve ark., 2016).
Ayrica Tobias (1995) ise Chelonus oculator Panzer’ un yumurta-larva parazitoiti olarak
kullanildigin1 belirtmistir.

Zararhlarla daha kapsamli ve etkin bir sekilde miicadele yapilmasinda zararlinin
biyolojik &zelliklerinin ortaya konulmasi énemli bir etkendir. Ozellikle ergin ¢ikis zamani,
ciftlesme ve yumurta birakma zamanlarinin belirlenmesi biiylik 6nem tagimaktadir.

Boceklerin laboratuvar sartlarinda kitle dretiminin yapilmasi zararlilari ile
miicadelede kolaylik saglamaktadir. Bu sebeple kitle iiretimi yapilmadan once zararlinin
konukgusunda beslenme durumu bilinmeli ve konuk¢u bitkisi devamli olarak
saglanmalidir. Konukgu bitkinin iiretimi zaman, yer, maliyet ve is giicii gerektirmektedir.
Bu sebeple, giiniimiizde boceklerin konukgusu olan bitkilere bagli kalmadan devamli
olarak yetistirilmesinde yapay besin ortamlari biiyiik 6nem tasimaktadir (Knipling, 1979).

Boceklerin viicutlarinda bulunan yag, karbonhidrat, protein, vitamin ve mineral gibi
yapisal molekiiller boceklerin lireme ve gelismesinde temel bir etkendir. Boceklerin besin
ithtiyaclar diyapoz, yas, go¢ ve fizyolojik stres gibi faktorlere baglh olarak degismektedir
(Nation, 2015). Besin maddeleri arasinda bulunan proteinler, bdceklerde fizyolojik
olaylarin gergeklesmesinde rol oynamaktadir. Ozellikle ergin disilerin yumurta ve
ovarilerinin olgunlagmasinda proteinlerin 6nemi biiyiiktiir (Nation, 2015). Kelebeklerde
yag asitlerinin etkisi ergin donemde daha fazla izlenmektedir. Yag asitleri eksikliginde
kelebek kanatlarinda sekil bozukluklart ve deformasyonlar meydana gelmektedir
(Vanderzant, 1974). Karbonhidrat eksikliginde ise boceklerde gelismenin yavasladigi ya da
gelismenin durdugu bildirilmistir (Chapman, 1998). Vitaminlerin ise bazi bdceklerde
ozellikle yumurta verimine etkisinin 6nemli oldugu ifade edilmistir (McFarlern, 1992).

Gilinlimiizde zararlilarin molekiiler yontemler yardimiyla ayirt edilmesi ve genetik
cesitliliginin  belirlenmesinde  mitokondrial DNA  temeline dayali  teknikler
kullanilmaktadir. Mitokondrial DNA analizleri, zararlinin benzer tiirlerle akrabalik
derecesinin belirlenmesinde, popiilasyon genetik yapisinin tahmin edilmesinde, tiir bazinda
filogenetik iligkilerin belirlenmesinde ve zararlinin orijininin  belirlenmesi  gibi
caligmalarda etkin ve basarili olarak kullanilan bir yontemdir.

Mitokondrial DNA canlilarda maternal olarak kalitsaldir ve nesilden nesile
degisiklige ugramadan aktarilmaktadir (Simon ve ark., 1994). Bocek mitokondrial DNA’s1
(mtDNA) yaklasik 14-18 kb biiyiikliigiinde olup, dairesel, gift sarmal ve toplamda 37 gen



bolgesinden meydana gelmistir. Bu genler; 13 protein kodlayabilen gen (PCGs); alt
birimleri olarak 6 ve 8 ATPaz (atp6 ve atp8), sitokrom C oksidaz alt birimleri 1-3 (COI-
COIll), sitokrom B (cob), NADH dehidrojenaz alt birimleri 1-6 ve 4L (NAD1-6 ve
NADA4L), 2 rRNA geni; kiigiik ve biiyiik alt birim olan rRNAs (rrnL ve rrnS), 22 tRNA
geni ve transkripsiyon ve replikasyon i¢in A+T’ce zengin baglama bdlgelerini igermektedir
(Boore, 1999) (Sekil 1.1).

Mitokondrial DNA’nin digerlerine oranla boyutunun daha kiiclik ve basit yapida
olmasi, genlerin anne tarafindan aktarilmasi, hemen hemen tiim hayvanlarda bulunmas1 ve
fazla sayida kopyasinin olmasi vb. (Behura, 2006) belirte¢ ya da markir olarak

kullanilmasin1 molekiiler ¢alismalarda 6nemli kilmaktadir.
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Sekil 1.1. Bocek mitokondriyal genomu (Jalali ve ark., 2015)

Bocek mitokondriyal genomunda yapilan ¢aligmalarda hedef organizmadan mtDNA
izolasyonu yapilarak sitokrom oksidaz I (CO-I), sitokrom oksidaz Il (CO-II), 16S, 12S
rRNA, NADHS5 dehidrojenaz, NADH4 dehidrojenaz ve tRNA gibi gen bolgeleri hedef
alinarak karakterizasyon ¢aligmalar1 yapilmaktadir.

Mitokondrial DNA’nin COI bolgesi, bocek mitokondrial genomunun en ¢ok ¢aligilan

boélgesinden biridir. COI bolgesi terminal katalizordiir ve {i¢ sitokrom oksidaz alt biriminin



en biiyiigiidiir (Lunt ve ark., 1996). Ozellikle COI ve COII bélgesi boceklerin popiilasyon
genetigi calismalarinda bagariyla ve yaygin olarak kullanilmaktadir (Brower, 1994;
Caterino ve ark., 2001).

Calismanin amaci, domates ekim alanlarinda yapilan sorveylerle elde edilen yesil
kurdun domates iizerinde laboratuvar kolonisinin  olusturulmasi, laboratuvar
adaptasyonunun saglanmasi ve biyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi, y1l boyu konukg¢usuna
bagh kalmadan yapay diyet iizerinde beslenebilen laboratuvar kolonisinin olusturularak
yapay diyette biyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi, yesil kurdun domates ve yapay diyet
tizerinde beslenen bireylerin toplam protein tayinlerinin yapilmast ve 6zellikle Canakkale
ve cevresindeki domates iiretim alanlarindan elde edilen yesil kurt popiilasyonlarinin

genetik ¢esitliliginin belirlenmesidir.



BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Yesil Kurt (Helicoverpa armigera)’un Biyolojisi Uzerine Yapilan Baz
Calismalar

Kaya ve Kovanci (2000), yesil kurdun dogal kosullarda ve laboratuvarda biyolojisini
arastirmak tlizere yaptiklar1 ¢alismada, yesil kurdun Bursa’da yilda 4 dol verdigi ve kist
ortalama 7,08+1,53 cm derinlikte toprakta pupa doneminde diyapoz halinde gegirdigini
belirlemistir. Ergin ¢ikislarinin Mayis ayinda basladigi ve dogada bir disinin ortalama
954,70+403,52 adet yumurta biraktigi ve yumurta acgilma oranmnin %358 oldugu ifade
edilmistir. Laboratuvar kosullarinda ise bir disinin 678,50+492,53 adet yumurta birakarak,
yumurta acilma orant %57 olarak hesaplanmistir. Yesil kurdun larva gelisiminin bir doliinii
36,08 glinde tamamladig1 belirtilmistir. Erginlerin esey orani 1:1.08 olarak belirtilmistir.

Nasreen ve Mustafa (2000) tarafindan yapilan calisma, yesil kurdun laboratuvar
sartlarinda ¢esitli biyolojik donemlerini belirlemek amaciyla gerceklestirilmistir.
Laboratuvarda elde ettikleri pupalar1 cinsiyetlerine gore ayirarak 30 X 15 cm’lik seffaf
plastik kavanozlara yerlestirmislerdir. Kavanozda hava sirkiilasyonunu saglamak icin,
kavanozun kenarlarin1 ve kapaklarini delmislerdir. Disilerin iki farkli sivi besin ortaminda
yumurta birakma orani iizerinde etkinliginin tespit edilmesinde, kavanozlarin igerisine
%10 ballt su karisimi ve sadece su iceren ergin beslenme ortamlar1 kullanmiglardir.
Denemeyi 40 adet yesil kurt larva ve pupast kullanarak ylriitmislerdir. Calisma
sonucunda, larva gelisme siiresini ortalama 17,32+0,32 giin, pre-pupa siiresini 2,1+0,1 giin,
erkek pupa ve disi pupa siiresinin ise sirastyla 15,4+0,5 giin ve 13,2+0,4 giin siirdiiglinii
ifade etmislerdir. Larva donemlerinin gelisme siirelerinin I. larva doneminde 2,07+0,08
giinde, II. larva déneminde 2,15+0,11 giinde, III. larva doneminde 2,47+0,16 giinde, IV.
larva doneminde 3,12+0,16 giinde, V. larva doneminde 3,55+0,16 giinde ve VI. larva
doneminde ise 3,95+0,17 gilinde tamamladigini kaydetmislerdir. Larva donemlerine ait
larva boyu ortalamasini sirasiyla, 1. larva doneminde 3,40+0,22 mm, II. larva doneminde
4,60+0,34 mm, III. larva doneminde 9,65+0,74 mm, IV. larva doneminde 17,00+0,71 mm,
V. larva doneminde 28,35+0,69 mm ve VI. larva doneminde ise 36,85+0,75 mm olarak
hesaplamiglardir. Farkli s1vi besin ortami ile beslenen erginlerin biraktig1 yumurta sayisini,
%10 ball1 su karigimi ile beslenen bir diside ortalama 795,02 adet, su ile beslenen digide
248,55 adet ve hicbir besinle beslenmeyen diside ise 7,37 adet yumurta olarak

belirlemislerdir.



Kakimoto ve ark. (2003) calismalarinda H. armigera’nin ¢esitli konukgu bitki
arasindaki yumurta birakma tercihi, larva performansi ve farkli donem larvalar arasindaki
kannibalizm frekanslarini arastirmiglardir. Calismada konukgu bitki olarak bamya, pamuk
kozasi, krizantem c¢icegi, soya tohumu, kiiciik domates ve yesil biber kullanmiglardir.
Larva yogunlugunun kannibalizm tizerindeki etkisinin test edilmesinde 2, 5, 10 ve 20 adet
larva kullanmislardir. Denemeyi 30 birey ile yiiriitmiislerdir. Calisma sonucunda, disilerin
yumurtalarini %58,1 oranla en c¢ok bamyaya biraktiklart bildirilmistir. Larva gelisme
siiresini 13,0+0,9 giin ile en kisa bamyada, 20,7+2,0 giin ile en uzun yesil biberde
oldugunu belirlemiglerdir. Bamyanin %90 oran ile en yiiksek pupa olma yiizdesine sahip
oldugunu tespit etmislerdir. Farkli konukgular iizerinde beslenen pupalarin agirliklarini
strastyla bamyada 340,2+15,3 mg, pamuk kozasinda 336,6+13,4 mg, krizantem ¢iceginde
314,9+£20,6 mg, soya tohumunda 300,4+22,7 mg, kii¢clik domateste 292,6+25,7 mg ve yesil
biberde ise 267,4£27,2 mg olarak Olgmislerdir. Kannibalizm orani bakimindan larva
yogunlugu karsilastirildiginda ise, larva sayisinin artmasiyla pupa olma orani ve pupa
agirliginda azalma meydana geldigini bildirmislerdir.

Liu ve ark. (2004), yaptiklar1 ¢caligmada laboratuvarda 27°C sicaklik ve 14:10 saat
fotoperiyotta H. armigera’nin alti farkli konukg¢uda larva agirligi, gelisme siiresi ve
yumurta birakma oranlarini test etmislerdir. Calismada konukgu olarak pamuk, misir,
domates, biber, tiitiin ve fasulye kullanmislardir. Yesil kurt larvalarim1 Cin’in Hunan
bolgesinden toplamiglar ve laboratuvarda yapay diyet (Wu ve Gong, 1997) iizerinde
yetistirmislerdir. Larvalar1 Ill. doneme kadar aynmi yerde, I1l. donemden sonra kannibalizm
ozelliklerinden dolay1 kaplarda tek tek yetistirmislerdir. Denemeler sonucunda, domates ve
biberde larvalarin 6liim oraninin diger konukgularma gore daha yiiksek oldugunu
belirlemiglerdir. Larva gelisme siiresini misirda 26,6 giin ve domateste 35,1 giin olarak
tespit etmislerdir. Dordiincii donem larva agirligini misirda 22,8 mg ve tiitiinde 5,9 mg, son
donem larva agirligini ise pamukta 176,7 mg ve domateste 132,5 mg olarak elde
etmislerdir. Misirda 285,2 mg ve domateste 167,1 mg pupa agirligi elde etmislerdir.
Yumurta doneminden pupa donemine kadar canli kalma oranlari pamukta %33,1 ve
biberde %]1,7 tespit etmislerdir. Bir diginin biraktig1 yumurta sayisinin ortalama 708,4 adet,
misirda 784,8 adet, fasiilyede 778,1 adet, domateste 559,1 adet, biberde 562,5 ve tiitiinde
ise 314,3 adet olarak belirtilmistir. Sonug olarak, H. armigera’nin yasam dongiisiiniin
domates ve biberde diisiik oranlarda olmasina ragmen, test edilen tiim alt1 konuk¢uda da

tamamladigini ifade etmislerdir.



Mironidis ve Savopoulou-Soultani (2008), laboratuvar kosullar1 altinda 12.5, 15,
17.5, 20, 25, 27.5, 30, 32.5, 35, 37.5 ve 40°C’de 11 farkli sabit sicakligin ve bes alternatif
sicakligin (25-10, 30-15, 32.5-17.5, 35-20 ve 35-27.5°C) H. armigera’nin ergin omri,
yumurta birakma orani ve gelisme siiresi iizerine etkilerini arastirmislardir. Sonug olarak,
17.5-32.5°C sicaklik aralig1 diginda yetistirilen H. armigera’nin yumurta déneminden ergin
cikisina kadar olan doneminde gelisme gostermedigi bildirilmistir. Ortalama ergin
Omriiniin 15°C’de 34,4 giin ve 35°C’de 7,6 oldugu ifade edilmistir. Disilerde en uygun
yumurta birakma sicakliginin 25°C oldugu kaydedilmistir. Cok yiiksek sicakliklarin H.
armigera’nin biyolojik parametreleri tizerinde olumsuz etki yarattigini belirtmislerdir.

Patel ve ark. (2011) laboratuvarda H. armigera’y: giil iizerinde yetistirerek biyolojisi
lizerine arastirma gergeklestirmislerdir. Calismada ergin disilerin yumurtalarini yapraklara
ve slirgiinlere tek tek biraktiklarini gézlemlemislerdir. Yumurtalarinin enini 0,54+0,02 mm
ve boyunu 0,49+0,04 mm oldugunu belirtmislerdir. Larvalarin 6 larva donemi gecirdigi ve
toplam larva gelisme siiresini 24,16+2,25 giinde tamamladigini belirlemislerdir. Yumurta,
pre-pupa ve pupa gelisim donemlerini sirastyla 3,72 giin, 2,28 giin, 10,44 giin olarak tespit
etmislerdir. Bir disinin 290-910 adet yumurta biraktigini ve bu yumurtalarin %83,67’sinin
acildigini belirlemislerdir. Ergin 6miir uzunlugunu disilerde ortalama 8,84 (5-11) giin ve
erkeklerde ortalama 5.40 (4-8) giin oldugunu belirlemislerdir.

Kouhi ve ark. (2014) yaptiklar1 ¢alismada laboratuvar kosullarinda SUN 6108 f1,
Rio grande UG, Korral, Super strain B, CH falat, Hed rio grande, Cal.JN3 ve Super crystal
olarak adlandirilan sekiz farkli domates gesidi tizerinde yetistirilen H. armigera’nin larva
donemleri ve beslenme performansini arastirmiglardir. Calisma sonucunda, tiim larva
donemlerine gore alinan ve sindirimi yapilan doniisiim degerinin en yiiksek Hed rio grande
cesidinde, en diisiik ise Rio grande UG ¢esidinde oldugu tespit edilmistir. Beslenme indeks
sonuglarina gore de Rio grande UG g¢esidinin H. armigera i¢in ideal konuk¢u olmadigi
belirtilmistir.

Rabari ve ark. (2017a) c¢alismalarinda nohut, domates ve kabak kullanarak H.
armigera’nin  laboratuvar kosullarinda  biyolojisini  arastirmislardir.  Denemeleri
20,73+2,55°C sicaklik, %65,77+7,65 oransal nemde 30 birey ile yiirlitmislerdir. Toplam
larva gelisme siiresini nohutta 22,97 (20-26) giin, domateste 25,53 (23-29) giin, kabakta
27,10 (25-31) giin arasinda, pre-pupa siiresini ortalama nohutta 1,93 (1-3) giin, domateste
2,20 (2-3) giin, kabakta 2,27 (2-3) giin tespit etmislerdir. Disi ve erkek ergin émriinii en
uzun nohutta, ardindan domates ve en son ise kabakta belirlemislerdir. Bir diginin biraktig

yumurta sayisini sirasiyla; nohutta 229,10 adet, domateste 203,50 adet ve kabakta 191,70
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olarak tespit etmislerdir. Sonug olarak, laboratuvarda H. armigera’nin yetistirilmesinde en
uygun konuk¢unun nohut oldugu bildirilmistir.

Rabari ve ark. (2017b) yaptiklar1 ¢calismada H. armigera’nin pre Rabi (Ekim ayimin
ilk ve Kasim ayinin son haftasi arasi), Rabi (Aralik aymin ilk ve Subat ayinin ikinci haftasi
aras1) ve post Rabi (Mart aymin ilk ve Nisan ayinin son haftasi aras1) donemlerindeki
biyolojisini arastirmiglardir. Caligmay1 2013 ve 2014 yillar1 arasinda laboratuvarda pre
Rabi doneminde 25,40+2,95°C sicaklik ve %59,10+7,30 bagil nemde, Rabi déneminde
20,73+£2,55°C sicaklik ve %65,77+7,65 bagll nemde, post Rabi doneminde ise
27,57+£3,48°C sicaklik ve %53,00+£6,46 bagil nemde gerceklestirmislerdir. Sonug olarak,
post Rabi doneminde larva gelisme siiresi (23,97 giin) ve pre-pupa gelisme siiresinin (2,10
giin) diger donemlere gore daha kisa oldugu belirlenmistir. Bu dénemde ergin omriini
disilerde 9,80 (7-11) giin, erkeklerde 5,80 (5-7) giin olarak gozlemlemislerdir. Bu verilere
gore H. armigera’nin yetistirilmesinde en uygun donemin post Rabi donemi oldugunu

bildirmislerdir.

2.2. Yesil Kurt (Helicoverpa armigera)’un Yapay Diyet Uzerine Beslenme ile
flgili Yapilan Baz1 Cahismalar

Casimero ve ark. (2000) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, H. armigera’nin yedi
farkli dogal konukgu ile bir yapay diyet iizerinde larva canlilik orani, larva geligsme siiresi,
larva donemi ve pupa agirligi gibi bazi1 biyolojik gelisme parametreleri arastirilmistir.
Denemede dogal konukg¢u olarak pamuk kozasi, pamuk yapraklari, bamya, soya, domates
meyvesi, domates yapraklari, misirla birlikte ticari olarak formiile edilmis Insecta LF
yapay diyetini kullanmiglardir. Sonug olarak, larva gelisme siiresinin pamuk kozasinda
11,40 giin, pamuk yapraklarinda 22,75 giin, bamyada 13,19 giin, soyada 14,50 giin,
domates meyvesinde 15,04 giin, domates yapraklarinda 18,48 giin, misirda 12,52 giin ve
yapay diyette ise 12,75 giin slirdligiinii bildirmislerdir. Pupa agirligin sirasiyla en yiiksek
yapay diyette (324,67 mg), soyada (299,71 mg), pamuk kozasinda (287,60 mg), domates
meyvesinde (277,93 mg), bamyada (248,42 mg), pamuk yapraklarinda (246,31 mg) ve en
son ise domates yapraklarinda (193,24 mg) tespit etmislerdir. Birinci donem larvalarin ise
canlilik oraninin en fazla bamya ve yapay diyette oldugunu belirtmislerdir.

Kaya (2000) yaptig1 calismada, H. armigera’nin yumurta verimi, cinsiyet orani ve
omrii lizerindeki etkisini aragtirmistir. Bunun icin c¢alismada nohut, domates, tiitiin ve
yapay diyetten olusan dort farkli besin kullanmistir. Yapay diyetin igerigini kuru fasulye

unu, kuru bira mayasi, askorbik asit, misir unu, havu¢ unu, agar, nipagin ve saf su
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kullanarak hazirlamistir. Calismanin sonucunda, yapay besinle beslenen disi bireylerin
biraktig1 yumurta sayisinin diger besinlere gore daha fazla oldugunu belirlemistir. Tiitlinle
beslenen disi bireylerin ise biraktig1 yumurta sayisi en az olmustur. Ergin ve disi 6mriiniin
en uzun yapay besinde, en kisa ise nohutta beslenen bireylerde oldugunu saptamistir.
Cinsiyet oranini ise 1.0:1.0 (disi:erkek) olarak tespit etmistir.

Blanco ve ark. (2009) yaptiklar1 ¢alismada, Shaver ve Raulston (1971) tarafindan
gelistirilen Noctuidae familyasina ait besinin i¢inde bulunan protein oraninin
disiirilmesinde Heliothis virescens itizerindeki etkisini arastirmislardir. Bilesenlerinde
Nutrisoy (soya unu) ve bugday tohumu olan bes farkli besin hazirlamiglardir. Denemede
300 adet yumurtadan yeni ag¢ilan birinci donem larvalari teker teker beslemislerdir. Py, F1
ve F, dolleri i¢in larva gelisme siiresi, pupa olma orani ve ergin ¢ikis1 parametrelerini
belirlemislerdir. Calismada soya unu ve bugday tohumuna ek olarak; agar, sorbik asit,
Wesson’s tuzu, nipagin, aereomycin, agar, seker, vitamin karisimlart ve saf su
malzemelerini kullanarak yapay diyeti degistirerek hazirlamislardir. Elde edilen verilere
gore, iceriginde bugday tohumu bulunan besinde Heliothis virescens bireylerinin
beslenmedigi bildirilmistir. Larvalarin pupa olma orant %1,3 olarak hesaplanmigtir.
Calisma sonucunda, besin igerigindeki protein oraninin %5 altina diismesinin boceklerde
gelismelerinde olumsuz etki yaptigini bildirmislerdir.

Amer ve El-Sayed (2014), ¢alismalarinda H. armigera larvalarini pamuk, bamya,
muistr, hint yag bitkisi, bezelye, fasulye ve yapay diyet lizerinde yetistirerek larva ve pupa
gelisme siiresi, pupa agirligi, ergin donemine ait 6miir uzunlugu ve ovipozisyon siiresi
parametrelerini belirlemistir. Deneme laboratuvarda 26°C sicaklik ve 14:10 fotoperiyotta
yiriitiilmiistiir. Calismada her bir konukcu ve yapay diyetin etkinliginin test edilmesinde
100 adet yumurtadan yeni ¢ikan larvay: 3 tekerriirlii olarak yetistirmislerdir. Yapay diyetin
hazirlanmasinda 250 g haslanmis ve ardindan kurutulmus barbunya unu, 2,25 g sorbik asit,
2,25 g nipagin, 1 g sorbik asit, 25 g Brewer’s mayasi, 10 g agar, 2,5 ml formaldehit ve 500
ml su kullanmiglardir. Deneme sonuglarina gore, larva gelisme siiresini en kisa bezelye (16
giin) ve yapay diyette (16,50 giin) en uzun ise pamuk (23 giin) ve bamyada (22 giin) tespit
etmislerdir. Larva ve pupa 6liim oraninin en fazla misir ve pamukta oldugu bildirilmistir.
Bezelye ve yapay diyette beslenen pupa agirliklarinin diger konukgularina gore daha fazla
oldugunu ifade etmislerdir. Yapay diyet (%92,73) ve bezelyede (%90,57) beslenenlerde
yiiksek ergin ¢ikis oran1 goriilmuistiir.

Krishnareddy ve Hanur (2015) yaptiklari calismada, nohut yapay diyetindeki

Protein-X etkinliginin H. armigera’nin yumurta sayisi lizerindeki etkisini arastirmislardir.
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Arazide domates, nohut ve bezelye lizerinden topladiklar1 larvalar1 laboratuvara getirerek
yapay diyette yetistirmiglerdir. Denemeleri laboratuvarda 25+2°C sicaklikta, %65+5
oransal nemde larvalari her bir petriye teker teker yerlestirerek 5 tekerriirde
yiuriitmislerdir. Yapay diyetin igerigini 100 g nohut, 30 g maya, 25 g siikkroz, 5 g
Wessons’s tuzu, 5 g nipagin, 10 g askorbik asit, 6 g sorbik asit, 100 mg spreptomisin, 10
ml kolin Klorit (%5), 2 ml formaldehit, 2 g Protein-X ve 1000 ml saf su kullanarak
hazirlamislardir. Calisma sonucunda, Protein-X diyeti ile beslenen disilerin yumurta
birakma oraninda %9,6’11k bir artis gozlemlemislerdir.

Gomes ve ark. (2017) tarafindan Brezilya’da gergeklestirilen c¢aligmada, H.
armigera’nin pamuk, soya, misir, bugday ve yapay diyet (Greene ve ark., 1976) lizerinde
beslenme biyolojisini arastirmiglardir. Yapay diyet iizerindeki larvalari kontrol olarak
yetistirmislerdir. Denemeleri laboratuvarda kontrollii kosullarda 25 + 1 °C sicaklik, % 70
oransal nem ve 14 saat fotoperiyotta gergeklestirmislerdir. Calismada 170 adet I. donem
larvalart i¢inde konukg¢u bitkilerin yapraklar1 ve generatif organlart bulunan petri
kaplarinda (60X15cm) bireysel olarak yetistirmislerdir. Petri kaplar1 i¢inde bulunan
yapraklarin kurumasini 6nlemek i¢in, petri kaplarinin altina nemlendirilmis beyaz kurutma
kagitlar1 koymuslardir. Yesil kurt bireylerini pupa olana kadar petri kaplarinda
yetistirmislerdir Ardindan ayni giin yasta olan 10 @ ve 10 & pupay: plastik kaplara
yerlestirmislerdir. A¢ilan erginleri etrafi tiil ile kapli PVC’den yapilmig ergin yetistirme
kafeslerinde yetistirmislerdir. Erginlerin beslenmesi i¢in kafese %10’luk balli su soliisyonu
ilave edilmistir. Denemeyi 17 tekerriir ile kurmuslardir. Sonug olarak, test edilen farkl
konukcu tipleri arasinda yesil kurdun yumurta birakma orani ile birlikte gelisme donemi
tizerinde oOnemli etkilerin oldugunu belirtmislerdir. Misir ve bugdayda yetistirilen
larvalarda yiiksek oranda larva ve pupa Oliimleri gozlemlemiglerdir. Pamuk ve soya
tizerinde yetistirilen larvalarin test edilen diger konukgularina gore gelisme doneminde
daha yiiksek canlilik oranina ve ergin disilerin yiiksek yasama oranina sahip olduklarini
ifade etmislerdir.

Nunes ve ark. (2017) galigmalarinda, farkli diyetler kullanarak laboratuvarda H.
armigera’nin biyolojik gelisme parametrelerini incelemislerdir. Larvalar {i¢ farkli diyette
yetistirmislerdir. ik diyetteki besin iceriginde bugday ruseymi (60 g), soya proteini (30 g),
kazein (30 g), Brewer’s mayasi (37,5 g), agar (22,5 g), askorbik asit (3,96 g), sorbik asit
(1,98 g), tetrasiklin (124 g), nipagin (3,3 mg), distile su (1200 ml) ve vitamin kompleksine
(9,9 ml) ek olarak fasulye unu (75 g) ilave etmislerdir. ikinci diyette aymi besin

malzemelerini kullanarak fasulye unu yerine nohut unu (75 g) eklemislerdir. Ugiincii dogal
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konukguda ise sadece yesil fasulye kullanmiglardir. Calismanin sonucunda, larva gelisme
stiresini 11,67 giin ile en kisa nohut igerikli yapay diyette, 14,54 giin ile en uzun yesil
fasulyede belirlemislerdir. Larva ve pupa canliliginin diger besinle beslenen larvalara gore
daha yiiksek oranda oldugunu saptamislardir. Elde edilen verilere gore, kisa generasyon
stiresine sahip olmasi nedeniyle nohut unu bazli yapay diyetin laboratuvarda

yetistirilmesinde uygun bir diyet oldugu ifade edilmistir.

2.3. Yesil Kurt (Helicoverpa armigera)’un Genetik Cesitliligi Uzerine Yapilan
Bazi1 Calismalar

Folmer ve ark. (1994) yaptiklar ¢aligmada, 11 omurgasiz subede COI geninin 710
bp’lik fragmentinin PCR amplifikasyonu i¢in evrensel DNA primeri gelistirmislerdir.
Genomik DNA izolasyonunu CTAB yontemi kullanarak gerceklestirmislerdir. LCO1490
ve HCO2198 primerleri kullanarak 50 pl’lik toplam hacimde PCR yapmislardir. Elde
ettikleri PCR f{irlinlerini %2’lik agaroz jelde goriintiilemislerdir. Sonug olarak, LCO1490
ve HCO2198 evrensel primerlerinin 11 subede 80’den fazla omurgasiz tiiriinde basaril1 bir
sekilde amplife edildigini, bu primerlerin tiirler arasinda ve taksonomik siniflandirmalarda
filogenetik analizlerin yapilmasinda yardimci olacagini bildirmislerdir.

Zhou ve ark. (2000) dogu Akdeniz’deki H. armigera popiilasyonlarinin genetik
cesitliligini aragtirmislardir. Ergin bireylerin drneklemesi 5 lokasyon Israil ve 1 lokasyon
Tiirkiye’den alinarak yapilmistir. Orneklerin genetik iligkileri RAPD-PCR kullanilarak
analiz edilmistir. Popiilasyon yapisinin belirlenmesinde ii¢ adet 10-oligoniikleotid primer
kullanilmistir ve sonug olarak 84 polimorfik lokus tespit edilmistir. Calisma sonucunda,
Israil ve Tiirkiye popiilasyonlar1 arasinda genetik uzakligin diisiik oldugu belirlenmistir.

Hebert ve ark. (2004) kuzeybati Kosta Rika’daki Astraptes fulgerator’un miize
orneklerinin DNA barkodu ile morfolojik c¢aligmalarint birlestirerek A. fulgerator’un
molekiiler karakterizasyonunu yapmislardir. Calismalarinda DNA barkodu i¢in 484 ergin
kelebek kullanmislardir. Genomik DNA izolasyonunu GenElute genomik DNA Kiti ile
yapmislardir. Lepidoptera takimi igin gelistirilen LEP-F1 ve LEP-R1 primerlerini
kullanarak, 50 pul’lik toplam hacim ile PCR islemini ger¢eklestirmislerdir. PCR {iriinlerini
%1°lik agaroz jelde goriintiilemislerdir. Elde edilen PCR firtinlerini saflagtirarak forward
primer ile birlikte sekans analizine gondermislerdir. Calisma sonucunda, Astraptes
fulgerator’un en az 10 tliriiniin simpatrik tiir oldugunu belirlemiglerdir.

Ming ve Wang (2006), AFLP analizi ile iki yakin tiir olan H. armigera ve H. assulta

‘nin tiirler aras1 genetik c¢esitlilik ve tiir i¢ci genetik varyasyonun elde edilmesini
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hedeflemislerdir. Calismada 6rnekleri Cin’den toplamislardir. Genomik DNA izolasyonu
erginlerin bas ve thoraks kismi kullanilarak yapilmistir. AFLP analizleri dokuz primer g¢ifti
kullanilarak test edilmistir. Sonug¢ olarak, amplife edilen AFLP markirlar1 arasinda
%39,6’sinin H. armigera ‘ya spesifik, %30,7’sinin H. assulta ‘ya spesifik ve %29,7’sinin
her iki tiiriin ortak bandi oldugunu belirlemislerdir. Dokuz primer kombinasyonu arasinda
H. armigera ‘ya spesifik ortalama bant sayisinin H. assulta ‘ya gore daha fazla oldugunu
ifade etmislerdir. Calisma sonucunda birbirine iki yakin tiiriin primerlerinin her biri igin
olusturulan AFLP bant desenleri ile kolayca ayirt edilebildigini belirlemislerdir.

Tay ve ark. (2008) yaptiklart g¢alismada, ribozomal protein (Rp) ve Dopa
Dekarboksilaz (DDC) genleri ile birlikte polimorfizm gdsteren allelleri baz alarak H.
armigera igin exon-primed intron-crossing (EPIC) niikleer DNA markirt gelistirmislerdir.
Calismada gDNA ve cDNA’nin intron/ekson bdlgelerini NCBI’da model organizma olarak
Drosophila’y: segerek belirlemislerdir. EPIC primer dizayni i¢in B. mori’nin yaklasik 80-
350 baz ¢ifti uzunlugundaki intronlarini se¢mislerdir. Primerleri gradient PCR ile test
etmislerdir. Avustralya ve Cin’den Ornekleme yapilan yesil kurt bireylerini %6 PAGE
izerinde intron polimorfizmini saptamak i¢in goriintiilemislerdir. Sonug olarak, bes EPIC
PCR markirin H. armigera igin, ayn1 zamanda da H. assulta, H. punctigera ve H. zea nin
molekiiler teshisinde kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Chen ve ark. (2011) H. armigera ‘ya spesifik niikleer DNA markir1 kullanarak H.
armigera ve H. assulta arasindaki ayrimin yapilmasinda PCR metodunu kullanmiglardir.
Calismada 65 H. armigera ve 123 H. assulta larvasim1 konukgusu olan tiitiin, biber ve
domates alanlarindan toplamislardir. Bununla birlikte, ¢alismada Helicoverpa punctigera,
Ostrinia furnacalis, Spodoptera exigua ve Argyrogramma agnata tiirlerini de teste tabi
tutmuslardir. Fenol-kloroform yontemine dayali ergin &rneklerden gDNA izole ederek
PCR yapmislardir. Daha sonra PCR iirtinleri 16S rRNA bélgesi (557 bp) i¢in Asel ve Msel,
COI bolgesi (511 bp) i¢in BstZ7171 ve Cyt b bolgesi (434 bp) igin Hphl restriksiyon
enzimleri kullanilarak kesimleri gerceklestirilmistir. Sonu¢ olarak, ¢alismada kullanilan
HarSSR3 lokusu ile H. armigera ‘nin diger tiirlerinden ayirt edildigini gostermislerdir.

Li ve ark. (2011) yaptiklar1 bu ¢alismada, mitokondriyal DNA COI gen bolgesini
kullanarak larva doneminde morfolojik olarak benzerlik gésteren iki tiir olan H. armigera
ve H. assulta ‘y1 birbirinden ayirt etmislerdir. Cin’den H. assulta, H. armigera ve M.
brassicae orneklerini toplamislardir. Toplanilan larvalari DNA ekstraksiyonu igin Saf
ethanol i¢inde -20°C’de bekletmislerdir. DNA ekstraksiyonunda olast kontaminasyonu

onlemek i¢in kanat ile abdomeni uzaklastirarak ekstarksiyon bas, thoraks ve bacaklardan
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yapilmistir. COIF ve COIR primerleri (Hebert ve ark., 2004) kullanarak 50 pl’lik toplam
hacimde PCR yapmusglardir. Elde edilen PCR firiinlerini saflagtirarak sekans analizine
gondermislerdir. Sonug olarak, M. brassicae ‘den 4 haplotip, H. armigera ‘dan 16 haplotip
ve H. assulta ‘dan 3 haplotip olmak {izere toplamda 23 haplotip tespit etmislerdir.

Albernaz ve ark. (2012) yaptiklar1 calismada, mitokondriyal DNA markirlarini (COl,
COII ve NAD6) kullanarak Brezilya’daki 6nemli pamuk ve soya iiretim alanlarindan
toplanan H. virescens’in popiilasyon i¢i ve popililasyonlar arasi genetik cesitliligini
belirlemislerdir. Calismada 11 farkli lokasyondan H. virescens érneklerini toplamislar ve
laboratuvarda ergin donemine kadar yetistirmislerdir. Erginlerin thoraks kismindan DNA
izolasyonu yapilmistir. Ardindan 25 pul  toplam hacim ile PCR islemini
gerceklestirmislerdir. Elde edilen PCR iiriinlerini saflagtirarak sekans analizine
gondermislerdir. mtDNA bdlgesinin genetik cesitliligi Mega v.5 ve DnaSP v.5
programlarin1 kullanarak hesaplanmistir. Haplotip sayisi, haplotip ¢esitliligi ve niikleotid
cesitliligi gibi parametreleri belirlenmistir. AMOVA analizini kullanarak, H. virescens
poplilasyonlar1 arasindaki genetik yapiy1 tespit etmislerdir. Elde edilen verilere gore,
minimum spanning network analizi ile toplamda 35 haplotip belirlenmistir. Calisma
sonucunda ise, Brezilya’daki popiilasyonlar arasinda haplotip gesitliliginin yiiksek ve
niikleotid ¢esitliliginin ise diisiik oldugu tespit edilerek, pamuk ve soya iiretim alanlarindan
ornekleme yapilan popiilasyonlar arasinda 6nemli bir genetik cesitliligin olmadigini
bildirmislerdir.

Asokan ve ark. (2012) mtDNA COI gen bdolgesini H. armigera ‘nin molekiiler
cesitliligini ve bunlarin filogenetik iligkisini arastirmiglardir. Qiagen kiti kullanarak
genomik DNA’y1 izole etmisler ve ardindan elde edilen DNA’dan PCR ile hedef gen
bolgesini gogaltmiglardir. PCR igin LCO-52 ve HCO-52 universal barkod primerlerini
kullanmiglardir. Elde ettikleri 658 bp’lik PCR iirliniinii %1’lik agaroz jelde yliriitmiisler ve
UVP jel goriintiileme sistemi altinda fotograflamislardir. Hindistan popiilasyonlarinin COI
niikleotid dizileri ile birlikte NCBI-GenBank’ta mevcut olan dizileri filogenetik analizlerde
kullanilmistir. Poplilasyonlar aras1 filogenetik iliskilerin gosterilmesinde MEGA 4.0
programinin Minimum Evolution (ME) modiiliinden yararlanmiglardir. Sonug¢ olarak,
gesitli konukgudan ve cografi lokasyonlardan toplanan H. armigera ‘nin COI bolgesinde
onemli varyasyonlarin bulunmadigini ifade etmislerdir.

Yenagi ve ark. (2012) galismalarinda Hindistan’in Kuzey Karnataka bdlgesinde
farkli cografi alanlardan elde ettikleri H. armigera popiilasyonlar1 arasindaki genetik

cesitliligini RAPD markirlar1 kullanarak test etmislerdir. Calisma sonucunda, secilen 19
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RAPD primerinden toplamda 58 PCR amplikonu elde etmisler ve bunun 26’smin
polimorfik oldugunu saptamiglardir. Primer bagina ortalama 6,44 PCR irlinli tespit
etmiglerdir. Popiilasyonlar arasi genetik iligkileri ise NTYSS PC2 paket programi
kullanarak hesaplamiglardir. Popiilasyonlarin genetik benzerliklerinin 0.84 ile 0.00
arasinda yer aldig1 belirtilmistir.

Arnemann ve ark. (2016) yaptiklar1 ¢alismada Giiney Amerika’da yer alan Paraguay
ve Uruguay’da H. armigera ‘nin mtDNA COI gen bolgesini kullanarak molekiiler
karakterizasyonunu yapmuslardir. H. armigera ergin giivelerini delta tuzagi yardim ile
2014 ve 2015 yillar1 arasinda Uruguay ve Paraguay’daki soya iiretim alanlarindan
toplamiglardir. Toplam gDNA izolasyonunu Qiagen kiti kullanarak yapmislardir. 707
bp’lik COI fragmenti PCR ile elde edilmistir. PCR amplikonlarini piirifikasyon kiti ile
pirifiye etmisler ve ardindan ornekler dizi analizine gonderilmistir. MEGA 6 paket
programinda yer alan maksimum likelihood modelinin segilerek haplotipler arasindaki
genetik cesitliligi belirlemislerdir. Haplotip ve niikleotid ¢esitliligini DnaSP v.5 programini
kullanarak hesaplamiglardir. Calismanin sonucunda, Brezilya, Uruguay ve Paraguay’da H.
armigera popiilasyonlarin1 paylasan ortak haplotipler belirlemislerdir. Diisiik haplotip ve
niikleotid cesitliligi Uruguay’daki popiilasyonlarda tespit edilmistir. Aynm1 zamanda,
Paraguay ve Uruguay popililasyonlar1 arasinda yeni mtDNA COI haplotipleri
belirlemislerdir. Filogenetik analiz sonucuna gore, Maksimum likelihood agacina H. zea ve
H. punctigera haplotiplerinin de dahil edilmesi ile Paraguay ve Uruguay’daki H. armigera
popiilasyonlarinin %97,4 baglanma ile ayni1 dal {izerinde kiimelendigini ifade etmislerdir.

Venkatesan ve ark. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada, EST (Expressed Sequence
Tags) kaynaklarinin tespit edilerek giiney ve bati Hindistan’daki H. armigera
popiilasyonlar1 arasinda gen akisinin belirlenmesinde DNA markirlarinin potansiyeli
aragtirtlmistir. Calismada Hindistan’in 20 farkli lokasyonundan H. armigera larvalari
toplanmis ve bu larvalar yapay diyette yetistirilmistir. Diyetlerden elde edilen pupalar
%0,1’lik sodyum hipoklorit soliisyonu ile sterilize edilerek ergin c¢ikist beklenmistir.
Erginler DNA izolasyonunda kullanilmak tizere -20°C’de %95’lik ethanolde muhafaza
edilmistir. Erginlerin DNA izolasyonunda Qiagen kiti kullanilmigtir. Calismanin
sonucunda, tiire 6zgii allellerin ortalama frekansinin %11 ve Fs degerinin ise 0,17 oldugu
tespit edilmistir. Genetik cesitlilik analizinde 30 polimorfik mikrosatellit belirlenerek
giiney ve bat1 Hindistan’daki H. armigera popiilasyonlar1 i¢cinde genis bir genetik farklilik
oldugu ifade edilmistir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismanin ana materyalini Canakkale ili ve c¢evresindeki domates {iretim
alanlarindan elde edilen yesil kurdun (Helicoverpa armigera Hiibner) farkli biyolojik
donemleri (Sekil 3.1A ve B) ile bulasik domates meyveleri ve bu meyvelerden elde edilen

yesil kurt larvalari olusturmaktadir (Sekil 3.1C ve D).

Sekil 3.1. Eceabatta’ki domates tarlalarinda yesil kurt ile bulasik domateslerin genel

goriiniimii (A ve B) ve bulasik domateslerin incelenmesi (C ve D)

Yesil kurdun biyolojisi ile ilgili ¢aligmalarda Tupperware® kiiltiir kutulari, yumusak
ve sert pens (BioQuip), 9 cm ¢apli ve 2 cm yiikseklikteki petri kaplari, parafilm, PVC’den
yapilmis ergin kelebek kafesi, sinek teli, sifon tiil, Olympus SZX9 stereozoom mikroskop,
Olympus C7070 dijital kamera atagmani, 00 numara ince uglu firca, yumusak bez
(albahealth®), beyaz kurutma kagidi, siyah filtre kagidi (Whatman®), koleksiyon igneleri
(00-1 numara arasi), toplu igne, erlen, deniz kumu, straform (kopiik), glassine zarf ve yagl

kagit kullanilmistir.
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Yapay diyet calismalarinda bugday ruseymi (MP Biomedicals), barbunya unu
(Kenton), misir unu (Kenton), nohut unu (Kenton), Brewer’s mayas1 (MP Biomedicals),
torula mayas1 (MP Biomedicals), soya fasulyesi (Kenton), nipagin (Acros Organics) ve
sukroz gibi temel besinler kullanilmistir.

Protein ekstraksiyonu ¢aligmalarinda Bradford soliisyonu (Sigma-Aldrich), 1X
Sodyum Fosfat Buffer (PBS), Bovine Serum Albumin (BSA) (Sigma-Aldrich), eppendorf
tiip (2.0 ml), Standart Assay (Quick Start™ Bradford Protein Assay), diiz tabanli 96
kuyulu mikroplate kullanilmistir. Kimyasal malzeme olarak ise, NaCIl, KCI, Na;HPOQOy,,
KH,PO, kullanilmistir.

Molekiiler ¢alismalarda ise, DNA izolasyon kiti (GeneJET Genomic DNA
Purification Kit (Thermo Scientific), steril eppendorf tiip (2.0 ml), eppendorf tiipe uyumlu
ezici g¢ubuklar (mikropestil), mikropipetler, vortex, -20 ‘C’lik derin dondurucu, hassas
terazi (Sartorius), santrifiij (Eppendorf), mikrodalga firin, yatay elektroforez sistemi
(Biorad), sicak su banyosu (Memmert), nanodrop (Thermo scientific), UV transilluminator
(BioDoc-It™ imaging system) ve PCR (Bio-Rad S1000TM Thermal Cycler)
kullanilmigtir. Calismada kimyasal malzeme olarak, % 96’lik ethanol, steril saf su, 50 X
TAE buffer (Thermo scientific), agarose (Prona), DNA loading dye, DNA ladder ve EtBr
kullanilmistir. PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu) igin ise, steril PCR tiipii (0.2 ml) (USA
scientific), DNA, primerler, dANTP, 10X Buffer ve Taq Polimeraz enzimi kullanilmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Arazi ve Ornekleme Calismalar:

Arazi ¢aligmalar1 2017-2018 yillar1 arasinda Diimrek (Merkez), Tevfikiye (Merkez),
Batakovas1 (Merkez), Ortiiliice (Biga), Camoba (Ezine), Kdsedere (Ayvacik), Nebiler
(Bayramic), Geyikli (Merkez), Eceabat (Bigal1), Gokceada (Eselek), Bozcaada (Merkez),
Ayvacik (Merkez), Yenioba (Ezine), Umurbey (Lapseki), Balikesir (Ivrindi) ve Bursa
(Orhaneli) olmak tizere toplam 16 farkli lokasyonda yiiriitilmistiir (Sekil 3.2 ve Cizelge
3.1).
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Sekil 3.2. Canakkale ili ve ¢evresindeki H. armigera’nin sérvey alanlari

Cizelge 3.1. Yesil kurdun Canakkale ili ve gevresindeki sdrveyleri sonucunda yayilis alani,

varlig1 ve 6rnek alinan yerleri

Ornekleme | Ornekleme | Alman | Elde edilen |Toplanilan
yapilan yer | tarihleri ornek larva sayis1 | konukcu
sayisl1
Diimrek 05.07.2017 40 5 Domates
Canakkale Tevfikiye | 21.08.2017 62 26 Domates
(Merkez) Batakovast | 21.08.2017 20 3 Domates
Ezine Camoba 22.08.2017 127 80 Domates
Yenioba 27.08.2018 8 2 Biber

Ayvacik Merkez 23.08.2018 20 11 Domates
Kosedere 23.08.2017 71 30 Domates
Biga Ortiiliice 23.08.2018 3 3 Domates
Bayramig Nebiler 04.09.2017 39 5 Domates
Geyikli Merkez 22.08.2017 22 3 Domates
Eceabat Bigali 18.08.2018 23 6 Domates
Bozcaada Merkez 29.08.2018 10 7 Domates
Lapseki Umurbey | 02.09.2018 19 3 Domates
Gokgeada Eselek 06.09.2018 21 6 Domates
Bursa Orhaneli 09.09.2017 9 2 Domates
Balikesir Ivrindi 17.09.2018 7 2 Domates

Sorveyler  zararlinin  yogun oldugu Temmuz-Agustos aylart  boyunca

gerceklestirilmistir. Ekim alanlarinda bulunan domatesler gozle kontrol yontemi ile
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dikkatli bir sekilde incelenmistir. Rastgele seg¢ilen domates iiretim alanlarindan, domatesin
yesil aksami1 ve generatif organlarinda inceleme yapilarak zararlinin giris veya beslenme
deliginin bulundugu bulasik meyveler toplanmistir (Sekil 3.3A ve B). Zararlinin farkh
biyolojik donemlerini igeren bulasik domates ornekleri posetlere (Sekil 3.3C) ve kese
kagitlarina alinmistir (Sekil 3.3D). Uzerine &rneklerin alindig tarih ve yer bilgilerini iceren
etiket bilgileri yazilmistir. Ardindan, toplanan bulasik 6rnekler Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bocek Molekiiler Biyolojisi Laboratuvarma getirilmistir.
Yesil kurdun farkli larva donemlerini igeren larvalar (1-5 adet) eppendorf tiiplere (2.0 ml)
alinarak, zararlinin farkli popiilasyonlardaki genetik gesitliliginin belirlenmesi amaci ile

molekiiler calismalar yapilincaya kadar -20°C’de saklanmugtir.

Sekil 3.3. Yesil kurt ile bulagik domates meyvesi (A), larvalara ait beslenme izi ve giris

deligi (B), bulasik d6rneklerin posette (C) ve kese kagitlarinda laboratuvara getirilmesi (D)

Araziden getirilen yesil kurt larvalarmm III. ve IV. doénemleri laboratuvarda
konukc¢usu iizerinde kiiltiire alinmistir. I. donem larvalarin ¢ok kiiciik olmast ve ciplak
gbzle goriinlimiinlin zor olmasi nedeni ile larvalar 6ncelikle mikroskop altinda incelenmis,
sonra kiiltiire alinmigtir. Calisma, oncelikle Diimrek’ten toplanilan 5 larva, Tevfikiye’den

toplanilan 26 larva ve Batakovasi’ndan toplanilan 3 larva ile toplamda 34 larvanin elde
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edilmesiyle yesil kurt laboratuvar kolonisi olusturularak baslamistir. Ayni zamanda,
calisma boyunca farkli zamanlarda yapilan sérveylerden elde edilen yesil kurt bireyleri
laboratuvara getirilerek yesil kurt kolonisine ilave edilmis ve boylelikle laboratuvarda

poplilasyonun genetik cesitliligi arttirilmasi hedeflenmistir.

3.2.2. Laboratuvar Calismalari

3.2.2.1. Dogal Konukcusu Uzerinde Yesil Kurdun Yetistirilmesi

Sorveyler sonucunda araziden getirilen yesil kurt larvalar1 24 + 1 °C sicaklik, % 65
oransal nem ve 16:8 saat fotoperiyot kosullarinda laboratuvarda kiltiire alinmistir. Bu
amag¢ dogrultusunda, larva gelisimi i¢in 14X6,5 cm boyutunda ve 0,7 L hacimdeki
Tupperware® saklama kutular1 kullanilmistir (Sekil 3.4A). Saklama kutularinin i¢ine havlu
pecete konulmustur. Daha sonra lizeri seffaf tiil ile lastik yardimiyla kapatilmistir. Yesil
kurt bireylerinin kannibalizm 6zelliklerinden dolay1 (Sekil 3.4B ve C), larvalar 11l. doneme
kadar ayni yerde toplu olarak yetistirilmis olup, daha sonra tek tek ayr1 kaplara alinmistir
(Sekil 3.4D). Larvalarin beslenmesi i¢in bulagik domateslerin yaninda saglikli domates
meyvesi larva bliylikliigiine bagli olarak dilimlenerek veya biitiin olarak konulmustur.
Calisma boyunca domates meyvesi ilaglama yapilmayan yerden temin edilmistir. Olasi
pestisit kalintisin1 gidermek i¢in domatesler yikanip, kurutulduktan sonra kullanilmistir.
Kiiltir kaplarindaki larvalar her giin kontrol edilmistir. Ciiriiyen veya bozulan domatesler
iki glinde bir taze domates meyvesi ile degistirilmistir. Larvalarin beslenme pislikleri ve

Olen larvalar enfeksiyon olugturmamak i¢in ortamdan uzaklastirilmistir.

Sekil 3.4. Yesil kurt larva yetistirme ortami (A), olgun donem larvada kannibalizm (B),

kannibalizm sonucu zarar gérmiis larva (C), tekli kiiltiir kab1 (D)
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3.2.2.2. Pupa Dénemi i¢in Uygun Ortamin Olusturulmasi

Laboratuvarda larva gelisme siirelerini tamamlayarak olgun hale gelen larvalarin
pupa donemi i¢in ortam hazirlanmistir. Bunun i¢in, otoklavda 120°C, 1 saat steril edilen
deniz kumu petri kaplarina aktarilarak (9 cm) kiiltlir kaplarmin icerisine yerlestirilmistir
(Sekil 3.5A). Pupa donemine girecek olan olgun larva meyvede beslenmeyi terk ederek
kumun i¢ine giris yapmustir (Sekil 3.5B) ve petri iginde bulunan kumda pupa olmustur
(Sekil 3.5C). Pupalar yumusak pens yardimi ile petri kaplarina alinmistir (Sekil 3.5D) ve

ergin ¢ikisina kadar ergin kafesi iginde bekletilmistir.

son dénem lary:

Sekil 3.5. Laboratuvarda pupa doénemi igin hazirlanan ortam (A), son donem larvanin

kumun igine girmesi (B), kumda olusan pupa (C), pupalarin genel goriiniimii (D)

3.2.2.3. Ergin Bireylerin Yetistirilmesi

Pupa gelismesini tamamlayan bireyler agilarak ergin hale gelmistir. Ergin bireyler
icin, Kaya ve Kovanci (2000), Mironidis ve Savopoulou-Soultani (2008) ve Nunes ve ark.,
(2017) tarafindan da belirtildigi gibi, 20x20x20 cm boyutlarinda olan PVC’den yapilmis,
dort tarafi sinek teli ile ¢evrili ergin yetistirme kafesleri hazirlanmistir. Kafeslerin bir tarafi
ise 20x22,9 cm boyutunda yumusak bir bez (albahealth®) ile ¢evrelenmistir (Sekil 3.6A).
Erginlerin beslenmesi i¢in Shorey ve Hale (1965) tarafindan da belirtildigi tizere, %10 ball1
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su + %10 sekerli su pamuklara emdirilmis ve petrilere konularak kafeslere yerlestirilmistir

(Sekil 3.6B). Balli su igeren pamuklar iki giinde bir yenilenmistir.

Sekil 3.6. Ergin kafesinin dig goriiniimii (A) ve balli su ile beslenen ergin bireyler (B)

Disiler yumurtalarin1 konukgusu olan bitkinin yapraklarina birakir. Laboratuvarda
ergin disi bireylerin yumurta birakmasini saglamak i¢in domates yapraklar1 kullanilmistir.
Taze domates dallar1 sap kismui su iginde kalacak sekilde erlen i¢ine konulmus ve kenarlari

parafilm ile sarilarak kafesin igine yerlestirilmistir (Sekil 3.7A ve B).

Sekil 3.7. Ergin yetisme kafesinin igeriden (A) ve digsaridan (B) gériiniimii

Ergin kafeslerinde bulunan disi ve erkek bireyler c¢iftlestikten sonra (Sekil 3.8A ve
B) domates yapraklarina biraktiklar1 yumurtalar (Sekil 3.9A ve B) larvalarin beslenmesi
icin olusturulan kiltiir kaplarina alinmistir. Burada yumurtadan c¢ikan larvalar
nemlendirilmig 00 yumusak u¢lu firga ile alinarak domates meyvesine transfer edilmistir.

Kiiltiir kaplarinda beslenmesini tamamlayan larvalar pupa olmustur. Pupalarin agilmasiyla
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ergin bireyler elde edilerek, ergin yetistirme kafesine aktarilmis ve yesil kurdun

laboratuvar kolonisi olusturulmustur.

Sekil 3.9. Domates yapraginin iist kismina (A) ve alt kismina (B) birakilan yumurtalar

3.2.2.4. Miize Materyalinin Olusturulmasi

Yesil kurt ergin kelebeklerinin kanatlar1 oldiiriildiikten sonra thorax kisminin {ist
tarafinda kalacak sekilde katlanarak glassine zarflara konulmustur. Zarflar bireylerin zarar
géormemesi icin -20°C’de muhafaza edilmistir. Ornekler, germe isleminin
gerceklestirilmesi igin -20°C’den ¢ikarildiktan sonra oda sicakliginda 5-10 dk kadar
bekletilerek nemlendirilmistir. Ergin kelebeklerin gerilmesinde koleksiyon malzemeleri
uygun hale getirilmistir. Bunun i¢in, koleksiyon igneleri (00-1 numara arasi), toplu igne,
yumusak ve sert pens (BioQuip), glassine zarf, yagl kagit vb. kullanilmistir.

Erginlerin germe isleminde 6zel straform (koptik) kullanilmistir (Sekil 3.10). Ergin
bireyler thoraxin tam orta kismindan gelik bocek igneleri batirilarak (BioQuip) kopiik
tizerinde sabitlenmistir. Ardindan, erginlerin kanatlar1 kaide kismindan titizlikle 90° olacak
sekilde agilmistir. Kanatlarin {izerindeki pullarin zarar gérmemesi i¢in gerilen kanatlar

yagl kagit ile kapatilmistir ve kanatlarmin gerilmesi saglanmistir. Germe isleminin
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ardindan, ornekler kopiik tizerinde 7 giin boyunca kurutulmaya birakilmistir. Kuruyan
erginler etiket bilgileriyle COMU, Ziraat Fakiiltesi, Bocek Molekiiler Biyolojisi

Laboratuvarinda bulunan koleksiyon dolabina dahil edilmistir.

Sekil 3.10. Kopiik tlizerinde gerilmis ve kurumaya birakilmis yesil kurt ergin kelebeklerin

gorunimu

3.2.3. Yesil Kurdun Dogal Konukcusu Olan Domates Uzerinde Biyolojik
Dénemlerinin Incelenmesi
Yesil kurdun farkli biyolojik donemlerinin tespit edilmesi laboratuvarda 24 + 1 °C

sicaklik, % 65 oransal nem ve 16:8 saat fotoperiyotta gergeklestirilmistir.

3.2.3.1. Yumurta Déneminin incelenmesi

Yumurta déneminin incelenmesinde, laboratuvar kolonisinin biraktigi yumurtalar
kullanilarak yesil kurdun embriyonal gelisme siiresi ve yumurta agilma oranlari tespit
edilmistir.

Oncelikle, kafeslerin icinde giinliik konulan taze domates dallarinin yapraklarina
birakilan yumurtalar belirlenmistir (Sekil 3.11A). Yumurtalar, nemlendirilmis yumusak
uclu firca ile iginde %0,3’liik propionik asit ile nemlendirilen petri kaplari i¢indeki siyah
filtre kagitlarinin {izerine aktarilmistir.

Yumurtalarin eni ve boyunun belirlenmesinde okiilerinde mikrometre bulunan
stereozoom mikroskop kullanilmistir. Yumurtalarin eni ve boyu mikrometre cinsinden
Olciilerek kayit edilmistir. Elde edilen deger, milimetreye c¢evrilmistir. Yumurtalarin
agirhiklarimin  belirlenmesinde ise hassas terazi kullanilmistir (n=50). Yumurtalarin

morfolojik 6zellikleri mikroskop altinda incelenmis ve fotograflanmstir.
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Yesil kurdun yumurta agilma siiresi, yumurta agilma orani1 ve embriyonal gelisme
siresini tespit etmek amaciyla, her petride 100 yumurta olmak iizere toplamda 500
yumurta ile deneme 5 tekerriirlii olarak yiirtitilmiistiir (Sekil 3.11B). Yumurtalar giinde iki
kez kontrol edilerek acilan yumurtalar kayit edilmis olup, yumurta acgilma siireleri (giin)

belirlenmistir.

Sekil 3.11. Domates yapraklarina birakilan yumurtalarin goriiniimii (A) ve yumurtalarin

petri kabina toplanilmasi (B)

3.2.3.2. Larva Déneminin incelenmesi

Yesil kurt larvalarinin gelismeleri siiresince ka¢ larva donemi gecirdiginin
belirlenmesinde, Nasreen ve Mustafa (2000), Rabari ve ark. (2017a) ve Rabari ve ark.
(2017b) tarafindan belirtilen yontem kullanilmigtir. Burada, yumurtadan yeni ¢ikan 1.
donem larvalar (n=20) nemlendirilmis yumusak uglu fir¢a ile 11l. doneme kadar igerisinde
dilimlenmis domates meyvesi bulunan kiiltiir kutularina tek tek transfer edilmis olup, IlI.
donemden itibaren ise domates meyvesi biitiin olarak kullanilmistir (Sekil 3.12A). Her bir
kiiltiir kab1 giinliik yapilan gozlemlerle kontrol edilerek larvalar takip edilmistir. Domates
gerektiginde (¢iiriimenin ve bozulmanin olustugu durumlarda) yenisi ile degistirilmistir.
Larvalarin kag donem gegirdigi mikroskop altinda kafa kapsiilleri 6l¢iilerek belirlenmistir
(Sekil 3.12B). Larva gelisme kaplar1 kontrol edilerek, birakilan kafa kapstilleri yumusak
uclu firca ile %70’lik etil alkol bulunan 1.5 ml’lik eppendorf tiiplere aktarilmis ve kafa
kapsiilii 6l¢timleri gergeklestirilene kadar bu tiiplerde muhafaza edilmistir (Sekil 3.12C).
Her bir kiiltiir kabindaki larvalar pupa dénemine kadar giinliik takip edilerek larva gelisme
siiresi belirlenmistir.

Giinliik olarak yapilan gozlemlerle, kafa kapsiiliinii yeni degistirmis larvalarin eni ve

boyu stereozoom mikroskop kullanilarak Sl¢lilmiistiir. Larva dénemlerine ait morfolojik
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karakter Ozellikleri incelenerek fotograflanmistir. Larvalarin agirliklar terazi ile gilinliik
olarak tartilmistir (n=20). Kafa kapsiillerinin eni stereozoom mikroskopta mikrometre

yardimi ile hesaplanmistir. Her bir doneme ait kafa kapsiilii dl¢iilerek fotograflanmistir.

Sekil 3.12. Laboratuvarda yesil kurt larvalarimin yetistirilmesinde kullanilan kiiltiir kabi

(A), larvaya ait kafa kapsiilii ve atilan deri (B), kafa kapsiiliiniin saklanmasi (C)

3.2.3.3. Prepupa ve Pupa Déneminin Incelenmesi

Olgun larvalar (n=25) steril deniz kumu bulunan petri kaplarina konulmustur.
Ginliik olarak yapilan gozlemler sonucunda yesil kurdun prepupa gelisme siiresi tespit
edilmistir.

Elde edilen pupalarin en, boy ve cinsiyetlerine ait 6zellikler mikroskop altinda
incelenerek mikrometre yardimiyla 6l¢iilmiistiir. Pupalarin agirliklar: ise hassas terazide
tartilmistir.

Pupalarin abdomenlerindeki morfolojik farkliliklar Geng (2005), Geng (2015) ve
Geng (2016)°da ifade edilen teshis karakter yontemi kullanilarak incelenmistir. Bu teshis
yontemine gore, disi ve erkek bireylerin ayrimi pupalarin abdomenlerinin 8. ve 9.
segmentlerinin ventralinde yer alan farkliliklara gore yapilmis ve fotograflanmistir (n=50).

Pupa gelisme siiresi ve pupa acilma oraninin belirlenmesinde ise deneme, 5
tekerriirlii ve her bir tekerriirde 10 pupa olacak sekilde yapilmistir. Petri kaplarinda pupa
olan bireyler tespit edilerek, pupa olma tarihleri not edilmis ve ergin ¢ikisina kadar

izlenmistir.
3.2.3.4. Ergin Déneminin Incelenmesi

Yesil kurdun erginlerinin omiir uzunlugu, disilerin preovipozisyon, ovipozisyon ve

post ovipozisyon siireleri ile birlikte dis morfolojik 6zellikleri belirlenmistir. Bunun igin
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daha once belirtilen 13x15,5 cm boyutta olan ergin kafesleri kullanilmistir (Sekil 3.13A).
Her kafese 19 ve 13 ergin konulmustur (Sekil 3.13B). Erginlerin beslenmesi i¢in %10
balli su emdirilen pamuklar petri kabi igine kafeslere alinmistir. Ergin besin ortamlari
glinliik olarak yenilenmistir. Kafesler giinliik kontrol edilerek 6len erginler kafeslerden

uzaklagtirilmig ve cinsiyetlerine bakilarak not edilmistir. Disi ve erkek bireyin ergin dmrii

(glin) hesaplanmistir. Deneme 10 tekerriirlii olarak yiiriitiilmiistiir.
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Sekil 3.13. Laboratuvarda 19:17 iftlestirme kafesinin goriiniimii (A) ve erginlerin kafeste

disaridan goriiniimii (B)

3.2.3.5. Birakilan Yumurta Sayisimin Belirlenmesi

Bir disi bireyin biraktigi yumurta sayisini belirlemek i¢in, denemenin bir 6nceki
adiminda c¢iftlestirme kafeslerinin igine birakilan erginler kullanilmistir. Disi bireylerin
yumurta birakmasini saglamak amaciyla taze domates yapraklart kullanilmistir. Yumurta
sayilar1 gilinliik yapilan kontrollerle domatesin yaprak ve dal gibi kisimlart gozle dikkatli
bir sekilde kontrol edilerek belirlenmistir.

Yesil kurdun disileri yumurtalarini1 genellikle bitkinin farkli kisimlarina birakmasinin
yani sira, abdomenlerinin sonunu ergin kafes tellerin disina ¢ikararak, tellerin dis kismina
ve yumusak beze biraktigi gézlemlenmistir (Sekil 3.14A ve B). Bu nedenle, domates
bitkisi ile birlikte kafes teline ve yumusak beze birakilan yumurtalar da tek tek sayilarak
not edilmistir. Yumurtalar, nemlendirilmis siyah filtre kagidi bulunan petri kabina dikkatli
bir sekilde yerlestirilmistir (Sekil 3.14C). Giinliik yapilan kontrollerle disilerin ilk yumurta
biraktiklar1 zaman, giinliik birakilan yumurta sayisi ve toplam birakilan yumurta sayisi

belirlenmistir. Ayn1 zamanda, disi bireyin ¢iftlestikten sonra ilk yumurta birakma siiresi ile
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pre ovipozisyon, ilk ve son birakilan yumurtalarin tarihleri ile ovipozisyon, yumurta

birakimindan sonraki ergin 6mrii ile de post ovipozisyon siiresi hesaplanmistir (n=10).

yumurta (B), yumurtalarin petri kabinda goriiniimii (C)

3.2.4. Yesil Kurdun Yapay Diyetlerinin Hazirlanmasi

Literatiirde daha Once belirtilen yapay diyet formiilasyonlar: kullanilarak, yesil
kurdun laboratuvarda yetistirilmesi, beslenme fizyolojisi ve adaptasyon siireci
incelenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, alti farkli yapay diyet (Poitout ve Bues, 1970;
Ivaldi-Sender, 1974; Daguang ve ark., 2002; Hamed ve Nadeem, 2008; Jha ve ark., 2012
ve https://www.mpbio.com; MP #960293) yesil kurdun beslenmesi igin test edilmistir.

3.2.4.1. Yapay Diyet | ve Hazirlanmasi

Orijinal olarak Grapholita molesta (Busck) (Lepidoptera: Tortricidae) igin gelistirilen
ve lvaldi-Sender diyeti (Ivaldi-Sender, 1974; Bathon ve ark., 1991) olarak bilinen diyet ve
formiilasyon bu ¢alismada diyet | olarak belirtilmistir. Diyetin hazirlanmasinda agar (10 g),
musir irmigi (25 g), bugday ruseymi (25 g), Brewer’s mayasi (25 g), askorbik asit (2,25 g),
benzoik asit (0,9 g), nipagin (0,9 g) ve saf su (390 ml) kullanilmistir (Cizelge 3.2).

Diyet malzemeleri tartildiktan sonra 390 ml kaynar saf su ve agar beher icinde 5 dk
kanigtirilarak kaynatilmistir. Besin igerisindeki proteinlerin yiiksek sicaklikta denatiire
olmamas1 i¢in hazirlanan karisim 60°C sogutmaya birakilmistir. Ardindan, misir irmigi,
maya ve bugday ruseymi karisima ilave edilerek homojenize olmasi saglanmistir. Daha
sonra, askorbik asit ve %96’lik alkol igerisinde ¢6ziinmiis benzoik asit ve nipagin ilave

edilmistir. Diyet karisimi, el mikseri yardimi ile homojen hale gelene kadar iyice
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karistirtlmistir. Hazirlanan yapay diyet plastik saklama kutusuna aktarilarak kullanilincaya

kadar +4°C’de saklanmistir (Sekil 3.15).

Sekil 3.15. Yapay diyetin aktarilan kaptaki goriinlimii ve saklanmasi

3.2.4.2. Yapay Diyet 11 ve Hazirlanmasi

Poitout ve Bues (1970) tarafindan gelistirilen yapay diyet ortam1 bu ¢aligmada diyet
Il olarak test edilmistir. Yapay diyetin formiilasyonunda, saf su (340 ml), agar (10 g), misir
unu (56 g), bugday ruseymi (14 g), torula mayas1 (15 g), askorbik asit (2 g), nipagin (0,5 g)
ve benzoik asit (0,4 g) kullanmilmistir (Cizelge 3.2).

Hazirlanmasinda ilk olarak, 340 ml kaynayan saf suya agar ilave edilerek 5 dk
karistirilmis ve daha sonra misir unu ilave edilmistir. Ardindan torula mayasi ve bugday
ruseymi ilave edilerek sicaklik 56°C’ye ulasincaya kadar manyetik isitici-karistiricida
homojenize olana kadar karistirilmistir. Son asamada askorbik asit, benzoik asit ve nipagin
eklenmis ve yaklasik 5 dk mikser ile karistirilmistir. Hazirlanan karisim, plastik kutulara

aktarilarak kullanilincaya kadar +4°C’de saklanmistir (Sekil 3.15).

3.2.4.3. Yapay Diyet 111 ve Hazirlanmasi

Ticari olarak satilan ve Lymantria dispar i¢in gelistirilen hazir yapay besin ortami bu
caligmada diyet 111 olarak test edilmistir (https://www.mpbio.com; MP #960293). Diyetin
hazirlanmasi prosediiriinde belirtilen sekilde yapilmistir (Cizelge 3.2). Bunun igin ilk

olarak 400 ml kaynar saf su ile 6 g agar homojenize edilerek 5 dk kaynatilmistir. Ardindan,
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hazir diyet karistmindan 66,4 g tartilmistir. Agarli su ilitildiktan sonra hazir diyet karigimi
ilave edilerek homojenize saglanana kadar karistirilmistir. Elde edilen besiyeri, plastik
saklama kutularina alinarak kullanilincaya kadar +4°C’de bekletilmistir (Sekil 3.15).

3.2.4.4. Yapay Diyet IV ve Hazirlanmasi

Hamed ve Nadeem (2008) tarafindan kullanilan yapay diyet bu calismada diyet IV
olarak test edilmistir. Yapay diyetin igerigi brewer’s mayasi (6 g), siikroz (6 g), %10
formaldehit (1,5 ml), %20 kolin Klorit (3 ml), askorbik asit (1,2 g), metil paraben (0,75 g),
sorbik asit (0,45 g), streptomisin (0,01 g), kolesterol (0,06 g), bugday ruseymi yagi yerine
zeytinyagi (0,06 ml), USDA vitamin mix (0,12 g), agar (4,5 g) ve saf sudan (220 ml)
olugmustur. Bu diyet li¢ asamada hazirlanmistir (Cizelge 3.2).

Birinci asamada, beherde 100 ml saf suda 4,5 g agar homojenize edilecek bir sekilde
karistirilip 5 dk kaynatilmustir. Ikinci asamada, ayr1 bir beherde 120 ml kaynatilmis saf
suyun icine kuru maddeler olan brewer’s mayasi, silkroz ve bugday ruseymi eklenerek
iyice karistirilmistir. Uzerine formaldehit ve kolin klorit de eklenmistir. Hazirlanan bu
karisim ile agarhi su kanstirilmustir. Uglincii asamada ise, askorbik asit, metil paraben,
sorbik asit, streptomisin, kolesterol, vitamin mix ve zeytinyagi karisima ilave edilerek el
mikseri ile 5 dk boyunca homojenize edilmistir. Hazirlanan yapay diyet plastik kaplara
aktarilarak +4°C’de kullanilincaya kadar saklanmistir (Sekil 3.15).

3.2.4.5. Yapay Diyet V ve Hazirlanmasi

Daguang ve ark. (2002) tarafindan gelistirilen ve bu ¢calismada modifiye edilen yapay
besin ortam1 bu ¢alismada diyet V olarak test edilmistir. Bu ama¢ dogrultusunda, yapay
besinin bilesiminde soya unu (50 g) yerine; pepton (25 g) ve barbunya unu (25 g), misir
unu (100 g), Brewer’s mayasi (45 g), siikroz (20 g), agar (6 g), sorbik asit (1 g), nipagin (3
g), %37 formaldehit (1 ml), Vanderzant vitamin mix (2 g), pamuk yag1 yerine zeytinyagi
(2 ml) ve saf su (650 ml) kullanilmistir (Cizelge 3.2).

Besinin hazirlanmasinda, 650 ml kaynayan saf su igerisine agar ilave edilmis ve 5 dk
karistirilarak kaynatilmistir. Daha sonra siikroz, misir unu, pepton, barbunya unu ve
brewer’s mayasi ilave edilerek elde edilen karisim el mikseri yardimi ile karistirilarak,
karisim 75°C’ye sogutulmaya birakilmistir. En son olarak sorbik asit, nipagin, vitamin mix,
formaldehit ve zeytinyagi eklenerek mikser ile 5 dk karistirilmistir. Yapay diyet plastik
kaplara aktarilarak kullanilincaya kadar +4°C’de bekletilmistir (Sekil 3.15).
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3.2.4.6. Yapay Diyet VI ve Hazirlanmasi

Jha ve ark. (2012) tarafindan belirtilen formiilasyon modifiye edilerek diyet VI

olarak test edilmistir. Barbunya unu (75 g) yerine; nohut unu (37,5 g) ve kuru fasulye unu

(37,5 g), bugday ruseymi (27,5 g), hidrolize brewer’s mayas1 (30 g), L-sistin (0,3 g),
askorbik asit (3 g), sorbik asit (0,75 g), nipagin (0,875 g), agar (18,75 g) ve saf su (650 ml)

kullanilarak hazirlanmistir (Cizelge 3.2).

Besin ortaminin hazirlanmasinda, 650 ml saf suya 18,75 g agar ilave edilerek

karistirilmis ve 5 dk kaynatilmistir. Uzerine nohut unut, kuru fasulye unu, bugday ruseymi

ve hidrolize brewer’s mayasi eklenerek 2-3 dk el mikseri ile karistirilmistir. En son olarak

diger malzemeler olan L-sistin, askorbik asit, sorbik asit ve nipagin karisima dahil

edilmistir. Karisim tekrar mikser ile 5 dk homojenize edilmistir. Yapay diyet, plastik

kutulara aktarilmis ve +4°C’de kullanilincaya kadar bekletilmistir (Sekil 3.15).

Cizelge 3.2. Yesil kurt i¢in test edilen yapay diyetlerin bilesenleri

Diyet I¢erikleri Diyet I | Diyet 11 | Diyet 111 | Diyet IV | Diyet V | Diyet VI
(Ivaldi- (Poitout ve | (MP #960293) | (Hamed ve | (Daguangve | (Jha ve ark.,
Sender, Bues 1970) Nadeem 2008)| ark., 2002) 2012)
1974)
Barbunya Unu - - - - 25¢ -
Soya Unu - - - - - -
Fasulye Unu - - - - - 3759
Misir Unu - 56 g - - 100 g -
Misir Irmigi 25¢g - - - - -
Nohut Unu - - - - - 3759
Pepton - - - - 259 -
Brewer’s Mayasi 25¢ - - 60 45¢ 3049
Agar 10 g 109 60 45¢ 69 18,759
Bugday Ruseymi 259 14 ¢ - 609 - 27,59
Torula Mayasi - 159 - - - -
Stikroz - - - 609 20 g -
Sorbik Asit - - - 045¢ 19 0,759
Kolesterol - - - 0,06 g - -
Askorbik Asit 2,259 290 - 1,2¢g - 30
Benzoik Asit 09g 0449 - - - -
Streptomisin - - - 0,01¢ - -
Formaldehit (%10) - - - 1,5ml - -
Formaldehit (%37) - - - - 1ml
Vitamin Mix USDA - - - 0,12 ¢ - -
Kolin Klorit (%20) - - - 3ml - -
Vanderzant Vitamin Mixture - - - - 290 -
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Cizelge 3.2.’nin devamu

Zeytinyagi - - - 0,06 ml | 2ml -
Nipagin 09g 0549 - 0,759 30 0,8759
L-sistin - - - - - 0,39
Lymantria dispar - - 66,4 ¢ - - -
(MP #960293)

Su 390ml | 340ml | 400ml | 220 ml | 650 ml | 650 ml

3.2.4.7. Yapay Diyet Denemelerinin Olusturulmasi ve izlenmesi

Yapay diyet calismalari |. donem larvalar kullanilarak test edilmistir (Sekil 3.16A).
Denemeler, laboratuvarda kontrollii kosullar altinda 24 + 1 °C sicaklik, % 65 oransal nem
ve 16:8 saatte yiiriitilmistiir. Hazirlanan yapay diyetler +4°C’den c¢ikarilarak 3x3 cm
boyutlarinda kii¢iik pargalar halinde dilimlenmis ve 20-25 g olacak sekilde tartilmistir.

Diyet parcalar1 beyaz kurutma kagidi bulunan petri kaplarma (9 cm) yerlestirilmistir
(Sekil 3.16B). Yapay diyet denemeleri 3 tekerriirli ve her tekerriirde 10 larva olacak
sekilde yiiriitilmistiir. I. donem yesil kurt larvalart (n=10) petri kabi i¢inde bulunan diyet
parcasi iizerine transfer edilmistir. Ardindan, petri kaplar1 kenarlar1 hava almayacak
sekilde 1-2 cm kalinliginda kesilmis olan parafilm ile kaplanmis ve bdylece diyetin
kurumas1 Onlenmistir. Petri kaplart her giin havalandirilarak larvalarin hava almasi
saglanmigtir. Larvalar 11l. doneme kadar petri kabinda yetistirilmistir. IIl. donemden sonra
larvalar 12x8,5 cm boyutunda ve 0,74 L hacminde, igerisinde yapay diyet ve petri kabinda
steril deniz kumu bulunan saydam plastik kaplara alinarak yetistirilmis ve bu kaplarda
pupa olmasi saglanmistir (Sekil 3.16C). Ayrica, pozitif kontrol olarak domates meyvesi
tizerinde larva gelismesi de izlenerek yapay diyet denemeleri yiiriitilmistiir. Diyetler ikKi
giinde bir havalandirilarak yerine taze diyet konulmus ve larvalar bu yeni diyete transfer
edilmistir. Larvalarin diyetler {izerinde gelisme siiresi, deri degistirme sayis1 ve kafa
kapsiilleri giinliik olarak yapilan gozlemlerle izlenmis ve fotograflanmistir. Yapay diyette
Olen larvalar petri kabindan uzaklastirilarak kayit altina alinmistir. Diyet iizerinde
beslenmesini tamamlayan larvalar pupa olduktan sonra prepupa siiresi, pupa gelisme
siiresi, pupalarin acilma orani, pupa eni, boyu ve agirhigi, erginlerin agilma orani1 ve kafa

kapsiilii eni hesaplanarak belirlenmistir.
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Sekil 3.16. Biyoloji calismalarinda kullanilan |. donem larva (A), test edilen yapay

diyetlerin petri kabinda goriiniimii (B), olgun larva (C)

3.2.4.8. Istatistik Analizler

Calisma sonuglarinin degerlendirilmesinde ve analizlerinde kaydedilen veriler tek
yonlii ANOVA varyans analizine tabi tutulmustur. Ortalamalar arasindaki farklilik P<0,05
onem seviyesine gore TUKEY ¢oklu karsilagtirma testiyle belirlenmistir. Verilerin analizi
Minitab 17 paket programi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Yapay diyet ¢alisma sonuglarinin analizinde, farkli diyetlerin yesil kurdun biyolojik
parametreleri iizerine etkisi ve farkli diyetlerin larva gelisme {izerine etkisinin
belirlenmesinde faktoriyel diizende varyans analiz teknigi kullanilmistir. Elde edilen
degerler Minitab 17 paket programi kullanilarak analiz edilmistir. Farkliliklarin
karsilastirilmasinda parametrik ¢oklu karsilastirma testi olan TUKEY testinden
yararlanilmistir ve 0,05 Onemlilik seviyeleri kullanilarak ortalamalar arasindaki

farkliliklarin 6nemliligi belirlenmistir.

3.2.5. Yesil Kurdun Protein Analizi

Yesil kurdun dogadan toplanan olgun larva, laboratuvarda dogal konuk¢usu tizerinde
beslenen olgun larva, pupa ve ergin bireyleri ile yapay diyet iizerinde yetistirilen ergin
bireylerin gerekli ve temel olan proteinleri yapay diyetten saglayabildiklerinin tespit
edilmesi amaciyla toplam protein miktarinin belirlenmesine yonelik olarak protein analizi
yapilmustir.

Calismada Bradford metodu (Bradford, 1976)’na goére protein analizi yapilmistir.
Bunun i¢in yesil kurdun farkli biyolojik donemleri ile birlikte yapay diyetlerden elde
edilen Ornekler kullanilmistir. Protein ekstraksiyonu yapilacak ornekler hassas terazide
tartilmig (25-75 mg arasi) ve degerler not edilmistir. Analizde kullanilacak olan dogadan
toplanan son dénem larva, yesil kurt laboratuvar kolonisinden elde edilen son donem larva,

pupa, ergin ve yapay diyetlerden elde edilen ergin bireyler hassas terazide tartildiktan
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sonra 2 ml’lik kilitli kapakli eppendorf tiipler icerisine yerlestirilerek analizlere kadar -
20°C’de bekletilmistir.

Protein analizine tabi tutulacak Orneklerin homojenizasyonu i¢in 1X PBS Buffer
(Sodyum Fosfat Tamponu) hazirlanmistir. Hassas terazide NaCl (8 g), KCI (2 g),
Na,HPO4 (1,15 g) ve KH,PO4 (0,2 g) tartilmistir. Tartim1 yapilan kimyasallarin {izerine
agirlik/hacimce (w/v) 1 litre olacak sekilde saf su ilave edilmistir. PBS buffer pHmetre
yardimiyla pH 7,2 olarak ayarlanmis ve +4°C’de muhafaza edilmistir.

Eppendorf tiip iginde bulunan Orneklerin iizerine 600 ul soguk PBS buffer
eklenilmistir. Ardindan Ornekler mikropestil ile dikkatli bir sekilde ezilmistir. Ezilen
orneklerin iizerine tekrar 600 ul soguk PBS buffer ilave edilmistir. Bu sekilde dokularin
pargalanmasi saglanmistir. Ornekler 10-15 sn vorteks edilmis ve daha sonra -20°C’de 30
dk bekletilmistir. Buzdolabindan ¢ikarilan homojenantlar tekrar vorteks yapilmis ve
+4°C’de 5000 g’de 10 dk santrifiij edilmistir. Orneklerin siipernatant kisnu (iist faz kismu
alinarak) etiketlenen yeni eppendorf tiiplere transfer edilmistir. Orneklere ait homojenattan
5 pl almarak mikroplaka iizerine yiikleme yapilmis ve iizerlerine Comassie Brillant Blue
iceren hazir Bradford soliisyonundan (Sigma-Aldrich) 250 ul eklenilmistir (Sekil 3.17A).
Boyanin orneklere iyi bir sekilde baglanmasi amaciyla mikroplaka oda sicakliginda 5 dk
inkiibe edilmistir (Sekil 3.17B). Son asamada, o6rneklerin mikroplaka okuyucuda (Epoch)
spektrofotometrik olarak 595 nm dalga boyunda absorbans degerlerinin okumalari

gerceklestirilmistir.

Sekil 3.17. Orneklere Bradford soliisyonu ilave edilmesi (A) ve boyanmn mikroplaka

tizerinde Orneklere baglanmasi (B)
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Orneklerin protein miktarinin belirlenmesinde, farkli oranlarda proteine sahip 2
mg/ml Bovine Serum Albumin (BSA) (Sigma-Aldrich) kullanilmistir. Kalibrasyon
egrisinin olusturulmasinda 8 farkli konsantrasyonda (0 ug/ml, 125 pg/ml, 250 pg/ml, 500
pug/ml, 750 pg/ml, 1000 pg/ml, 1500 pg/ml, 2000 pg/ml) seri hazirlanmistir. Standardin
hazirlanmasinda 1 ml Standart Assay (Quick Start™ Bradford Protein Assay)’den

yararlanilmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Protein standardinin (BSA) hazirlanmasi

Tip No | Standart hacim Standart kaynagi | Seyreltici hacim Final protein

(ul) (PBS) (ul) miktar1 (ug/ml)
1 100 2 mg/ml stok 0 2000
2 150 2 mg/ml stok 50 1500
3 100 2 mg/ml stok 100 1000
4 100 Tiip 2 100 750
5 100 Tiip 3 100 500
6 100 Tiip 5 100 250
7 100 Tiip 6 100 125
8 0 - 100 0

3.2.6. Yesil Kurdun Molekiiler Cesitliliginin Belirlenmesi

3.2.6.1. Genomik DNA izolasyonu

Yesil kurdun genomik DNA izolasyonu GeneJET Genomic DNA Purification Kit
(50) (Thermo Scientific) kullanilarak yapilmistir. Bu amagla, her bir lokasyonu temsil eden
yesil kurt larvalarinin agirliklar: tartilarak eppendorf tiiplere (2.0 ml) konulmustur.
Protokole gore, her bir tiipiin icerisine dokularin pargalanmasi icin 180 pl digestion
sollisyon eklenilmistir. Ardindan, yesil kurt larvalart ezici g¢ubuklar (mikropestil)
yardimiyla ezilmistir (Sekil 3.18A). Homojenizasyon isleminin ardindan 20 pl Proteinaz K
eklenerek proteinlerin pargalanmasi ve boylelikle DNA’nin serbest kalmasi saglanmistir
(Sekil 3.18B). Ardindan 6rnekler kisa vorteks uygulamasi ile karistirilmistir. Eppendorf
tiipler 56°C’de sicak su banyosunda 2 saat bekletilmistir (Sekil 3.18C). Tiipler 30 dk’da bir
cikartilarak 5-6 sn vorteks edilmistir (Sekil 3.18D). Daha sonra 6rneklere 20 pul RNase A
ilave edilerek RNA’nin par¢alanmasi saglanmistir. Ardindan 6rnekler tekrar kisa vorteks
islemine tabi tutulmus olup, 25°C’de 10 dk bekletilmistir. Orneklerin iizerine 200 pl lysis
soliisyon eklenilerek tiiplere 15 sn vorteks uygulanmistir. Bu islemin ardindan 6rnekler
sicak su banyosunda 70°C’de 10 dk boyunca bekletilmistir. Sicak su banyosundan
cikarilan Orneklerin i¢ine 200 pl etanol (%96-100) eklenerek DNA’nin acia c¢ikmasi

saglanmistir (Sekil 3.18E). Ornekler kisa vorteksin ardindan kitte bulunan spin columna
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hazirlanmistir (Sekil 3.18F). Tiiplerdeki iist faz kismi alinarak (yaklasik 750 ul) etiketlenen
spin column’a aktarilmigtir. Ornekler 1 dk 8000 rpm’de santrifiij yapilmigtir. Santrifiij ile
dibe ¢oktiiriilen kisim tiip ile beraber atilarak spin column yeni tiiplere yerlestirilmistir.
Uzerine 500 ul Wash buffer I ilave edilerek DNA yikanmistir. Daha sonra tiipler 1 dk 8000
rpm’de santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonras1 o6rneklerin altindaki tiipler degistirilmistir.
Spin column igine 500 pl Wash buffer II eklenilmistir. Tiipler 3 dk 14,000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Santrifiij isleminin ardindan spin column altinda bulunan tiipler atilmis ve
yerine yeni etiketlenen eppendorf tiip yerlestirilerek spin columna 200 pl elution buffer
eklenerek &rnekler 25°C°de 1 dk boyunca bekletilmistir. Ornekler daha sonra 1 dk 8000
rpm’de santrifiij yapilmistir. Elde edilen DNA kullanilincaya kadar -20°C’de bekletilmistir.

Sekil 3.18. DNA izolasyonu asamalari. Orneklerin mikropestil ile ezilmesi (A), tiiplere

Proteinaz K ilave edilmesi (B), tiiplerin sicak su banyosuna yerlestirilmesi (C), 6rneklere

vorteks uygulanmasi (D), tiiplere etanol eklenilmesi (E), spin column hazirlanmasi (F)
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3.2.6.2. DNA Miktar1 ve Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Calismada izole edilen DNA orneklerinin, DNA miktar1 ve konsantrasyonunun
belirlenmesi i¢in Nanodrop™ (One Microvolume UV-Vis spectrophotometer, Thermo
Scientific™) cihazindan yararlanilmistir. Oncelikli olarak, elution buffer soliisyonundan 1
ul alinarak cihazda blank uygulanmistir (Sekil 3.19A). Ardindan, genomik DNA
orneklerinden 1 pl cihaza yliklenmistir (Sekil 3.19B) ve cihazin kapag1 kapatilarak DNA
miktar1 ve saflik okumalar1 ger¢eklestirilmistir (Sekil 3.19C).

il | N g = \

Sekil 3.19. Nanodrop ile DNA tayini. Elution buffer soliisyonu ile blank alinmasi (A),

gDNA oOrneklerinin cihaza yliklenilmesi (B) ve cihazda okumanin gergeklestirilmesi (C)

3.2.6.3. Agaroz Jel Elektroforezi

gDNA ornekleri %0,7°1ik agaroz jelde kosturulmustur. %0,7’lik agaroz jel
hazirlanmasi i¢in, 0,28 g agaroz (Prona agarose) tartilmis olup, bir erlen igerisine
konulmustur (Sekil 3.20A). Uzerine 40 ml saf su ilave edilerek calkalanmistir. Agarozun
saf su i¢inde homojen bir sekilde ¢oziinmesi i¢in agaroz mikrodalga firinda eritilmistir.
Mikrodalga firindan ¢ikarilan agaroz 1lik hale getirildikten sonra i¢ine 800 ul TAE buffer
(50X) ve 3 pl ethidium bromide ilave edilmistir (Sekil 3.20B). Erlen, kabarcik
olusturmadan tekrar calkalanmistir. Hazirlanan agaroz elektroforez aparatina yavas bir
sekilde dokiilmiistiir. Jelin polimerize olmasi igin 25°C’de yaklasik yarim saat
bekletilmistir. Jel, elektroforez tankina yerlestirilerek tankin i¢ine 1X TAE buffer (40 mM
Tris, 20 mM asetik asit, 1 mM EDTA) ilave edilmistir (Sekil 3.20C). Parafilm iizerinde
ornek sayisi kadar 2 ul 6X loading dye (Fermentas) hazirlanmistir. gDNA 6rneklerinden 5
ul, 6X loading dye ile karistirilmistir. Jel iizerinde bulunan ilk kuyucuga 3 ul 1-kb DNA
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ladder (Fermentas International Inc.,) ve yanindaki kuyucuklara ise genomik DNA
ornekleri yiiklenmistir. Jel 120 volt, 200 A akimda, 30 dk yiiriitilmiistiir. Yiiriitiilen

orneklerin goriintiileri UVP Transilluminator altinda gériintiilenmis ve fotograflanmigtir.

Sekil 3.20. Agarozun tartilmasi (A), agaroz jele ethidium bromide ilave edilmesi (B) ve

agaroz jelin elektroforez aparatina dokiilmesi (C)

3.2.6.4. Hedef mtDNA Bolgesinin PCR Amplifikasyonu ve Optimizasyonu

Calismada, molekiiler belirte¢ olarak mtDNA COI gen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in
LCO1490 (F) (5°-GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G-3) ve HCO2198 (R)
(5>-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA-3’) universal primer cifti (Folmer ve
ark., 1994) kullanilmigtir. PCR islemi i¢in ise Bio-Rad S1000TM Thermal Cycler (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) cihazi kullanilmistir (Sekil 3.21).

Sekil 3.21. Tiiplerin PCR makinesine yerlestirilmesi (A) ve calismada kullanilan PCR
cihazi (B)
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Calismada, PCR reaksiyonu 2,5 pl 10X PCR buffer (Ampligqon), 1 pl MgClI,
(Ampligon), 0,5 ul dNTPs, 0,5 pl F primer, 0,5 pl R primer, 1 pl template DNA, 0,1 ul

Taqg polimeraz enzimi (Ampligon) ve 18,9 ul grade su (Ampligon) olmak {izere toplam 25

ul hacim olarak hazirlanmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. PCR’da kullanilan kimyasallarin konsantrasyonlar1 ve miktarlari

Kimyasallar Konsantrasyon Miktari
PCR reaksiyon buffer 10X 2,5 ul
MgCl, 25 mM 1l
dNTPs 10 mM 0,5 ul
Forward primer 10 pmol/ul 0,5 ul
Reverse primer 10 pmol/ul 0,5 ul
DNA 20-30 ng/ul 1 pl
Taq polimeraz 1U 0,1 ul
PCR grade su - 18,9 ul
Toplam - 25 pl

PCR dongii programi; 94°C’de 4 dk ilk denatiirasyon, 94°C’de 40 sn denatiirasyon,
48°C’de 1 dk baglanma ve 72°C’de 45 sn uzama olarak toplamda 35 dongii olacak sekilde
gerceklestirilmistir. Ardindan ornekler 72°C’de 10 dk bekletilerek final uzamasi ile
sonlandirilmistir.

Elde edilen PCR iiriinlerinden 3 pl alinarak 2 pl loading dye ile karistirilmistir (Sekil
3.22A). Jeldeki ilk kuyucuga marker, diger kuyucuklara ise PCR iirlinleri yiiklenmistir
(Sekil 3.22B). Ornekler %1°lik (w/v) agaroz jelde 120 V’da 30 dk boyunca elektroforeze
tabi tutulmustur (Sekil 3.22C).

Sekil 3.22. Orneklerin loading dye ile karistirilmasi (A), &rneklerin kuyucuklara

yiiklenmesi (B) ve elektroforez diizeneginin ¢aligtirilmasi (C)
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3.2.6.5. DNA Dizi Analizi

Elde edilen PCR iriinleri calismada kullanilan forward primer ile birlikte
MedsanTek San. Ltd. Co. firmasina (Istanbul) génderilmis ve BigDye Terminator Cycle
Sequencing Kit v.3.1 ile ABI (Applied Biosystems) cihazinda dizi analizine tabi

tutulmustur.

3.2.6.6. Filogenetik Analizler

Calismada DNA dizisine ait ham veriler FASTA formatina doniistiiriilmiistiir. DNA
dizisinin benzerlik analizleri i¢in NCBI’da (www.ncbi.nlm.nih.gov) bulunan BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) programi kullanilmistir. Primer dizileri MEGA X
paket programinda manuel olarak bir araya getirilmis ve kesilmistir. Kesimi yapilan diziler
GenBank veri tabaninda MN132887-MN132931 aksesyon numaralari ile kaydedilmistir.
Ardindan, diziler Clustal W (1.6) (Thompson ve ark., 1994) programi ile hizalanmustir.
MtDNA COI boélgesinin dizi analizindeki ortalama transition (piirin-plirin veya pirimidin-
pirimidin déniisiimleri) ve transversion (piirin-pirimidin veya pirimidin-piirin doniisiimleri)
orani ile beraber niikleotid frekans1 hesaplanmigtir.

Popiilasyonlar arast genetik uzakliklar1 saptamak ve filogenetik iliskilerini
belirlemek i¢in Komsu Birlestirme Metodu (Neighbour Joining Method; Saitou ve Nei,
1987) kullanmlmistir. Bu metot, Kimura (1980) tarafindan 6nerilen “Iki-Parametre Metodu”
(Kimura’s Two-Parameter Method) secilerek MEGA X paket programinda
gerceklestirilmistir (Kumar ve ark., 2018). Bu modelde, 6nemliligin tahmini i¢in 1000
bootstrap tekerriirii uygulanmstir.

Genetik cesitlilik analizleri DnaSP v6 (Rozas ve ark., 2017) programi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu programda, popiilasyonlar i¢in polimorfik alan sayist (S), haplotip
sayist (Np) ve niikleotid farkliligi (k) (Tajima, 1983) analiz edilmistir. Elde edilen
haplotiplerden haplotip c¢esitliligi (h), niikleotid ¢esitliligi (z) (Nei, 1987) ve gen akis1
parametreleri (Fs) degeri hesaplanmistir. Bununla birlikte, popiilasyon genetigi analizleri
icin ¢ift niikleotid farkliliklar1 matrisine dayanan haplotipler arasindaki genetik mesafeler
p-distance modeli ile hesaplanmistir.

Popiilasyonlardaki haplotip gruplarinin demografik ge¢mislerine ait farkliliklarin
hesaplanmasindaki Uyumsuzluk (Mismatch) Dagilim Analizi, DnaSP v6 programi
kullanilarak gerceklestirilmistir (Rozas ve ark., 2017).

Calismada, popiilasyon iginde segilim olup olmadigini belirleyen nétralite testinden

yararlanilmistir. Bu test, rekombinasyon infinite modeline dayali bir testtir. Burada Tajima
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D (Tajima’s D test; Tajima, 1989) degeri ve Fu Fs (Fu’s Fs test; Fu, 1997) degeri DnaSP
v6 programi kullanilarak analiz edilmistir. Bu testin istatististikleri, elde edilen sonuglarin
negatif veya pozitif olma durumuna gore degerlendirilmistir.

Tirler arasindaki genetik akrabaliklar dendogrami UPGMA (Unweighted Pair Group
Cluster Analysis) metoduna gére MEGA X programinin Tamura (1992) tarafindan
onerilen “Ug-Parametre Metodu” (Tamura 3-parameter method) modiilii segilerek analiz
edilmistir. Dendogram 1000 bootstrap tekrarli olarak yapilmistir. Burada, GenBank ulasim
kodu numaras1 (GU439148) olan Spodoptera frugiperda dis grup olarak kullanilmustir.

Her bir lokasyondaki haplotiplerin dagilimlarinin gosterilmesinde ve birbirlerine
yakin konumda bulunan bu haplotiplerin mutasyonlar1 baz alinarak elde edilen degerlerin
sematize edilmesinde Medyan Birlestirme Ag1 (Median Joining Network; Bandelt ve ark.,
1991), PopART v1.7 programi kullanilarak ¢izilmis ve gorsel hale getirilmistir (Leigh ve
Bryant, 2015).
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Yesil Kurdun Domates Uzerindeki Biyolojik Dénemlerinin Belirlenmesi

4.1.1. Yumurta Dénemi

Yesil kurdun yumurtalar1 sarimsi krem renginde, hafifce basik kiire seklinde olup,
eni ortalama 0,50+0,03 mm ve boyu 0,61+0,03 mm uzunlugundadir. Yumurtalarin agirligi
ise ortalama 0,0001 g’dir (n=50).

Yesil kurt erginleri yumurtalarint domates bitkisinin yapraklarinin iist kismina, alt
kismina ve sapimna tek tek ya da gruplar halinde birakmaktadir. Yumurtalarin {izerinde
uzunlamasina 20-23 adet cizgiler ve bunlarin arasinda da enine kiigiik c¢izgiler
bulunmaktadir (Sekil 4.1A). Yumurtanin rengi, embriyonik gelisme doneminin
ilerlemesine bagl olarak degismektedir. Yumurta birakildiktan yaklasik iki giin sonra
anterior kisminda turuncu renkli dairesel lekeler meydana gelmistir (Sekil 4.1B). Bununla
birlikte, yumurta i¢inde gelisen larvayr disaridan gérmek miimkiin olmaktadir. Larvalarin
basi ile birlikte, ag1z parcalarina ait kisimlarinin, gézlerinin ve viicudunda bulunan killarin
belirgin bir sekilde meydana geldigi gozlemlenmistir (Sekil 4.1C). Yumurtalarin gelisme
stiresi 24+1°C’de, %65 oransal nemde ve 16:8 fotoperiyotta ortalama 2,6+0,54 giin olarak
tespit edilmistir.

Yesil kurdun yumurtalarinin agilma orani incelendiginde ise, 100 adet yumurtadan

ortalama %85,83+7,05 yumurtanin agildigi tespit edilmistir (n=5).

Sekil 4.1. Yesil kurt yumurta donemi A) yeni birakilan yumurta, B) iki giin yasta yumurta,

C) agilmak iizere olan yumurtanin goriiniimii
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4.1.2. Larva Déonemi

Bu c¢alismada, yesil kurdun larva donemi sayisi, larva kafa kapsiilleri 6l¢iilerek ve
deri degistirme sayilarina gore toplamda 6 larva donemine sahip oldugu tespit edilmistir.

Yesil kurt larvalarinin morfolojik 6zellikleri incelendiginde, 1. larva doneminin genel
goriinimi, kirli soluk beyaz-sarimsi renkte ve viicudun tamami uzun siyah killarla
kaplidir. Viicut tizerinde bulunan killarin ¢ikis yerleri koyu kahverengi-siyah olup
belirgindir. Larvalarin bas kismi oldukga belirgin ve koyu kahverengi-siyahtir. Agiz
pargalart koyu kahverengidir. Pronotumda dorsal olarak dagilan kahverengimsi-siyah
lekeler bulunur. Thoraks bacaklari kahverengidir (Sekil 4.2A). II. larva doneminin genel
goriiniisii I. larva donemine benzerdir. Viicut acik kahverengidir ve bas kismi1 viicuda gore
daha koyudur. Larvalarin dorsalinde uzunlamasina kahverengi ¢izgiler dikkat ¢gekmektedir.
Killarin ¢ikis noktasi olan yerler daha belirgindir (Sekil 4.2B). III. donemde bas agik
kahverengidir ve epicranial suture kisminda kiiciik noktasal lekeler bulunur. Siyah noktalar
tizerinden ¢ikan killar daha uzun hal almistir. Dorsalde kahverengi bantlar bulunmakta,
yanlarda da agik sarimsi uzunlamasina bir bant goriilmektedir (Sekil 4.2C). IV. dénem
larvada viicut kahverengi ve agik kahverengi cizgilere sahiptir. Ayn1 zamanda dordiincii
donem larvanin {igiincii doneme gore daha koyu kahverengine sahip oldugu goriilmiistiir.
Thoraks bacaklarinin tamami siyahtir. Anal plate koyu kahverengindedir ve burada agik
kahverengi lekeler bulunmaktadir (Sekil 4.2D). V. donemde thoraks bacaklar1 koyu
kahverengi, abdomen bacaklar1 ise agik kahverengindedir. Bu donemde larva viicudunun
dorsalinde yesil, kahverengi ve sarimsi bantlar goriilmektedir. Thoraks bacaklar1 agik
kahverengindedir (Sekil 4.2E). VI. donemde ise viicudun genel rengi kahverengimsi,
sarimsi-yesilimsi veya turuncudur. Thoraks ve abdomen bacaklari agik yesildir. Viicudun
sag ve sol kisimlarinda abdomen sonuna kadar uzanan acik renkte iki uzun bant
bulunmaktadir. Ayrica, dorsalde biitiin viicut boyunca uzanan ii¢iincii ayr1 bir uzun bant da
bulunmaktadir. Bagin genel goriinlisii agik kahverengidir. Prothoraks {izerinde agik

kahverengi leke bulunur. Bu dénemde viicutta bulunan killar uzundur (Sekil 4.2F).
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Sekil 4.2. Yesil kurdun larva dénemleri A) I. larva donemi, B) II. larva donemi, C) III.

larva donemi, D) IV. larva dénemi, E) V. larva donemi, F) VI. larva donemi
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Ayrica yumurtadan yeni ¢ikan |. donem larvanin, yumurtanin dis kismida bulunan

yumurta kabugu ve agilmamis diger yumurtalar ile de beslendigi gozlemlenmistir (Sekil
4.3).

Sekil 4.3. 1. donem larva A) agilan yumurta kabugu ve B) agilmamis yumurta ile

beslenmesi

Yesil kurdun kafa kapsiiliiniin 1. larva doneminde 0,25+0,05 mm eninde ve
0,24+0,04 mm boyunda, II. larva doneminde 0,42+0,02 mm eninde ve 0,45+0,05 mm
boyunda, III. larva déneminde 1,00+0,12 mm eninde ve 1,034+0,13 mm boyunda, IV. larva
doneminde 1,48+0,13 mm eninde ve 1,60+0,20 mm boyunda, V. larva déneminde
1,85+0,10 mm eninde ve 1,97+0,05 mm boyunda, V1. larva doneminde ise 3,06+0,40 mm
eninde ve 2,84+0,44 mm boyunda oldugu belirlenmistir (n=14) (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Yesil kurdun larva donemlerine ait kafa kapsiilii eni ve boyu (Ort£=SH, n=14)

Larva Donemleri Kafa Kapsiiliit Eni (mm) | Kafa Kapsiilii Boyu (mm)
I. donem 0,25+0,05 A 0,24+0,04 A
II. donem 0,42+0,02 B 0,45+0,05 B
III. donem 1,00+£0,12 C 1,03+0,13 C
IV. donem 1,48+0,13 D 1,60+0,20 D
V. dénem 1,85+0,10 E 1,97+0,05 E
VI. donem 3,06+£0,40 F 2,84+0,44 F

Farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak dnemli bulunmustur (P<0,05).

SH: standart hata
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Yesil kurdun larva donemlerine ait kafa kapsiilii eni ve boyu mikroskop altinda

Olciilerek kayit edilmis ve fotograflanmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Yesil kurdun larva donemlerinin kafa kapsiilleri

Yesil kurt larvalarinin gelisme donemlerine ait en, boy, agirlik ve larva gelisme
stiresi gibi biyolojik parametreleri belirlenmistir. Buna gore, I. donem larvanin 0,26+0,04
mm eninde, 1,84+0,12 mm boyunda ve 0,10+0,00 mg agirlikta; II. dénem larvanin
0,52+0,07 mm eninde, 4,07+0,27 mm boyunda ve 1,03+0,19 mg agirlikta; III. donem
larvanin 1,724+0,11 mm eninde, 8,71+£0,53 mm boyunda ve 4,67+2,71 mg agirlikta; IV.
donem larvanin 1,97+0,07 mm eninde, 11,12+0,60 mm boyunda ve 35,13+12,41 mg
agirlikta; V. donem larvanin 2,97+0,20 mm eninde, 19,63+2,24 mm boyunda ve
390,77+46,37 mg agirhikta; VI. donem larvanin ise 3,31+£0,42 mm eninde, 26,88+3,06 mm
boyunda ve 489,79+26,89 mg agirlikta oldugu tespit edilmistir. Yesil kurdun larva gelisme

stiresinin ise 18,24+0,83 giin oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Yesil kurdun larva gelisme donemlerindeki eni, boyu, agirligi ve gelisme

stireleri (Ort+=SH, n=14)

Larva Donemleri Eni (mm) | Boyu (mm) | Agirhg (mg) | Larva Gelisme Siiresi
(Giin)

I. donem 0,26+0,04 | 1,84+0,12 0,10+0,00 2,23+0,42

II. dénem 0,52+0,07 | 4,07+0,27 1,03+0,19 3,07£1,15
III. donem 1,72+0,11 | 8,71+0,53 4,67+2,71 3,10+0,73
IV. donem 1,97+£0,07 | 11,12+0,60 | 35,13+£12,41 3,22+0,63

V. dénem 2,97+0,20 | 19,63+2,24 | 390,77+46,37 3,81£0,91
VI. donem 3,31+£0,42 | 26,88+3,06 | 489,79+26,89 4,30+1,05
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4.1.3. Pupa Donemi

Yesil kurdun olgun larvasinin bulundugu yerde prepupa donemine girdigi
belirlenmistir. Bu donemde larva yar1 uyusuk donemdedir. Olgun larvanin rengi daha
soluktur ve larva boyu kisalarak segmentler bogum seklini almaktadir (Sekil 4.5A).
Larvalarin prepupa gelisme siiresinin 2,33+1,03 giin oldugu tespit edilmistir. Olgun larva
kum ig¢ine girerek bas kismindan pupa olusumuna baglamaktadir. Yeni olusan pupa acik
sarims1 yesil renktedir ve her bir segment belirgindir (Sekil 4.5B). Pupalara ventralden
bakildiginda, hypopharynx, labial palpus, ergine ait anten izleri, hortum ve kanatlar
belirgin olarak goriilmektedir. Bununla birlikte, pupalarin son segmentinde iki adet
birbirine paralel uzanan cremaster net bir sekilde goriilmektedir. Pupa gelisme siiresinin
ilerlemesi ile birlikte pupalarin yesilimsi-kahverengiye doniistigii belirlenmistir (Sekil
4.5C ve D).

© D

Sekil 4.5. Yesil kurdun prepupa ve pupa donemi A) pre pupa, B) yeni olusan pupa, C) bir

saat yasinda pupa, D) ii¢ saat yasinda pupa goriiniimii
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Pupalarin morfolojik &zellikleri incelendiginde, yesil kurdun cremaster ve anal
aciklik da dahil olmak iizere toplamda 10 abdominal segmentten olustugu, abdomenlerinin
10. segmentindeki anal acikligin disi ve erkek bireyde ayni oldugu tespit edilmistir (Sekil
4.6A). Cinsiyet ayriminin yapilmasinda, pupalarin abdomenlerinin 8. ve 9. segmentteki
farkliliklar g6z Oniinde bulundurulmustur. Buna gore, disi bireylerde genital agikligin
tiiberkiil arasinda ve 8. abdominal segmentin ortasinda uzunlamasina bir dikis seklinde
bulundugu belirlenmistir. Erkek bireylerde ise bu dikisin 9. abdominal segmentinin
ortasinda oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.6B) (n=50).

Sekil 4.6. Yesil kurdun pupalarinin cinsiyetleri (A ve B)

Yesil kurdun pupalarina ait en, boy ve agirlik verileri cinsiyetlerine gore ayrilarak
not edilmistir. Disi bireye ait pupanin en, boy ve agirlik ortalamalart sirastyla 5,62+0,17
mm, 18,63+0,87 mm ve 321,194+26,59 mg olarak, erkek bireye ait pupanin ise 5,32+0,26
mm, 17,98+0,74 mm ve 267,77+33,11 mg olarak tespit edilmistir.

Pupalarin gelisme siiresi 244+1°C’de, %65 oransal nemde ve 16:8 fotoperiyotta
9,31+0,79 giin olarak belirlenmistir. Pupalarin a¢ilma oraninin ise %88,4 oldugu tespit

edilmistir.

4.1.4. Ergin Donemi

Yesil kurt disi ve erkek bireylerin ergin émiirleri, ovipozisyon siireleri ve bir diginin
biraktig1 yumurta sayisi belirlenmistir (Cizelge 4.3). Deneme sonuclarina gore, disi bireyin
ortalama omriiniin 24+1°C’de, %65 oransal nemde ve 16:8 fotoperiyotta 23+3,05 giin ve

erkek bireyin ortalama 6dmriiniin 20,8+5,78 giin oldugu belirlenmistir. Disi bireyin en uzun
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omri 28 giin, en kisa 19 giin, erkek bireyin ise en uzun 6mrii 27 giin, en kisa 10 giin
oldugu gozlemlenmistir. Disi bireyin ovipozisyon siireleri incelendiginde, preovipozisyon
stiresinin ortalama 2,8+1,03 giin, ovipozisyon siiresinin 12,6+2,45 giin ve post ovipozisyon
siiresinin ise 6,7+2,31 giin oldugu belirlenmistir. En uzun preovipozisyon siiresinin 4 giin,
en kisa ise 1 giin oldugu saptanmistir. Ovipozisyon siiresinin en uzun 15 giin, en kisa 8 giin
oldugu ve post ovipozisyon siiresinin ise en uzun 10 giin, en kisa 4 giin oldugu saptanarak
not edilmistir. Bir disinin biraktig1 yumurta sayis1 ise ortalama 1096,3+105,56 adet olarak

hesaplanmustir.

Cizelge 4.3. Yesil kurt bir disi erginin biraktig1 yumurta sayisi (adet), ovipozisyon siireleri
(giin) ve ergin 6miirleri (giin) (Ort=SH, n=10)

Bir disinin Ovipozisyon siireleri (giin) Ergin 6miirleri (giin)
Tekerriir | biraktig1 yumurta | Preovipozisyon | Ovipozisyon | Post ovipozisyon | @ birey | & birey
sayisi (adet)
1 1341 4 13 5 23 10
2 1068 3 14 10 28 19
3 1200 3 14 4 21 27
4 1032 2 11 7 21 22
5 1027 2 14 10 27 25
6 1006 1 9 9 19 12
7 1073 4 15 4 24 22
8 994 4 13 6 24 25
9 1098 3 15 5 24 20
10 1124 2 8 7 19 26
Ort+=SH 1096,3+105,56 2,8+1,03 12,6+2,45 6,7+2,31 23+3,05 | 20,8+5,78

Yesil kurt ergin bireylerinin disi kanat agikligi ortalama 34,5+0,57 mm ve erkek
kanat agikligi ise ortalama 32,62+1,76 mm olarak belirlenmistir (Sekil 4.7). Disi ergin
bireyin eni ortalama 6,37+0,47 mm ve basin ucundan abdomen sonuna kadar olan viicut
uzunlugu ise ortalama 18+1,41 mm olarak Ol¢iilmiistiir. Erkek ergin bireyde ise viicut eni
ortalama 5,37+0,44 mm ve ergin boyu ortalama 17,81+0,65 mm oldugu belirlenmistir
(n=25).

Yesil kurt ergin bireylerinde basin {izeri bejimsi-kahverengimsi tiiyler ile kapli olup,
antenler ip seklindedir. Thoraksin {izeri agik kahverengimsi uzun tiiyler ile drtiiliidiir. Ust
kanatlarda iki adet bobrek seklinde leke bulunur. Kanatlarin alt kismi sagaklidir ve
kizilims1 kahverengimsi bir renge sahiptir. Alt kanatlarin damar aralar1 belirgindir ve koyu
bej rengindedir. Ayrica, disi erginlerin abdomen sonu erkek erginlere gore daha kalin
sonlanmakta ve disilerde abdomenin u¢ kisminda tliyler daha azken, erkeklerde ise bu

titylerin uzun sagak seklinde oldugu belirlenmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Yesil kurt erginlerinin dorsal ve ventralden goriiniimii; A) disi bireyin dorsal
goriiniimi, B) disi bireyin ventral goriiniimii, C) erkek bireyin dorsal gériiniimii, D) erkek

bireyin ventral goriiniimii

4.2. Yesil Kurdun Yapay Diyet Ortamlarinda Y etistirilmesi

Yesil kurt larvalarinin yapay diyet iizerinde laboratuvarda yetistirilmesi ve
adaptasyonuna yonelik 6 farkli yapay diyet hazirlanarak test edilmistir.

Caligmada, yesil kurt larvalarinin yapay diyet I, III ve VI’da basarili bir sekilde 5
larva donemi geg¢irdigi, yapay diyet II ve V’de 6 larva donemi gecirdigi belirlenmistir.
Yapay diyet IV’de ise yesil kurt larvalarinin sadece 3. doneme kadar yasadiklari
gozlemlenmistir.

Yapay diyetler ve domates iizerinde yetistirilen yesil kurdun larva ve pupa gelisme
sliresi, pre-pupa gelisme siiresi, pupa olma ve ergin ¢ikis orani, pupa en, boy ve agirlik

degerleri Cizelge 4.4’te gosterilmistir.

52



Cizelge 4.4. Yapay diyetler ve dogal konukg¢u iizerinde yetistirilen yesil kurdun biyolojik
parametreleri (Ort+SH, n=30)

Parametreler Diyet Cesitleri
Diyet | Diyet 11 Diyet 111 Diyet V Diyet VI Kontrol

(domates)

Larva siiresi 11,6x15e 16,6 £1,4d 25,1+0,9a 25,5+32a 22,1+1,7b 18,2+0,8¢

(giin)

Pupa siiresi 9,1+05¢c 10,1 £1,6¢ 31,2+4,2a 29,5+4.8a 199+4,1b 93+0,4cC

(giin)

Pre-pupa siiresi 2,1+£03b 22+0,7b 33+05a 34+0,7a 3,5+£09a 23+1,1b

(giin)

Pupa olma oram | 76,6+21c 80,1 +1,1b 76,6 £1,5¢ 833+15b 83,3+2,8hb 90,1+1,1a
(%)
Ergin ¢ikis oram 859+2,7a 862+54a 73,3+2,8b 66,6 +1,2¢C 833+28a 884 +11,1a
(%)
Pupa agirhg (g) | 0,33+0,04b | 0,31+0,03ab | 0,26 +0,04c | 0,35+0,08ab | 0,34+0,04ab | 0,36 +0,05a

Pupa eni (mm) 5,72+0,21ab | 5,62+0,27b | 55+034b | 5,85+0,44ab | 577+0,31ab | 6,05+0,3a

Pupa boyu (mm) | 19,45+ 1,02ab | 19,2+ 1,12ab | 188+ 1,29b | 18,62+ 1,34b | 18,97+ 1,35b | 19,97+ 0,58 a
* Farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0,05).

* SH: standart hata

Deneme sonuglarina gore, yesil kurt larvalari yapay diyet I’de bes larva donemi
gecirerek gelismesini basarili bir sekilde tamamlamistir (Sekil 4.8). Bu diyette larva
gelisme siiresinin ortalama 11,6+1,5 giin, pupa gelisme siiresinin 9,1+0,5 giin ve pre-pupa
sliresinin ise 2,1£0,3 giin oldugu tespit edilmistir. Pupa eni ortalama 5,72+0,21 mm, boyu
19,45+1,02 mm ve agirhigt ise 0,33+0,04 g olarak hesaplanmistir. Pupa olma orani
%76,6+2,1 ve ergin ¢ikis oram1 %85,9+2,7 olarak ve belirlenmistir. Agilan ergin sayisinin
ise 21 (119:103) oldugu gozlemlenmistir (Cizelge 4.4).
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Sekil 4.8. Yesil kurdun yapay diyet I’de beslenmesi; A) II. donem larva, B) III. dénem

larva, C) IV. donem larva, D) olgun larvanin kuma girmesi

Test edilen yapay diyet II’de larvalarin 6 larva donemi gegirdigi tespit edilmistir.
Diyet II’de yesil kurt larvalarinin biyolojik parametreleri incelendiginde ise, larva gelisme
stiresi ortalama 16,6+1,4 giin, pupa gelisme siiresi 10,1+1,6 giin ve pre-pupa Siiresi ise
2,2+0,7 giin olarak belirlenmistir. Pupa eninin ortalama 5,62+0,27 mm, boyunun
19,2+1,12 mm ve agirhiginin ise 0,31+0,03 g oldugu tespit edilmistir. Pupa olma oraninin
%80,1£1,1 ve ergin ¢ikis oraninin %86,2+5,4 oldugu hesaplanmistir. Agilan ergin sayisi
21 (119:103) olarak not edilmistir (Cizelge 4.4) (Sekil 4.9).

Kafa kapsili

Sekil 4.9. Yesil kurdun yapay diyet 1I’de beslenmesi; A) IV. dénem larva, B) V. dénem
larva, C) diyette kafa kapsiilii ile birlikte bulunan pupa
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Yapay diyet III’de larva gelisme siiresinin ortalama 11,6+1,5 giin, pupa gelisme
stiresinin 9,1+0,5 giin ve pre-pupa siiresinin ise 2,1+0,3 giin oldugu saptanmistir. Pupa eni
ortalama 5,72+0,21 mm, boyu 19,45+1,02 mm ve agirh@ ise 0,33+0,04 g olarak
belirlenmistir. Pupa olma oranmin %76,6+1,5 ve ergin ¢ikis oranmin ise %85,9+2,7
oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.4).

Yapay diyet V’de larva gelisme siiresinin ortalama 25,5+3,2 giin, pupa gelisme
stiresinin 29,5+4,8 giin ve pre-pupa siiresinin ise 3,4+0,7 gilin oldugu tespit edilmistir. Pupa
eninin ortalama 5,85+0,44 mm, boyunun 18,62+1,34 mm ve agirhgmin ise 0,35+0,08 g
oldugu saptanmistir. Pupa olma oran1 %83,3+1,5 ve ergin ¢ikis orani ise %66,6+1,2 olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.4).

Yapay diyet VI’da larva gelisme siiresinin ortalama 22,1+1,7 giin, pupa gelisme
stiresinin 19,944,1 giin ve pre-pupa siiresinin ise 3,5+0,9 giin oldugu belirlenmistir. Pupa
eni ortalama 5,77+0,31 mm, boyu 18,97+1,35 mm ve agirhg: ise 0,344+0,04 g olarak
Olciilmiistlir. Pupa olma oraninin %83,34+2,8 ve ergin ¢ikis oraninin ise %83,3+2,8 oldugu
saptanmugtir (Cizelge 4.4).

Pozitif kontrol olan domates meyvesinde beslenen larvalarin gelisme siiresinin
ortalama 18,2+0,8 giin, pupa gelisme siiresinin 9,3+0,4 giin ve pre-pupa siiresinin ise
2,3+1,1 giin oldugu tespit edilmistir. Pupa eninin ortalama 6,05+0,3 mm, boyunun
19,97+0,58 mm ve agirligimin 0,36+0,05 g oldugu belirlenmistir. Pupa olma orani
%90,1+1,1 ve ergin ¢ikis oran1 %88,4+11,1 olarak hesap edilmistir (Cizelge 4.4).

Yapilan istatistik analiz sonucunda elde edilen verilere gore, test edilen yapay
diyetlerin larva gelisme siirelerine etkisinin istatistiksel olarak énemli oldugu saptanmistir
(F= 6,11, df=89, P=0,000). Yapay diyet I ve II’de larva gelisme siiresinin kontrole gore
kisa oldugu belirlenmistir. Pupa gelisme siiresinin yapay diyet I, 1l ve kontrolde etkisinin
istatistiksel olarak 6nemli oldugu goriilmistiir (F= 9,22, df=89, P=0,000). Yapay diyet | ve
Il’deki yesil kurt bireylerinin diger yapay diyetlere gore daha kisa prepupa siiresine sahip
oldugu tespit edilmistir. Yine yapay diyet I ve II’'nin ergin ¢ikis oraninin kontrolle ayni
oranda oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4’te belirtildigi lizere, pupa agirliginin kontrolden sonra en yiiksek degere
sahip oldugu yapay diyet II, V ve VI iken, yapay diyet III’de bu degerin en diisiik oldugu
gorilmistiir. Farkli yapay diyetlerin pupa agirligina etkisinin istatistiksel olarak 6nemli
oldugu tespit edilmistir (F= 13,56, df=179, P=0,000). Yapay diyet II ve III’te pupa eninin
kontrol ve diger yapay diyetlere oranla daha kii¢lik oldugu tespit edilmis olup, test edilen

yapay diyetlerin pupa enine etkisinin istatistiksel olarak 6nemli oldugu saptanmistir (F=
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4,05, df=179, P=0,003). Farkli yapay diyetlerin pupa boylarina etkisinin ise istatistik
olarak onemli olmadigi belirlenmistir (F= 2,16, df=179, P=0,069).

Yesil kurdun farkli yapay diyetlerde larva donemlerine ait kafa kapsiilleri dlgiilerek

kayit edilmis ve yapay diyette deri degistirme sayis1 baz alinarak larva donemi sayisi

ortaya konmustur (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Yapay diyetlerde ve domateste yetistirilen yesil kurt larvalarinin kafa kapsiilii

capi1 Olgtimleri (Ort+SH, n=15)

Larva donemleri Diyet Tipleri
Diyet | Diyet 11 Diyet 111 Diyet V Diyet VI Kontrol
(domates)

I. dénem 0,26+0,03 Aab | 0,28+0,04 Aab | 0,30+0,01 Aa | 0,29+0,01 Aa | 0,29+0,01 Aa | 0,25+0,05 Ab
I1. donem 0,45+0,04 Bbc 0,41+0,03 Bd | 0,47+0,03 Bab |0,47+0,03 Bab| 0,50+0,01 Ba |0,42+0,02 Acd
I111. donem 0,85+0,05 Chc 0,77+0,06 Cc | 0,82+0,04 Cbc [0,80+0,12 Chc| 0,88+0,03 Cb | 1,00+0,12 Ba
1V. donem 1,52+0,04 Dab 1,63+0,08 Da 1,47+0,08 Db | 1,37+0,16 Dc |1,56+0,06 Dab| 1,48+0,13 Db
V. donem 2,96+0,32 Eb 1,85+0,08 Ec | 3,13+0,23 Eab | 1,81+0,07 Ec | 3,27+0,19 Ea | 1,85+0,10 Dc
VI. donem = 2,82+0,20 Fb - 3,48+0,12 Fa 3,06+0,40 Eb

* Aymi satirda farkl kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (P<0,05).
* Ayni siitunda farkli biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (P<0,05).

Yapay diyet I’de kafa kapsiilii ¢apinin ortalamasinin sirasiyla, I. larva doneminde
0,26+0,03 mm, II. larva doneminde 0,45+0,04 mm, III. larva doneminde 0,85+0,05 mm,
IV. larva doneminde 1,524+0,04 mm, V. larva doneminde ise 2,96+0,32 mm oldugu tespit
edilmis ve bu yapay diyette larvalarin bes larva donemi gegirdigi belirlenmistir (Cizelge
4.5).

Yapay diyet II’de kafa kapsiilii ¢apmin ortalamasi sirasiyla, 1. larva doneminde
0,28+0,04 mm, II. larva doneminde 0,41+0,03 mm, III. larva doneminde 0,77+0,06 mm,
IV. larva doneminde 1,63+0,08 mm, V. larva doneminde 1,85+£0,08 mm ve VI. larva
doneminde ise 2,82+0,20 mm olarak Ol¢iilmiistiir. Larvalarin alti larva donemine sahip
oldugu gozlemlenmistir (Cizelge 4.5).

Yapay diyet III’de kafa kapsiilii ¢capinin ortalamasi sirasiyla, 1. larva doneminde
0,30+0,01 mm, II. larva doneminde 0,47+0,03 mm, III. larva doneminde 0,82+0,04 mm,
IV. larva doneminde 1,47+£0,08 mm ve V. larva doneminde ise 3,13+0,23 mm oldugu
saptanmis ve larvalar bes donem gegirmistir (Cizelge 4.5).

Yapay diyet V’de kafa kapsiilii ¢capinin ortalamasi sirasiyla, I. larva doneminde

0,29+0,01 mm, II. larva doneminde 0,47+0,03 mm, III. larva déneminde 0,80+0,12 mm,
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IV. larva déneminde 1,37+0,16 mm, V. larva doneminde 1,81+£0,07 mm ve VI. larva
doneminde 3,48+0,12 mm olarak belirlenmistir. Bu diyette larvalarin alt1 donem gegirdigi
tespit edilmistir (Cizelge 4.5).

Yapay diyet VI’da kafa kapsiili ¢ap1 ortalamasi sirasiyla, 1. larva doneminde
0,29+0,01 mm, II. larva déneminde 0,50+0,01 mm, III. larva déneminde 0,88+0,03 mm,
IV. larva doneminde 1,56+0,06 mm ve V. larva doneminde 3,27+0,19 mm tespit edilmis
olup, larvalarin bes larva donemi gegirdigi belirlenmistir (Cizelge 4.5).

Pozitif kontrol olan domates meyvesi lizerinde beslenen larvalarin kafa kapsiilleri
capinin ise, I. larva doneminde 0,25+0,05 mm, II. larva déneminde 0,42+0,02 mm, IIL
larva déneminde 1,00+0,12 mm, IV. larva doneminde 1,48+0,13 mm, V. larva doneminde
1,85+0,10 mm ve VI. larva doneminde ise 3,06+0,40 mm olarak dl¢iilmiistiir. Bu sonuglar
dogrultusunda, larva biyolojik doénemlerinin kafa kapsiilii ¢apina etkisinin istatistiksel

olarak dnemli oldugu bulunmustur (P<0,05).

4.3. Yesil Kurt Bireylerinin Protein iceriklerinin Belirlenmesi

Yesil kurdun dogadan toplanan olgun larva, laboratuvarda domates {izerinde
yetistirilen olgun larva, pupa, ergin bireyleri ile laboratuvarda farkli yapay diyetler
lizerinde yetistirilen ergin bireylerinin toplam protein miktarlar1 arastirilmistir. Orneklerin
konsantrasyonlar1 BSA standart aracilifiyla kalibrasyon egrisi grafigi olusturularak
hesaplanmistir (Sekil 4.10). Elde edilen protein miktarlart pg/ml cinsinden pg/mg olarak

cevrilerek not edilmistir.

1,2
y =0,0003x + 0,4152
R*=0,9995

0,8

0,6

0,4

595 nm Absorbans Degerleri
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Sekil 4.10. 595 nm dalga boyundaki BSA protein standart egrisi
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Yapilan hesaplamalar sonrasinda yesil kurt bireylerinin dogal popiilasyonundan elde
edilen olgun larvalarda ortalama 17,22+2,16 pg/mg protein igerigi, laboratuvar kolonisi
olgun larvalarinda ortalama 24,37+2,63 pg/mg protein igerigi, pupalarinda ortalama
51,14+2,66 pg/mg protein igerigi ve erginlerinde ise ortalama 33,91+4,86 pg/mg protein
icerigi tespit edilmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Farkl1 biyolojik donemlerdeki yesil kurdun protein miktarlar:

Farkli diyetlerde beslenen yesil kurt erginlerinin toplam protein miktarlar1 sirasiyla
diyet I’de ortalama 23,72+4,33 pg/mg protein, diyet 1I’de ortalama 24,92+2.39 pg/mg
protein, diyet I1I’de ortalama 124,07+2,77 ng/mg protein, diyet V’de ortalama 37,29+3,27
ug/mg protein ve diyet VI’da ise ortalama 34,32+3,44 ug/mg protein olarak belirlenmistir
(Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Farkl1 yapay diyet {izerinde beslenen yesil kurt erginlerinin protein igerikleri
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4.4. Yesil Kurdun Molekiiler Cesitliliginin Belirlenmesi

4.4.1. Yesil Kurt DNA Miktar1 ve Konsantrasyonu Olgiimleri

Denemede, yesil kurt bireylerinin DNA miktar1 ve safligi belirlenmistir. Larva ve
ergin dokulardan izole edilen DNA miktarlarinin 12,4 ng/ul ile 74,0 ng/ul arasinda
degistigi belirlenmistir. DNA konsantrasyonun 1,61 ile 2,07 arasinda oldugu saptanmistir

(Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. H. armigera orneklerinin gDNA miktar1 ve konsantrasyonu

Ornekleme yeri |Biyolojik donem| Agirhik (mg) ng/pL* Aoeol Ago™
Ortiiliice-1 Larva 22,3 37,5 1,89
Biga Ortiiliice-2 Larva 26,5 28,7 1,96
Ortiiliice-3 Larva 44,6 45,4 1,68
Ayvacik-1 Larva 22,6 29,7 1,67
Ayvacik-2 Larva 16,0 19,4 1,96
Ayvacik Ayvacik-3 Larva 17,0 46,6 1,67
Kosedere-1 Larva 22,7 38,7 1,90
Kosedere-2 Larva 24,6 35,1 1,84
Kosedere-3 Larva 21,7 35,2 1,92
Camoba-1 Larva 26,3 62,8 2,02
Camoba-2 Larva 21,2 24,7 2,03
Ezine Camoba-3 Larva 25,7 31,2 1,93
Yenioba-1 Larva 36,9 23,9 1,70
Yenioba-2 Larva 17,4 17,0 1,88
Diimrek-1 Ergin 24,0 24,8 1,88
Diimrek-2 Ergin 21,2 16,6 1,86
Diimrek-3 Ergin 14,4 27,9 1,61
Tevfikiye-1 Larva 13,9 74,0 1,61
Canakkale (Merkez) Tevfikiye-2 Larva 16,6 25,2 2,02
Tevfikiye-3 Larva 24,5 32,2 1,85
Batakovasi-1 Larva 16,1 41,9 1,84
Batakovasi-2 Larva 27,6 440 1,85
Batakovasi-3 Larva 26,6 34,0 2,00
Nebiler-1 Larva 5,6 57,7 2,00
Bayramig Nebiler-2 Larva 10,1 14,4 2,07
Nebiler-3 Larva 15,2 14,4 1,97
Geyikli-1 Ergin 19,5 39,2 1,94
Geyikli Geyikli-2 Ergin 20,8 61,8 1,92
Geyikli-3 Ergin 21,1 37,2 1,84
Bigali-1 Larva 24,4 30,1 2,01
Eceabat Bigali-2 Larva 34,6 34,7 1,92
Bigali-3 Larva 32,2 27,5 1,91
Bozcaada-1 Larva 14,5 12,4 1,66
Bozcaada Bozcaada-2 Larva 14,7 26,0 1,83
Bozcaada-3 Larva 15,6 15,8 1,75
Umurbey-1 Larva 12,9 22,1 1,76
Lapseki Umurbey-2 Larva 17,6 21,4 1,96
Umurbey-3 Larva 16,3 25,3 2,02
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Cizelge 4.6.’nin devam1

Eselek-1 Larva 38,2 63,6 1,97
Gokgeada Eselek-2 Larva 17,3 19,6 1,73
Eselek-3 Larva 25,1 43,1 1,80
Orhaneli-1 Larva 13,0 40,7 2,03
Bursa .

Orhaneli-2 Larva 14,7 41,2 1,98
fvrindi-1 Larva 23,6 20,4 1,81

Balikesir .
Ivrindi-2 Larva 26,4 29,5 1,82

* 1 ul’deki ng cinsinden DNA miktar1
** Nanodropta 260/280 nm’de okunan DNA’nin saflik derecesi

Yesil kurdun gDNA Orneklerinin agaroz jel gorlintiisii Sekil 4.13°te verilmistir.
Burada, yalnizca 3 lokasyondan elde edilen 6rneklerin jel goriintiileri gosterilmis olup,
diger lokasyonlarda da ayni sekilde bant desenleri elde edilmistir. Elektroforez
uygulamalarinda ilk kuyucuga 1 kb markir yiiklenilmis olup, Yyesil kurt gDNA’lar
markirin yaninda bulunan diger kuyucuklara yiiklenmistir. Yesil kurt gDNA bant deseni
analizi yapilan toplam 45 6rnekte pozitif olarak tespit edilmistir (Sekil 4.13).

M HL H2 H3 H4 H5 He H7

10000 bp —»
6000 bp—> I

3000 bp—p BB

1000 bp —p

Sekil 4.13. Farkli lokasyonlardan izole edilen yesil kurt gDNA orneklerinin %0,7’lik
agaroz jel iizerindeki goriintiisi (M: markir; 1-kb DNA ladder, Fermentas, H1:
Eselek/Gokceada, H2: Eselek/Gokceada, H3: Eselek/Gok¢eada, H4: Umurbey/Lapseki,
H5: Umurbey/Lapseki, H6: Umurbey/Lapseki, H7: ivrindi/Balikesir)
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4.4.2. Yesil Kurt mtDNA COI Gen Bélgesinin PCR Amplifikasyonlar:1 ve Dizi
Analizleri

Yesil kurdun mtDNA COI gen bolgesinin PCR amplifikasyon sonuglar1 Sekil 4.14°te
verilmistir. Burada, sadece 11 lokasyondan elde edilen orneklerin jel elektroforez
goriintiileri gdsterilmis olup, diger lokasyonlardan da ayn1 sekilde bantlar elde edilmistir.

Calismada, Canakkale ve ¢evresinden elde edilen toplam 16 popiilasyonu temsilen
45 ornek test edilmistir. PCR uygulamasindan énce gDNA’nin miktar1 ve konsantrasyonu
nanodrop cihaziyla oOlgiildiikten sonra calismalara devam edilmistir. Bu uygulama diger
tim popiilasyonlar i¢in yapilmistir. Universal primer ¢ifti (LCO1490-F ve HCO2198-R)
kullanilarak H. armigera’nin mtDNA COI gen bdlgesi test edilen tiim 45 6rnekte pozitif
olarak elde edilmistir. Elektroforez uygulamalarinda 1 kb markir kullanilmis ve bunun
sonucunda 45 6rnegin tiimiinde beklenen yaklasik 613 bp’de bantlar elde edilmistir (Sekil
4.14). mtDNA COI bolgesinden elde edilen PCR ornekleri (613 bp) dizi analizi i¢in

firmaya gonderilmistir.

6000 bp —

3000 bp —p

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 Hil1l

1000 bp —p .
600 bp — - g

Sekil 4.14. Farkli lokasyonlardan izole edilen yesil kurdun mtDNA COI PCR
amplifikasyon tiriinlerinin %1°lik agaroz jel lizerindeki goriintiisii (M: markir; 1-kb DNA
ladder, Fermentas, H1: Camoba/Ezine, H2: Tevfikiye/Canakkale, H3: Kosedere/Ayvacik,
H4: Nebiler/Bayrami¢, HS: Geyikli/Geyikli, H6: Batakovasi/Canakkale, H7:
Kosedere/Ayvacik, H8: Camoba/Ezine, H9: Orhaneli/Bursa, H10: Batakovasi/Canakkale,
H11: Diimrek/Canakkale)
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Yesil kurdun genetik ¢esitliliginin belirlenmesi i¢in analiz edilen 45 6rnegin mtDNA
COI bolgesi PCR ile ¢ogaltilmistir. PCR ¢aligsmalar1 sonucunda, 45 6rnekten pozitif sonug
elde edilmesinin ardindan Ornekler gen dizilemesi i¢in ilgili firmaya gonderilmistir.
Dizilemeden kaynaklanan hatalarin elimine edilmesi igin, dizilerin baslangic ve bitis
noktalar1 ¢ikarilmistir. Firmadan elde edilen DNA dizi sonuglart dendogramdaki pikler ile
incelenmistir. Ardindan, yesil kurdun mtDNA COI bolgesi icin 536 bp elde edilmistir
(Sekil 4.15). Elde edilen veriler GenBank veri tabaninda MN132887-MN132931 aksesyon
numaralart  ile kaydedilmistir (Cizelge 4.7). Ardindan veriler GenBank’ta
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) Blast edilmis ve sonu¢ olarak 45 6rnegin GenBank’ta

bulunan H. armigera dizilimleri ile %99-100 oraninda eslestigi belirlenmistir.

DNA Sequences | Translated Protein Sequences |

Bt A | I K R L I L e I L e T T T B R O R R D C R E O C S E R E S DR R
1, Dmrek_1_H11

2. Dmrek_2 H21

3. Dmrek_3_H22

4. Tevfikye_1_H2

5. Tevfikiye_2_H1T

6. Tevfikiye_3_H28

7. Kumkale_1_H6_

5. Kumkale_2_H10

9. Kumkale_3 H20

10. Camoba_1_H27

11. Camoba_2_H44
12. Camoba_3_H48
13. Yenioba_1_H0
14, Yenioba_2_HE0
15, Ayvack_1_H57
16. Ayvack_2_H58
A7 Ayvack_3_H59
18. Ksedere_1_H16_
18. Kseders_2_Ho8
20, Ksedere 3 H33
21. Biga_1_H34
22. Biga_2 H35
23. Biga_3 H%6
24 Nebier_1_H25
25. Nebikr_2_H26
26. Nebier_3_H31
27. Geyid_1_H5
28, Geyii 2 H23
29. Geyii 3_H24
30. Eceabat_1_H42

71 Faeebei Sreaaa a
[4 . ¥
Windowe'y pteintectirmel irin Avarlar'a pidin

Site# |W :II ®with " wiogaps

Sekil 4.15. 45 adet yesil kurt 6rnegine ait mtDNA COI gen bolgesinin MEGA X

programinda hizalama goriiniimii
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Cizelge 4.7. Test edilen 45 yesil kurt bireyinin aksesyon numaralari

Ornekleme yeri

AKksesyon numaralari

Biga Ortiiliice-1 MN132924
Ortiiliice-2 MN132925

Ortiiliice-3 MN132926

Ayvacik Ayvacik-1 MN132915
Ayvacik-2 MN132916

Ayvacik-3 MN132917

Kosedere-1 MN132899

Kosedere-2 MN132900

Kosedere-3 MN132901

Ezine Camoba-1 MN132896
Camoba-2 MN132897

Camoba-3 MN132898

Yenioba-1 MN132910

Yenioba-2 MN132911

Canakkale (Merkez) Diimrek-1 MN132887
Dimrek-2 MN132888

Diimrek-3 MN132889

Tevfikiye-1 MN132890

Tevfikiye-2 MN132891

Tevfikiye-3 MN132892

Batakovasi-1 MN132893

Batakovasi-2 MN132894

Batakovasi-3 MN132895

Bayramic Nebiler-1 MN132902
Nebiler-2 MN132903

Nebiler-3 MN132904

Geyikli Geyikli-1 MN132905
Geyikli-2 MN132906

Geyikli-3 MN132907

Eceabat Bigali-1 MN132912
Bigali-2 MN132913

Bigali-3 MN132914

Bozcaada Bozcaada-1 MN132918
Bozcaada-2 MN132919

Bozcaada-3 MN132920

Lapseki Umurbey-1 MN132927
Umurbey-2 MN132928

Umurbey-3 MN132929

Gokgeada Eselek-1 MN132921
Eselek-2 MN132922

Eselek-3 MN132923
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Cizelge 4.7.’nin devam1

Bursa Orhaneli-1 MN132908
Orhaneli-2 MN132909

Balikesir fvrindi-1 MN132930
[vrindi-2 MN132931

Elde edilen toplam 536 bp konsensus diziden 523’iiniin konstant alan ve 13’iiniin ise
polimorfik alan oldugu, bu 13 polimorfik bdlgenin ise 6’sinin singletons (186, 195, 304,
310, 384 ve 534. niikleotid) ve 7’sinin parsimoni informatif (138, 173, 218, 226, 231, 303
ve 414. niikleotid) oldugu tespit edilmistir. Sekiz niikleotid ddniisiimiiniin (substitution)
ticiincii  kodon pozisyonunda (%61,5), iki niikleotid doniisiimiiniin ikinci kodon
pozisyonunda (%15,4) ve dort niikleotid doniisiimiiniin ise birinci kodon pozisyonunda
(%23,1) meydana geldigi belirlenmistir. Ortalama baz frekansinin %30,70 (A), %40,30
(T), %15,86 (C) ve %13,14 (G) oldugu ve AT oraninin %71 ile yiiksek orana sahip oldugu
belirlenmistir.  Bu durum mitokondriyal genlerinde yaygindir ve niikleusta
mitokondriyaDNA benzeri diziler gozlemlenmemistir (Zhang ve Hewitt, 1996).
Transition/transversion (Ts/Tv) orani ky= 111.26 (piirin i¢in) ve k= 51.401 (pirimidin igin)
bulunmustur. 310. niikleotid pozisyonunda yalnizca bir transversion ve diger tiim niikleotid
dontisiimlerinin oldugu yerde (substitution) ise 12 transition oldugu saptanmistir. Ortalama

niikleotid farklilig1 (k) 1.448 olarak hesaplanmistir.

Analizi yapilan toplam 45 adet H. armigera haplotipleri arasindaki dizi
farkliliklarinin  karsilastirilmast igin uygulanan ikili matris sonuglar1 Cizelge 4.8’de
verilmistir. Ikili matris sonuglarina gore, haplotipler arasindaki p-mesafeleri modelinin
sirastyla %0,18 ile %0,93 (1-5 bp) arasinda degistigi belirlenmistir. Niikleotid farkinin 1
baz ¢ifti oldugu 12 durum bulunurken, 5 baz ¢ifti oldugu ise 7 durum tespit edilmistir. En
yiiksek niikleotid farkinin 6 tane 5 baz ¢ifti bulunmasi ile H12 haplotipinde oldugu

belirlenmistir.
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Cizelge 4.8. Yesil kurt haplotipleri arasindaki ikili baz ¢ifti karsilagtirmalari

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 | H11 | H12 | H13

H1 1 1 1 3 1 2 1 1 4 1
H2 | 0,002 3 3 2 2 4 2 3 2 2 5 2
H3 | 0,004 | 0,006 1 3 3 3 2 3 3 4 3
H4 | 0,004 | 0,006 | 0,004 1 3 1 3 2 3 3 4 3
H5 | 0,002 | 0,004 | 0,002 | 0,002 2 2 2 1 2 2 3 2
H6 | 0,002 | 0,004 | 0,006 | 0,006 | 0,004 4 2 3 2 2 5 2
H7 | 0,006 | 0,007 | 0,006 | 0,002 | 0,004 | 0,007 4 3 4 4 5 4
H8 | 0,002 | 0,004 | 0,006 | 0,006 | 0,004 | 0,004 | 0,007 3 2 2 5 2
H9 | 0,004 | 0,006 | 0,004 | 0,004 | 0,002 | 0,006 | 0,006 | 0,006 1 3 4 3
H10 | 0,002 | 0,004 | 0,006 | 0,006 | 0,004 | 0,004 | 0,007 | 0,004 | 0,002 2 5 2
H11 | 0,002 | 0,004 | 0,006 | 0,006 | 0,004 | 0,004 | 0,007 | 0,004 | 0,006 | 0,004 5 2
H12 | 0,007 | 0,009 | 0,007 | 0,007 | 0,006 | 0,009 | 0,009 | 0,009 | 0,007 | 0,009 | 0,009 5
H13 | 0,002 | 0,004 | 0,006 | 0,006 | 0,004 | 0,004 | 0,007 | 0,004 | 0,006 | 0,004 | 0,004 | 0,009

* Yiizde farkliliklar kosegenin alt kisminda gosterilmistir ve net niikleotid farkliliklar kosegenin tist kisminda gosterilmistir

Popiilasyonlarmn ikili karsilastirilmasi sonucu elde edilen ikili genetik uzaklik (Fg)
degerlerinin 0 ile 1 arasinda oldugu belirlenmistir. ikili genetik uzaklik (Fs) degerinin
Ozellikle Bursa popiilasyonunda, Camoba, Diimrek, Bigali, Geyikli, Eselek, Kosedere,
Batakovasi, Nebiler, Tevfikiye ve Umurbey popiilasyonlarindan farkli oldugu tespit
edilmistir (Fs>0,75). Balikesir popiilasyonu ve Bursa popiilasyonunun 0,89 0&lgeginde
genetik farklilagsma gosterdigi belirlenmistir. Fs; degerinin Bursa ve Yenioba popiilasyonu
arasinda en yiiksek oldugu saptanmistir (Fg=1). Bursa popiilasyonundan elde edilen
haplotipin, diger popiilasyonlardan elde edilen haplotiplere gore oldukca farkli oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9. Yesil kurt popiilasyonlar1 arasindaki ikili genetik uzaklik (Fg) degerleri

AYV | BAL | ORT | BOZ | BRS | CAM DUM | BIG | GYK | ESE | KOS | BTK | NEB | TEV | UMR

AYV

BAL 0,40

ORT 0 0,55

BOZ 0 0,18 0

BRS 0,75 | 0,89 0,9 0,75

CAM 0,20 0 0,33 0 0,91

DUM 0,43 0 0,6 0,2 0,92 0

BIG 0,2 0 0,33 0 0,91 0 0

GYK 0 0,18 0 0 0,75 0 0,2 0

ESE 0 0,22 0 0 0,82 0 0,25 0 0

KOS 0 0,29 0 0 0,9 0 0,33 0 0 0

BTK 0,05 0 0,2 0 0,77 0 0 0 0 0 0

NEB 0 0,29 0 0 0,9 0 0,33 0 0 0 0 0

TEV 0 0,46 0 0 0,82 0,25 0,5 0,25 0 0 0 0,06 0

UMR 0,17 0 0,25 0 0,83 0 0 0 0 0 0 0 0 0,2

YEN 05 0 0,75 | 0,25 1 0 0 0 025 | 0,33 05 0 05 0,6 0

COI gen bolgesinde dizi analizine tabi tutulan toplam 45 6rnegin haplotiplerinin
mutasyon bolgeleri ve niikleotid degisimleri Sekil 4.16’da verilmistir. Dizi analiz
sonuglarina gore, HI haplotipinde herhangi bir niikleotid degisimi gdzlenmemistir. H2
haplotipinde 534. pozisyonda C—T seklinde, H3 haplotipinde 231. pozisyonda T—C ve
414. pozisyonda A—G seklinde, H4 haplotipinde 303. pozisyonda C—T ve 414.
pozisyonda A—G seklinde, HS haplotipinde 414. pozisyonda A—G seklinde, H6
haplotipinde 186. pozisyonda T—C seklinde, H7 haplotipinde 195. pozisyonda T—C
seklinde, H8 haplotipinde 304. pozisyonda C—T seklinde, H9 haplotipinde 138.
pozisyonda C—T ve 414. pozisyonda A—G seklinde, H10 haplotipinde 138. pozisyonda
C—T seklinde, H11 haplotipinde 384. pozisyonda A—G seklinde, H12 haplotipinde 173.
pozisyonda G—A, 218. pozisyonda G—A, 226. pozisyonda G—A ve 414. pozisyonda
A—G seklinde, H13 haplotipinde ise 310. pozisyonda A—T seklinde niikleotid
dontisiimleri tespit edilmistir (Sekil 4.16).
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DUM1 CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATIGT TACAGCTCATGCTTTT
DUM2 CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATIGT TACAGCTCATGCTTTT
BTK3 CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATIGT TACAGCTCATGCTTITT
camMl CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATIGTTACAGCTCATGCTTI T T
cam2 CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATIGTTACAGCTCATGCTT T T
YENL CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATIGT TACAGCTCATGCTTI T T
YEN2 CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT TTATAATACTATIGT TACAGCTCATGCTTTT
KOSs2 CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATTIGTTACAGCTCATGCTTTT
NEB2 CCTGGATCT T TAAT IGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATIGT TACAGCTCATGCTTITT
BIG2 CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATIGTTACAGCTCATGCTT T T
BIG3 CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATIGTTACAGCTCATGCTTI T T
UMR2 CCTGGATCT T TAAT IGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATIGTTACAGCTCATGCTTI T T
ESE2 CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATIGT TACAGCTCATGCTT T T
BALL CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATTIGTTACAGCTCATGCTTTT
DUM3 CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT TTATAATACTATTIGT TACAGCTCATGCTTT T
TEVL CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATIGTTACAGCTCATGCTTTT
AYV3 CCTGGATCT T TAAT IGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATIGT TACAGCTCATGCTTI T T
ORT3 CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATTIGTTACAGCTCATGCTT T T
BOZ2 CCTGGATCT T TAAT IGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATIGTTACAGCTCATGCTTI T T
ESEL1 CCTGGATCT T TAAT IGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATIGTTACAGCTCATGCTTI T T
TEV2 CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT TTATAATACTATTIGTTACAGCTCATGCTTTT
BTK2 CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATIGT TACAGCTCATGCTTIT T
TEV3 CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATIGT TACAGCTCATGCTTT T
camM3 CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATIGTTACAGCTCATGCTTTT
AYV2 CCTGGATCT T TAAT IGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATIGT TACAGCTCATGCTTI T T
KOsS1 CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATIGTTACAGCTCATGCTT T T
KOS3 CCTGGATCT T TAAT IGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATIGTTACAGCTCATGCTTI T T
ORTL CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATIGTTACAGCTCATGCTTTT
ORT2 CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT TTATAATACTATIGT TACAGCTCATGCTTTT
NEB1 CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATIGT TACAGCTCATGCTTIT T
NEB3 CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT TTATAATACTATIGT TACAGCTCATGCTTT T
GYK3 CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATIGTTACAGCTCATGCTTTT
BIGL CCTGGATCT T TAAT IGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATIGT TACAGCTCATGCTTI T T
BOZ3 CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATTIGTTACAGCTCATGCTTT T
UMR3 CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATIGTTACAGCTCATGCTTT T
ESE3 CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATIGTTACAGCTCATGCTTITT
BTK1 CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATIGT TACAGCTCATGCTTTT
AYVL CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATTIGT TACAGCTCATGCTTIT T
GYK1 CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATIGT TACAGCTCATGCTT T T
GYK2 CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATIGTTACAGCTCATGCTTTT
BOZ1 CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATIGT TACAGCTCATGCTT T T
UMRL CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATIGTTACAGCTCATGCTTTT
BRS1 CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATIGT TACAGCTCATGCTTIT T
BRS2 CCTGGATCT T TAAT IGGAGATGATCAAAT T TATAATACTATIGTTACAGCTCATGCTTI T T
BAL2 CCTGGATCT T TAAT TGGAGATGATCAAAT TTATAATACTATIGT TACAGCTCATGCTTTT
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DL ATTATAATT I T T T T TATAGT TATACCAAT TATAATIGGTGGATT TGGTAAT TGACTTIGTA
DM 2 ATTATAATTI T T T T T TATAGT TATACCAAT TATAATITGGTGGAT T TGGTAAT TGACTTGTA
BTK3 ATTATAAT T T T T T T TATAGT TATACCAAT TATAATIGOGTGGAT T TGGTAAT TGACTITGTA
CamMl ATTATAATTI T I T T T TATAGT TATACCAAT TATAATIGGTGGAT T TGGTAATTGACTIGTA
CAM2 ATTATAATT I T T T T TATAGT TATACCAAT TATAATTGGTGGATT TGGTAAT TGACTTGTA
YENL ATTATAATTITTIT T T TATAGT TATACCAATTATAATIGOETGGAT T TGGTAAT TGACTIGTA
YENZ2 ATTATAATTI T T T T T TATAGT TATACCAAT TATAATIGGLGTGGATTI TGGTAATTGACTITGTA
KOS52 ATTATAATTI T T T T T TATAGT TATACCAAT TATAATITGGTGGAT T TGGTAAT TGACTITGTA
NEB2 ATTATAATTTIT T T T TATAGT TATACCAAT TATAATIGGOGTGGATT TGGTAAT TGACT TGTA
BIG2 ATTATAATTITITTI T TITATAGT TATACCAATTATAATITGGTGGAT T TGGTAAT TGACTTGTA
BIG3 ATTATAATTI T T T T T TATAGT TATACCAAT TATAATTGGTGGAT T TGGTAAT TGACTITGTA
UMR2 ATTATAATTI T T T T T TATAGT TATACCAAT TATAATIGGTGGAT T TGGTAAT TGACTIGTA
ESE2 ATTATAATTTIT T T T TATAGT TATACCAAT TATAATTGGTGGAT T TGGTAAT TGACTITGTA
BALL ATTATAATTITIT I T T TATAGT TATACCAAT TATAATITIGGTGGAT T IGGTAAT TGACTTIGTA
Do 3 ATTATAATTI I T T T T TATAGT TATACCAAT TATAATIGGOGTGGAT T TGGTAAT TGACTITGTA
TEWVL ATTATAATTITT T T T TATAGT TATACCAAT TATAATITGGTGGAT T TGGTAAT TGACTITGTA
AYW3 ATTATAATTTIT T T I TATAGT TATACCAAT TATAATIGGOGTGGATT TGGTAAT TGACTIGTA
ORT3 ATTATAATT T T T T T TATAGT TATACCAAT TATAATIGGLTGGATT TGGTAAT TGACTITGTA
BOZ2 ATTATAATTITT T T T TATAGT TATACCAAT TATAATITGGTGGAT T TGGTAAT TGACTITGTA
ESEL ATTATAATTI T I T T T TATAGT TATACCAAT TATAATIGGTGGAT T TGGTAAT TGACTIGTA
TEV2 ATTATAATT I T T T T TATAGT TATACCAAT TATAATIGGLGTGGAT T TGGTAAT TGACTTGTA
BTK2 ATTATAATTITTT T T TATAGT TATACCAAT TATAATIGGTGGAT T TGGTAAT TGACTTIGTA
TEWV3 ATTATAATTITIT T T I TATAGT TATACCAAT TATAATIGGOGTGGATT TGGTAAT TGACTTGTA
CamM3 ATTATAAT T T T T T T TATAGT TATACCAAT TATAATIGGTGGAT T TGGTAATTGACTIGTA
AYW2 ATTATAATTTIT T T T TATAGT TATACCAAT TATAATTGGTGGAT T TGGTAAT TGACTTIGTA
KOsl ATTATAATT T T T T T TATAGT TATACCAAT TATAATIGOHTGGATT TGGTAAT TGACTTGTA
KOS3 ATTATAAT T I T T T T TATAGT TATACCAAT TATAATIGGOTGGAT T TGGTAATTGACTIGTA
ORTL ATTATAATTITITTI T T TATAGT TATACCAATTATAATITIGGTGGAT T TGGTAAT TGACTTIGTA
ORT2 ATTATAATT I T T T T TATAGT TATACCAAT TATAATIGGOGTGGAT T TGGTAAT TGACTTGTA
NEBL ATTATAATTITTI T T T TATAGT TATACCAAT TATAATIGGTGGAT T TGGTAAT TGACTIGTA
NEE3 ATTATAATTITIT T T T TATAGT TATACCAAT TATAATTGGTGGATT TGGTAAT TGACTTGTA
GYK3 ATTATAAT T T T T T I TATAGT TATACCAAT TATAATIGGTGGAT T TGGTAAT TGACTTIGTA
BIGL ATTATAATT I T T T T TATAGT TATACCAAT TATAATIGGTGGATT TGGTAAT TGACTTIGTA
BOZ 3 ATTATAATTI T T T T T TATAGT TATACCAAT TATAATITGGTGGATT TGGTAAT TGACTITGTA
UMR3 ATTATAAT T T T T T T TATAGT TATACCAATTATAATIGOGTGGAT T TGGTAAT TGACTITGTA
ESE3 ATTATAATTI T I T T T TATAGT TATACCAAT TATAATIGGTGGAT T TGGTAATTGACTIGTA
BTKL ATTATAATT I T T T T TATAGT TATACCAAT TATAATTGGTGGATT TGGTAAT TGACTTGTA
AW ATTATAATTITTIT T T TATAGT TATACCAATTATAATIGOETGGAT T TGGTAAT TGACTIGTA
GYEL ATTATAATTITITT T T TATAGT TATACCAATTATAATITGGTGGATT TGGTAATITGACTITIGTA
GYK2 ATTATAATTIITT T T T TATAGT TATACCAAT TATAATITGGTGGAT T TGGTAAT TGACTTGTA
BOF1 ATTATAATTTIT T T T TATAGT TATACCAAT TATAATIGGOGTGGATT TGGTAAT TGACT TGTA
UMRL ATTATAATTITITTI T TITATAGT TATACCAATTATAATITGGTGGAT T TGGTAAT TGACTTGTA
BRS1 ATTATAATTI T T T T T TATAGT TATACCAAT TATAATTGGTGGAT T TGGTAAT TGACTITGTA
BRS2 ATTATAATTI I T T T T TATAGT TATACCAAT TATAATIGGTGGAT T TGGTAATTGACTIGTA
BAL2 ATTATAATTTIT T T T TATAGT TATACCAATTATAATTGGTGGATT TGGTAAT TGACTTGTA
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DML
D 2
BTK3
camMl
CAam2
YEMNL
YENZ
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MNEB2
BIG2
BIG3
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ESEZ2
BAaLl
DM 3
TEWL
ANV
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BOZ2
ESEL
TEW2
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TEWV3
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MNEBL
NEE3
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BIGL
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UMR3
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AVl
Gy R
GYK2
BOZ1
UMRL
BRS1
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BAlL 2

123 180
CCTTTAATAT TAGEGAGCCCCTGATATAGC T T TCCCCCGAATAAATAATATASAGT I T T TGA
CCTTTAATAT TAGEAGCCCCTGATATAGC T T ITCCCCCGAATAAATAATATAAGT T T T TGA
CCTTTAATATTAGGAGCCCCTGATATAGC T T TCCCCCGAATAAATAATATAAGT I T T 1GA
CCTTTAATAT TAGGAGCCCCTGATATAGC T T TCCCCCGAATAAATAATATAAGT T T T TGA
CCT T TAATAT TAGGAGCCCCTGATATAGC TT TCCCCCGAATAAATAATATAAGT T T T TGA
CCTTTAATAT TAGGAGCCCCTGATATAGC TTTCCCCCGAATAAATAATATAAGT T T T TGA
CCTTTAATAT TAGGAGCCCCTGATATAGC T T TCCCCCGAATAAATAATATAAGT T T T TGA
CCTTTAATAT TAGGAGCCCCTGATATAGC T T TCCOCCCGAATAAATAATATAAGT T T T TGA
CCTTTAATAT TAGGAGCCCCTGATATAGC T T ITCCCCCGAATAAATAATATAAGT T T T TGA
CCTTTAATATTAGEAGCCCCTEGATATAGC T TITCCOCCGAATAAATAATATAAGT T T T TGA
CCTTTAATAT TAGEGAGCCCCTGATATAGC T T TCCCCCGAATAAATAATATAAGT I T T 1GA
CCTTTAATAT TAGGAGCCCCTGATATAGC T T TCCCCCGAATAAATAATATAAGT T T T TGA
CCTTTAATAT TAGEAGCCCCTGATATAGC T T TCCCCCGAATAAATAATATAAGT T T T TGA
CCTTTAATAT TAGGAGCCCCTGATATAGC T T TCCCCCGAATAAATAATATAAGT T T T TGA
CCTTTAATAT TAGEAGCCCCTGATATAGC T T TCCCCCGAATAAATAATATAAGT T T T TGA
CCT T TAATAT TAGGAGCCCCTGATATAGC T T TCCCCCGAATAAATAATATAAGT T T T TGA
CCTTTAATAT TAGGAGCCCCTGATATAGC T T TCCCCCGAATAAATAATATAAGT T TT TGA
CCTTTAATAT TAGGAGCCCCTGATATAGC TTITCCCCCGAATAAATAATATAAGT T TT TGA
CCTTTAATAT TAGGAGCCCCTGATATAGC T T TCCOCCGAATAAATAATATAAGT T T T TGA
CCTTTAATATTAGGAGCCCCTGATATAGC T T TCCOCCGAATAAATAATATAAGT T T T TGA
CCTTTAATATTAGEGAGCCCCTGATATAGC T TTCCOCCGAATAAATAATATAAGT TT T TGA
CCTTTAATAT TAGGAGCCCCTGATATAGC T T TCCCCCGAATAAATAATATAAGT T T T TGA
CCTTTAATAT TAGEAGCCCCTGATATAGC T T TCCCCCGAATAAATAATATAAGT T T T TGA
CCTTTAATAT TAGGAGCCCCTGATATAGC T T TCCCCCGAATAAATAATATAAGT I T T TGA
CCTTTAATAT TAGGAGCCCCTGATATAGC T T TCCCCCGAATAAATAATATAAGT I T T TGA
CCTTTAATAT TAGEAGCCCCTGATATAGC T T TCCCCCGAATAAATAATATAAGT T T T TGA
CCT T TAATAT TAGGAGCCCCTGATATAGC T T TCCCCCGAATAAATAATATAAGT T T T TGA
CCTTTAATAT TAGGAGCCCCTGATATAGC T T TCCCCCGAATAAATAATATAAGT T T T TGA
CCTTTAATAT TAGGAGCCCCTGATATAGC TTTCCCCCGAATAAATAATATAAGT T T T TGA
CCTTTAATAT TAGGAGCCCCTGATATAGC TTITCCOCCGAATAAATAATATAAGT T TT TGA
CCTTTAATAT TAGEAGCCCCTGATATAGC T T ITCCCCCGAATAAATAATATAAGT T T T TGA
CCTTTAATAT TAGEGAGCCCCTGATATAGCT T TCCCCCGAATAAATAATATAAGT T T T TGA
CCTTTAATAT TAGEGAGCCCCTGATATAGCT T TCCCCCGAATAAATAATATAAGT T T T T'GA
CCTTTAATATTAGEAGCCCCTGATATAGC T T TCCCCCGAATAAATAATATAAGT T T T TGA
CCTTTAATAT TAGEGAGCCCCTGATATAGC T T TCCCCCGAATAAATAATATAAGT I T T TGA
CCTTTAATAT TAGGAGCCCCTGATATAGC T T TCCCCCGAATAAATAATATAAGT T T T T1GA
CCTTTAATAT TAGEGAGCCCCTGATATAGC T T TCCCCCGAATAAATAATATAAGT T T T TGA
CCTTTAATAT TAGGAGCCCCTGATATAGC T T TCCCCCGAATAAATAATATAAGT T T T TGA
CCTTTAATAT TAGGAGCCCCTGATATAGC T T TCCCCCGAATAAATAATATAAGT T T T TGA
CCTTTAATAT TAGGAGC TCCTGATATAGC T T TCCCCCGAATAAATAATATAAGT T T T TGA
CCTTTAATAT TAGGAGC TCCTGATATAGC T T TCCCCCGAATAAATAATATAAGT I T T 1GA
CCTTTAATATTAGEAGCCCCTGATATAGC T TITCCCCCGAATAAATAATATAAGT I TT TGA
CCTTTAATATTAGEGAGCCCCTGATATAGCT T TCCCCCGAATAAATAATATAAATITT TGA
CCTTTAATAT TAGEGAGCCCCTGATATAGCT T TCCCCCGAATAAATAATATAAATITT T'GA
CCTTTAATAT TAGEGAGCCCCTGATATAGC T T TCCCCCGAATAAATAATATAAGT T T T TGA

U U Uy R R ¥ U Ve U fr fr Tr Ve 0 ¥ W ¥ U Py r o O U U o o U U O o o U U O O U N N R U O U U S R Sy fr O U o U ¥ R R

181 240
TTACTICCCCCTICT I TAACTIT TACT TAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAATGGAGE AGIGA
TTACTICCCCCTICTITAACT I TACTTAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAATGLAGE AGGA
TTACTICCCCCTICT I TAACT I TACTTAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAATGGAGE AGGA
TTACTICCCCCTICT T TAACTITI TACTTAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAATGEAGE AGIGA
TTACTICCCCCTICT I TAACT I TACTTAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAATGGAGE AGGA
TTACTICCCCCTICT I TAACT I TACTTAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAATGGAGE AGGA
TTACTICCCCCTICT I TAACTITI TACTTAT T TCAAGAAGAAT TG TAGAAAMATGGAGE AGIGA
TTACTICCCCCTICTTITAACT I TACTTAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAATGGAGE AGGA
TTACTICCCCCTTICT I TAACT T TACTTAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAATGGAGE AGGA
TTACTICCCCCTICT I TAACT I TACTTAT T TCAAGAAGAAT TG TAGAAAATGGAGE AGIGA
TTACTICCCCCTTICTTITAACTIT TACT TAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAATGGAGE AGGA
TTACTICCCCCTTICT I TAACT T TACTTAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAATGLGAGE AGGA
TTACTICCCCCTICT I TAACTIT TACTTAT T TCAAGAAGAAT TG TAGAAAATGGAGE AGIGA
TTACTICCCCCTTICTTITAACTIT TACT TAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAATGGAGE AGGA
TTACTICCCCCTTICT I TAACT T TACTTAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAATGGAGE AGGA
TTACTICCCCCTICT I TAACTIT TACTTAT T TCAAGAAGAAT TG TAGAASASM GGAGE AGGA
TTACTICCCCCTTICTTITAACTIT TACT TAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAMNT GLGAGE AGGA
TTACTICCCCCTICT I TAACT T TACTTAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAAT GLGAGE AGGA
TTACTICCCCCTICT I TAACTI TACTTAT T TCAAGAAGAAT TG TAGAASMM GGAGE AGGA
TTACTITCCCCCTTICT T TAACTIT TACT TAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAMMN GLAGE AGGA
TTACTICCCCCTICT I TAACT I TACTTAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAATGGAGE AGGA
TTACTICCCCCTICT I TAACTI TACTTAT T TCAAGAAGAAT TG TAGAAAATGGAGE AGGA
TTACTICCCCCTTICT T TAACTIT TACTTAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAATGGAGE AGGA
TTACTICCCCCTTICT I TAACT I TACTTAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAATGGAGE AGGA
TTACTICCCCCTICT I TAACT I TACT TAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAATGGAGE AGGA
TTACTICCCCCTTICTTITAACTIT TACT TAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAAT GLAGE AGGA
TTACTICCCCCTTICT I TAACT I TACTTAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAMAATGGAGE AGGA
TTACTICCCCCTTICT I TAACT T TACTTAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAATGGAGE AGGA
TTACTICCCCCTTICTTITAACTIT TACT TAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAAT GGAGE AGGA
TTACTICCCCCTICT I TAACT I TACTTAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAATGGAGE AGGA
TTACTICCCCCTICT I TAACT T TACTTAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAATGGAGE AGGA
TTACTTICCCCCTTICTTITAACTIT TACT TAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAATGGAGE AGGA
TTACTICCCCCTTICT I TAACT T TACTTAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAATGGAGE AGGA
TTACTICCCCCTICT I TAACT T TACTTAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAATGGAGE AGGA
TTACTICCCCCTTICTTITAACTIT TACT TAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAATGGAGE AGGA
TTACTICCCCCTTICT I TAACT T TACTTAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAATGGAGE AGGA
TTACTCCCCCCTICT I TAACT T TACTTAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAATGGAGE AGGA
TTACTICCCCCTTICCTTAACTIT TACT TAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAATGGAGE AGGA
TTACTICCCCCTTICT I TAACT T TACTTAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAATGGAGE AGGA
TTACTICCCCCTICT I TAACT I TACTTAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAATGGAGE AGGA
TTACTICCCCCTTICT T TAACTIT TACT TAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAMATGGAGE AGGA
TTACTICCCCCTICT I TAACT I TACTTAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAATGGAGE AGGA
TTACTICCCCCTICT I TAACT T TACTTAT T TCAAGAAAAATTGTAAAAMAATGGAGE AGGA
TTACTITCCCCCTTCT T TAACTIT TACTTAT T TCAAGAAAAAT TGTAAAAMAT GEAGE AGGA
TTACTICCCCCTICT I TAACT I TACTTAT T TCAAGAAGAAT TGTAGAAAATGGAGE AGGA
e
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2471 300
ACAGGATGAACAGT T TACCCCCCACTTTCATCTAATAT TGCACATGGAGGAAGATC AGTA
ACAGGATGAACAGT TTACCCCCCACTTTICATCTAATAT TaCACATGGAGGAAGATCAGTA
ACAGGATGAACAGT TTACCCCCCACTTICATCTAATAT TGCACATGEAGGAAGATCAGTA
ACAGGATGAACAGT TTACCCCCCACTTTCATCTAATAT TGCACATGGAGGAAGATCAGTA
ACAGGATGAACAGT TTACCOCCCCACTTTCATCTAATAT TGCACATGGAGGAAGATCAGTA
ACAGGATGAACAGT T TACCCCCCACTTTCATC TAATAT TGCACATGGAGGAAGATC AGTA
ACAGGATGAACAGT T TACCCCCCACTTTCATCTAATAT TGCACATGGAGGAAGATC AGTA
ACAGGATGAACAGT TTACCCCCCACTTICATCTAATAT TaCACATGEAGGAAGATCAGTA
ACAGGATGAACAGT TTACCCCCCACTTTCATCTAATAT TGCACATGGAGGAAGATCAGTA
ACAGGATGAACAGT TTACCOCCCCACTTTCATCTAATAT TGCACATGLAGLAAGATCAGTA
ACAGGATGAACAGT T TACCCCCCACT T TCATCTAATAT TGCACATGGAGGAAGATC AGTA
ACAGGATGAACAGT T TACCCCCCACT T TCATCTAATAT TGCACATGGAGGAAGATC AGTA
ACAGGATGAACAGT TTACCCCCCACTTICATCTAATAT TEGCACATGGAGGAAGATCAGTA
ACAGGATGAACAGT TTACCCCCCACTTTCATCTAATAT TGCACATGGAGGAAGATCAGTA
ACAGGATGAACAGT TTACCOCCCCACTTTCATCTAATAT TGCACATGLAGLGAAGATC AGTA
ACAGGATGAACAGT T TACCCCCCACT T TCATCTAATAT TGCACATGGAGGAAGATC AGTA
ACAGGATGAACAGT T TACCCCCCACTTTCATCTAATAT TGCACATGGAGGAAGATC AGTA
ACAGGATGAACAGT TTACCCCCCACTTTICATCTAATAT TGCACATGGAGGAAGATCAGTA
ACAGGATGAACAGT TTACCCCCCACTTICATCTAATAT TGCACATGGAGGAAGATCAGTA
ACAGGATGAACAGT TTACCOCCCCACTTTCATCTAATAT TGCACATGGAGGAAGATC AGTA
ACAGGATGAACAGT T TACCCCCCACTTTCATCTAATAT TGCACATGGAGGAAGATC AGTA
ACAGGATGAACAGT T TACCCCCCACTTTCATCTAATAT TGCACATGGAGGAAGATC AGTA
ACAGGATGAACAGT TTACCCCCCACTTICATCTAATAT TGCACATGEAGGAAGATCAGTA
ACAGGATGAACAGT TTACCCCCCACTTTICATCTAATAT TGCACATGGAGGAAGATCAGTA
ACAGGATGAACAGT TTACCOCCCCACTTTCATCTAATAT TGCACATGGAGGAAGATC AGTA
ACAGGATGAACAGT TTACCCCCCACTTTCATCTAATAT TGCACATGGAGGAAGATC AGTA
ACAGGATGAACAGT T TACCCCCCACT T TCATCTAATAT TGCACATGGAGGAAGATC AGTA
ACAGGATGAACAGT TTACCCCCCACTTICATCTAATAT TGCACATGEAGGAAGATCAGTA
ACAGGATGAACAGT TTACCCCCCACTTTCATCTAATAT TGCACATGGAGGAAGATCAGTA
ACAGGATGAACAGT TTACCOCCCCACTTTCATCTAATAT TGCACATGLAGGAAGATC AGTA
ACAGGATGAACAGT T TACCCCCCACT T TCATCTAATAT TGCACATGGAGGAAGATC AGTA
ACAGGATGAACAGT T TACCCCCCACT T TCATCTAATAT TGCACATGGAGGAAGATC AGTA
ACAGGATGAACAGT TTACCCCCCACTTTICATCTAATAT TaCACATGGAGGAAGATCAGTA
ACAGGATGAACAGT TTACCOCCCCACTTTCATCTAATAT TGCACATGGAGLAAGATCAGTA
ACAGGATGAACAGT TTACCOCCCCACTTTCATCTAATAT TGCACATGGAGGAAGATC AGTA
ACAGGATGAACAGT T TACCCCCCACT T TCATCTAATAT TGCACATGGAGGAAGATC AGTA
ACAGGATGAACAGT T TACCCCCCACTTTCATCTAATAT TGCACATGGAGGAAGATC AGTA
ACAGGATGAACAGT TTACCCCCCACTTTCATCTAATAT TaCACATGGAGGAAGATCAGTA
ACAGGATGAACAGT TTACCCCCCACTTTCATCTAATAT TGCACATGGAGGAAGATCAGTA
ACAGGATGAACAGT TTACCOCCCCACTTTCATCTAATAT TGCACATGGAGLAAGATCAGTA
ACAGGATGAACAGT TTACCOCCCCACTTTCATCTAATAT TGCACATGGAGGAAGATC AGTA
ACAGGATGAACAGT TTACCCCCCACTTTCATCTAATAT TGCACATGGAGGAAGATC AGTA
ACAGGATGAACAGT T TACCCCCCACTTICATCTAATAT TGCACATGEAGGAAGATCAGTA
ACAGGATGAACAGT TTACCCCCCACTTTICATCTAATAT TGCACATGGAGGAAGATCAGTA
ACAGGATGAACAGT TTACCOCCCCACTTTCATCTAATAT TGCACATGGAGGAAGATCAGTA
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301 360
GACCTAGCTATTITITICT T TACATIT TAGCTGGAATCTCATCTATIT TAGGAGCAAT TAAT
GACCTAGCTATTITITICT T TACAT I TAGCTGGAATCTCATCTATIT TAGGAGCAAT TAAT
GACCTAGCTATTITITICTTITACATTI TAGCTGGAATCTCATCTATIT T TAGGAGCAAT TAAT
GACCTAGCTATTITITICTTITACATTI TAGCTGGAATCTCATCTATI T TAGGAGCAATTAAT
GACCTAGCTATTITITICT T TACATTI TAGCTGGAATCTCATCTATI T TAGGAGCAAT TAAT
GACCTAGCTATTITITICTITACATTI TAGCTGGAATCTCATCTATI T TAGGAGCAAT TAAT
GACCTAGCTATTITITICTTITACATITI TAGCTGGAATCTCATCTATI T TAGGAGCAAT TAAT
GACCTAGCTATTITITICT I TACATTI TAGCTGGAATCTCATCTATI T TAGGAGCAATTAAT
GACCTAGCTATTITITTICT T TACATIT TAGCTGGAATCTCATCTATIT TAGGAGCAAT TAAT
GACCTAGCTATTITITICT T TACAT I TAGCTGGAATCTCATCTATIT TAGGAGCAAT TAAT
GACCTAGCTATTITITICTTITACATTI TAGCTGGAATCTCATCTATIT T TAGGAGCAAT TAAT
GACCTAGCTATTITITICTTITACATITI TAGCTGGAATCTCATCTATI T TAGGAGCAATTAAT
GACCTAGCTATTITITICT T TACATIT TAGCTGGAATCTCATCTATI T TAGGAGCAAT TAAT
GACCTAGCTATTITITICTTITACATTI TAGCTGGAATCTCATCTATI T TAGGAGCAAT TAAT
GACCTAGCTATTITITICTTITACATT TAGCTGGAATCTCATCTATIT T TAGGAGCAAT TAAT
GACCTAGCTATTITITICT I TACATTI TAGCTGGAATCTCATCTATI T TAGGAGCAATTAAT
GACCTAGCTATTITITICT T TACATIT TAGCTGGAATCTCATCTATIT TAGGAGCAAT TAAT
GACCTAGCTATTITITICT T TACAT I TAGCTGGAATCTCATCTATIT TAGGAGCAAT TAAT
GACCTAGCTATTITITICTTITACATTI TAGCTGGAATCTCATCTATIT T TAGGAGCAAT TAAT
GACCTAGCTATTITITICTTITACATTI TAGCTGGAATCTCATCTATI T TAGGAGCAATTAAT
GATCTAGCTATTITITICT T TACATTI TAGCTGGAATCTCATCTATI T TAGGAGCAAT TAAT
GATCTAGCTATTITITICTITACATTI TAGCTGGAATCTCATCTATIT TAGGAGCAAT TAAT
GACCTAGCTATTITITICTTITACATITI TAGCTGGAATCTCATCTATI T TAGGAGCAAT TAAT
GACCTAGCTATTITITICT I TACATTI TAGCTGGAATCTCATCTATI T TAGGAGCAAT TAAT
GACCTAGCTATTITITICT T TACATITI TAGCTGGAATCTCATCTATIT TAGGAGCAAT TAAT
GACCTAGCTATTITITICT T TACAT I TAGCTGGAATCTCATCTATIT TAGGAGCAAT TAAT
GACCTAGCTATTITITICTTITACATTI TAGCTGGAATCTCATCTATIT T TAGGAGCAAT TAAT
GACCTAGCTATTITITICTTITACATTI TAGCTGGAATCTCATCTATI T TAGGAGCAATTAAT
GACCTAGCTATTITITICT T TACATIT TAGCTGGAATCTCATCTATI T TAGGAGCAAT TAAT
GACCTAGCTATTITITICTTITACATTI TAGCTGGAATCTCATCTATI T TAGGAGCAAT TAAT
GACCTAGCTATTITITICTTITACATT TAGCTGGAATCTCATCTATIT T TAGGAGCAAT TAAT
GACCTAGCTATTITITICT I TACATTI TAGCTGGAATCTCATCTATI T TAGGAGCAAT TAAT
GACCTAGCTATTITITICT T TACATIT TAGCTGGAATCTCATCTATIT TAGGAGCAAT TAAT
GACCTAGCTATTITITICT T TACAT I TAGCTGGAATCTCATCTATIT TAGGAGCAAT TAAT
GACCTAGCTATTITITICTTITACATTI TAGCTGGAATCTCATCTATIT T TAGGAGCAAT TAAT
GACCTAGCTATTITITICTTITACATTI TAGCTGGAATCTCATCTATI T TAGGAGCAATTAAT
GACCTAGCTATTITITICT I TACATTI TAGCTGGAATCTCATCTATI T TAGGAGCAAT TAAT
GATCTAGCTATTITITICTITACATTI TAGCTGGAATCTCATCTATI T TAGGAGCAAT TAAT
GACTTAGCTATTITITICTTITACATI TAGCTGGAATCTCATCTATI T TAGGAGCAAT TAAT
GACCTAGCTATTITITICT I TACATTI TAGCTGGAATCTCATCTATI T TAGGAGCAATTAAT
GACCTAGCTATTITITICT T TACATITI TAGCTGGAATCTCATCTATIT TAGGAGCAAT TAAT
GACCTAGCTATTITITICT T TACAT I TAGCTGGAATCTCATCTATIT TAGGAGCAAT TAAT
GACCTAGCTATTITITICTTITACATTI TAGCTGGAATCTCATCTATIT T TAGGAGCAAT TAAT
GACCTAGCTATTITITICTTITACATITI TAGCTGGAATCTCATCTATI T TAGGAGCAATTAAT

GACCTAGCTTTTI T T T ICT T TACATT TAGCTGGAATCTCATCTAT I T TAGGAGCAATTAAT
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DuM1l
DUM2
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361 420
TTTATTACTACTATTAT TAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTTTGATCAAATACCATITA
TTTATTACTACTATTATTAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTITTGATCAAATACCATTA
TTTATTACTACTATTAT TAATATAAAATTAAATAGCTTATCTTITTGATCAAATACCATTA
TTTATTACTACTAT TAT TAATATAAAAT TAAATAGCTTATCT T TTGATCAAATACCATTA
TTTATTACTACTATTAT TAATATAAAAT TAAATAGC TTATCTTITTGATCAAATACCATITA
TTTATTACTACTATTAT TAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTITTGATCAAATACCATTA
TTTATTACTACTATTATTAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTITTGATCAAATACCATTA
TTTATTACTACTATTAT TAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTITTGATCAAATACCATITA
TT TATTACTACTAT TAT TAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTTTGATCAAATACCATITA
TTTATTACTACTATTAT TAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTITITGATCAAATACCATTA
TTTATTACTACTATTATTAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTITTGATCAAATACCATTA
TTTATTACTACTATTAT TAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTITTGATCAAATACCATTA
TTTATTACTACTAT TAT TAATATAAAAT TAAATAGC TTATCTTITTGATCAAATACCATTA
TTTATTACTACTAT TAT TAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTITTGATCAAATACCATITA
TTTATTACTACTATTAT TAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTITTGATCAAATACCATTA
TTTATTACTACTATTATTAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTITTGATCAAATGCCATTA
TTTATTACTACTATTAT TAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTITTGATCAAATGCCATTA
TTTATTACTACTATTAT TAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTITTGATCAAATGCCATTA
TTTATTACTACTATTAT TAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTITTGATCAAATGCCATTA
TTTATTACTACTATTATTAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTTTGATCAAATGCCATTA
TTTATTACTACTATTAT TAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTITTGATCAAATGCCATTA
TTTATTACTACTAT TAT TAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTI T TGATCAAATGCCATTA
TTTATTACTACTATTAT TAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTITTIGATCAAATGCCATTA
TTTATTACTACTATTAT TAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTTTGATCAAATGCCATTA
TTTATTACTACTATTATTAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTTTGATCAAATGCCATTA
TTTATTACTACTATTAT TAATATAAAATTAAATAGCTTATCTTITTGATCAAATGCCATTA
TTTATTACTACTAT TAT TAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTITTGATCAAATGCCATTA
TTTATTACTACTATTAT TAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTTTGATCAAATGCCATTA
TTTATTACTACTATTAT TAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTITTGATCAAATGCCATTA
TTTATTACTACTATTAT TAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTITTGATCAAATGCCATTA
TTTATTACTACTAT TAT TAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTITTGATCAAATGCCATTA
TTTATTACTACTATTAT TAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTTTGATCAAATGCCATTA
TTTATTACTACTATTAT TAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTTTGATCAAATGCCATTA
TTTATTACTACTATTAT TAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTITTIGATCAAATGCCATTA
TTTATTACTACTATTAT TAATATAAAATTAAATAGCTTATCTTITTGATCAAATGCCATTA
TTTATTACTACTAT TAT TAATATAAAAT TAAATAGCTTATCT T TTGATCAAATGCCATTA
TTTATTACTACTATTAT TAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTITTGATCAAATACCATTA
TTTATTACTACTATTATTAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTITTGATCAAATGCCATTA
TTTATTACTACTATTATTAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTITTGATCAAATACCATTA
TTTATTACTACTAT TAT TAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTITTGATCAAATGCCATTA
TTTATTACTACTATTAT TAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTTTGATCAAATACCATTA
TTTATTACTACTATTAT TAATATGAAAT TAAATAGCTTATCTTITTGATCAAATACCATTA
TTTATTACTACTATTATTAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTITTGATCAAATGCCATTA
TTTATTACTACTATTAT TAATATAAAAT TAAATAGCTTATCTTTTGATCAAATGCCATTA

TTTATTACTACTAT TAT TAATATAAAAT TAAATAGC TTATCT T T TGATCAAATACCATTA
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TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTIGAGCTGTAGGAATTACTGCAT T TTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTITAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTITATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTITAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTITAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATT T T TATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTITAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTITAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCAT T TTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTITAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTITAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTATTTGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
TTTAT T TGAGCTGTAGGAATTACTGCATTTTTATTATTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
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Sekil 4.16.’nin devami
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DumML GGTGCTATTACTATACTIT TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITITITGACCC
DM 2 GGTGCTATTACTATACTIT TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITITITGACCC
BTK3 GGTGCTATTACTATACTIT TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITIT T NGACCC
CAML GETGCTATTACTATACT T T TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITTTITTGACCC
cAMZ GGTGCTATTACTATACTIT TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITITTIIGACCC
YEMNL GGTGCTATTACTATACTIT TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITITTITIGACCC
YEMNZ GGTGCTATTACTATACTIT TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITITITGACCC
KO52 GGTGCTATTACTATACTIT TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITITTITGACCC
NEB 2 GGTGCTATTACTATACT I T TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTTITIT T IGACCC
BIGZ GGTGCTATTACTATACTIT TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITIT T IGACCC
BIG3 GGTGCTATTACTATACTT T TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTTITTITTGACCC
UMRZ2 GGTGCTATTACTATACT I T TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITITITGACCC
ESEZ2 GGTGCTATTACTATACTIT TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITITITGACCC
BALl GGTGCTATTACTATACT I T TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITITTIIGACCC
DM 3 GGTGCTATTACTATACTIT TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITITITGATCC
TEVL GGTGCTATTACTATACTIT TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITIT T TGACCC
ANV GETGCTATTACTATACT T T TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTTITTTITTGACCC
ORT3 GGTGCTATTACTATACTIT TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITITTITIGACCC
BOZ2 GGTGCTATTACTATACTIT TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITIT I IGACCC
ESEL GGTGCTATTACTATACT I T TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITITITGACCC
TEVZ GGTGCTATTACTATACT I T TAACAGATCGAAANCCTTAATACATCTITITTITGACCC
BTKZ GGTGCTATTACTATACTIT TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITIT T IGACCC
TEV3 GGTGCTATTACTATACTIT TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITIT T TGACCC
CAM3I GETGCTATTACTATACTT T TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITTTITTGACCC
A2 GGTGCTATTACTATACTIT TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITITTI IGACCC
KOsl GGTGCTATTACTATACTIT TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITITITGACCC
KOS3 GGTGCTATTACTATACTIT TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITIT I TGACCC
ORTL GGTGCTATTACTATACT I T TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITITITGACCC
ORT2Z GGTGCTATTACTATACTIT TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTTITIT T IGACCC
NEB1 GETGCTATTACTATACT T T TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTTITTTITTGACCC
NEE3 GGTGCTATTACTATACTIT TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITITITGACCC
GYK3 GGTGCTATTACTATACTIT TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITITT IGACCC
BIGL GGTGCTATTACTATACTIT TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITITTIGACCC
BOZ3 GGTGCTATTACTATACTIT TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITITITGACCC
uMR 3 GGTGCTATTACTATACT I T TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITIT T TGACCC
ESEZ GGTGCTATTACTATACT I T TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITIT I TGACCC
BTKL GETGCTATTACTATACT T T TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITTTITTGACCC
ANV GGTGCTATTACTATACTIT TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITITTITIGACCC
GYKL GGTGCTATTACTATACTIT TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITIT I TGACCC
GYK2 GGTGCTATTACTATACTIT TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITIT I TGACCC
BOZ1 GGTGCTATTACTATACTIT TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITITIIGACCC
UMR1 GGTGCTATTACTATACTIT TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITIT T IGACCC
BRS1 GGTGCTATTACTATACTIT TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITIT T TGACCC
BRS2 GETGCTATTACTATACT T T TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITTITTGACCC
BALZ GGTGCTATTACTATACTIT TAACAGATCGAAACCTTAATACATCTITITTITGACCC
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Sekil 4.16.’nin devami

Calismada haplotip gesitliligi (h) ortalama %0,804+0,040 ve niikleotid ¢esitliligi (x)
1se %0,27040,037 olarak hesaplanmistir. Haplotip cesitliliginin %1,000+0,500 ile 0,000
arasinda yer aldif1 belirlenmistir. En yiiksek haplotip cesitliligi Ivrindi (Balikesir)
popiilasyonunda (h=1,000+0,500) goriilmiistiir. Bu degeri Tevfikiye, Batakovasi, Ayvacik,
Geyikli, Bozcaada, Umurbey ve Eselek popiilasyonlar takip etmistir (h=1,000+0,272). En
diisiik haplotip ¢esitliliginin ise Yenioba (h=0,000) popiilasyonunda oldugu saptanmustir.
Diger taraftan, niikleotid cesitliliginin %0,373+0,131 ile 0,000 arasinda bir degerde
bulundugu tespit edilmistir. En yiiksek niikleotid cesitliligi Batakovasi, Ayvacik, Geyikli
ve Bozcaada popiilasyonlarinda (7=0,373+0,131) goriilmiistiir. Ikinci yiiksek degere sahip
popiilasyonlar ise Tevfikiye, Umurbey ve Eselek popiilasyonlarinda tespit edilmistir
(7=0,249+0,083). En diisiik niikleotid ¢esitliligi ise Bursa ve Yenioba (7=0,000)
popiilasyonlarinda belirlenmistir (Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10. Test edilen yesil kurt popiilasyonlariin genetik varyasyonlari

Col
Popiilasyon Lokasyon N —
S Ny Of\lgh““ h T (%)
Canakkale Diimrek 3 1 2 1 0,667+0,314 | 0,124+0,059
Tevfikiye 3 2 3 - 1,000+0,272 | 0,249+0,083
Batakovasi 3 3 3 1 1,000+0,272 | 0,373+0,131
Camoba 3 1 2 - 0,667+0,314 | 0,124+0,059
Yenioba 2 0 1 - 0,000+0,000 | 0,000+0,000
Ayvacik 3 3 1 1,000+0,272 | 0,373+0,131
Kosedere 3 1 2 - 0,667+0,314 | 0,124+0,059
Ortiiliice 3 1 2 - 0,667+0,314 | 0,124+0,059
Nebiler 3 1 2 - 0,667+0,314 | 0,124+0,059
Geyikli 3 3 3 2 1,000+0,272 | 0,373+0,131
Bigali 3 1 2 - 0,667+0,314 | 0,124+0,059
Bozcaada 3 3 1 1 1,000+0,272 | 0,373+0,131
Umurbey 3 2 3 1 1,000+0,272 | 0,249+0,083
Eselek 3 2 3 - 1,000+0,272 | 0,249+0,083
Bursa Orhaneli 2 0 1 1 0,000+0,000 | 0,000+0,000
Balikesir Ivrindi 2 1 2 1 1,000+0,500 | 0,187+0,093
Ortalama - 45 13 13 9 0,804-+0,040 | 0,270+0,037

N: her bir popiilasyonun dizi sayist; S: ayrilmis bolgelerin sayisi; Ny: haplotip sayisi; h: haplotip gesitliligi, 7: niikleotid cesitliligi

Cizelge 4.10’da belirtildigi gibi toplamda 45 6rnekten elde edilen dizi analizlerine
gore, H. armigera popiilasyonlar1 arasinda 13 haplotip ve 13 mutasyon belirlenmistir.
Tevfikiye, Batakovasi, Geyikli, Umurbey ve Eselek popiilasyonlarinda 3 haplotip;
Diimrek, Camoba, Késedere, Ortiiliice, Nebiler, Bigali ve Balikesir popiilasyonlarinda 2
haplotip; Yenioba, Ayvacik, Bozcaada ve Bursa popiilasyonlarinda 1 haplotip
belirlenmistir. Ayrica, bu popiilasyonlarda 9 6zel haplotip de tespit edilmistir. Haplotipler
arasinda en fazla 6zgilin haplotip sayisina sahip olan popiilasyonun Geyikli popiilasyonu
oldugu belirlenmistir. Diimrek, Batakovasi, Ayvacik, Bozcaada, Umurbey, Bursa ve
Balikesir popiilasyonlarinda 1 6zgiin haplotip saptanmistir. Tevfikiye, Camoba, Yenioba,

Kosedere, Ortiiliice, Nebiler, Bigali ve Eselek popiilasyonlarinda 6zgiin haplotipe

rastlanilmamastir.

Analizi yapilan toplam 45 adet H. armigera ornegi icin sematize edilen Median-
Joining Network haplotip agina gore, H1 ve H5 haplotipinin merkezi bir haplotip oldugu
gorilmiistiir. H5 haplotipinde toplamda 11 lokasyon (Tevfikiye, Camoba, Ayvacik,
Koésedere, Ortiiliice, Nebiler, Geyikli, Bigali, Bozcaada, Umurbey ve Eselek) bulunurken,
H1 haplotipinde ise 10 lokasyon (Diimrek, Batakovasi, Camoba, Yenioba, Kosedere,
Nebiler, Bigali, Umurbey, Eselek ve Balikesir) belirlenmistir. H1 ve H5 haplotipi toplam
ornegin yaklasik % 63’iinii (28/45) olusturmustur. Haplotip H3, 5 lokasyondan (Tevfikiye,
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Ayvacik, Ortiiliice, Bozcaada ve Eselek), haplotip H4 ise Tevfikiye ve Batakovasi olmak
tizere toplamda 2 lokasyondan meydana gelmistir. Haplotip H3’iin toplamdaki 6rnek
sayisiin yaklasik olarak % 12’sini olusturdugu tespit edilmistir. Kalan 9 haplotipin (H2,
H6, H7, H8, H9, H10, H1l, H12 ve H13) ise tek lokasyondan meydana geldigi
gorilmiistiir (Sekil 4.17).

)

Durmrek
Tevfikiye
Batakovasi
Carmoba
Yenioba
Ayvacik
kosedere
Ortuluce
Mebiler
Geyikli
Bigali
Bozcaada
Umurbey
Ezelek
Buirsa

0000000 000000000

Balikesir

H3

Sekil 4.17. Yesil kurt COI haplotiplerinin ag modeli (Median-Joining Network)

Calismada, uyumsuzluk (Mismatch) dagilim analizi, unimodal (tek tepeli) bir
dagilim gostermistir (Sekil 4.18). Bu dagilim modeline gore, yesil kurt popiilasyonlarinin
yakin ge¢miste demografik genisleme yasadigi veya go¢ olay: etkisi altinda kalmadan ani
popiilasyon genislemesi yasadigini géstermektedir. Bununla birlikte, notralite testlerinden
Tajima’s D degeri -1.56598 bulunmus olup, bu degerin istatistiksel olarak 6nemli olmadigi
belirlenmistir (P>0,10). Diger bir ndtralite testi olan Fu’s Fs degeri -7.423 olarak

hesaplanmis ve istatistiksel olarak 6nemli oldugu tespit edilmistir (P<0,001).
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Sekil 4.18. Yesil kurt bireylerinin uyumsuzluk (Mismatch) dagilim analizi

Genetik uzakliklarin gorsel olarak belirtilmesi amaciyla, K2 parametresi kullanilarak
komsu birlestirme metodu (Neighbour Joining Method)’'na gore, 2 bireyin Bursa
poplilasyonu ve 8 bireyin Canakkale ve Balikesir popiilasyonu olarak ayri bir ag tizerinde
konumlandigi, test edilen popiilasyondaki diger 35 bireyin ise % 96 oraninda baglanan bir

ag ile ayrildig tespit edilmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Yesil kurt bireyleri arasindaki COI genine dayal1 filogenetik iliski (536 bp; NJ

modeli)
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Popiilasyonlar arasi filogenetik agactan elde edilen UPGMA dendogrami Sekil
4.20°de verilmistir. Calismada, Spodoptera frugiperda (GU439148) dis grup olarak
kullanilmistir. Dendograma gore, birinci grupta 12 popiilasyonun bulundugu, ikinci grupta
ise yalnizca Bursa popiilasyonunun yer aldigi iki ana major kiime olusmustur. Birinci grup
kendi arasinda A ve B olarak iki alt kiimeye ayrilmistir. A kiimesinde H1, H2, H6, HS, H9,
H10, H11 ve H13 haplotiplerinin yer aldigi toplam 8 haplotip bulunmus olup, yine bu
kiimede Diimrek, Batakovasi, Camoba, Yenioba, Kosedere, Nebiler, Bigali, Umurbey,
Eselek, Geyikli, Bozcaada ve Balikesir popiilasyonlarinin yer aldigi goriilmistiir. B
kiimesinde ise Tevfikiye, Ayvacik, Ortiiliice, Bozcaada, Eselek, Camoba, Kosedere,
Nebiler, Geyikli, Bigali Umurbey, Eselek ve Batakovasi popiilasyonlarinin bulundugu 4
haplotip (H3, H4, HS ve H7) belirlenmistir. Dis grup dendogramda ayr1 bir dal iizerinde
konumlanmistir. Dendogram sonucuna gore, Canakkale ve Balikesir popiilasyonlarinin
yakin genetik ¢esitlilige sahip oldugu, Bursa popiilasyonunun ise Canakkale ve Balikesir

popiilasyonundan farkli ve uzak oldugu belirlenmistir.
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Spodoptera fugiperda (GU439148.1) ] outgroup

Sekil 4.20. Test edilen 45 yesil kurt bireyinin UPGMA dendogrami
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Elde edilen haplotiplerin mutasyon sayisinin, H12 haplotipinde 4 mutasyon, H7
haplotipinde 3 mutasyon, H3, H4 ve H9 haplotipinde 2 mutasyon, H2, H5, H6, H8, H10,
H11lve H13 haplotipinde ise 1 mutasyon oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. Yesil kurt popiilasyonlarinda COI bolgesinde tespit edilen haplotiplerin
mutasyon bolgeleri ve niikleotid degisimleri (536 bp) (M: mutasyon sayist)
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Calismanin amaci, yesil kurdun domates iizerinde beslenebilen laboratuvar
kolonisinin  olusturulmasi, laboratuvar adaptasyonunun saglanmasi ve biyolojik
ozelliklerinin belirlenmesi, y1l boyunca konukc¢usuna bagli kalmadan yapay diyet lizerinde
beslenebilen yesil kurdun biyolojik 6zelliklerinin arastirilmasi, domates ve yapay diyette
beslenen yesil kurdun toplam protein miktarlarinin yapilmas: ve Canakkale ve
cevresindeki domates liretim alanlarindan elde edilen yesil kurt popiilasyonlarinin genetik
cesitliliginin tespit edilmesidir.

Calismanin I. asamasinda, yesil kurdun domates iizerinde beslenme fizyolojisi
aragtirtlmistir. Yapilan ¢alismada, yesil kurdun domatese birakilan yumurta eni 0,50+0,03
mm, boyu 0,61+0,03 mm ve agirhigi ise 0,0001 g olarak tespit edilmistir. Ongdren ve ark.
(1977) vyaptiklar1 calismada yesil kurdun yumurta enini ortalama 0,49+0,2 mm
bulmuslardir. Baska bir ¢aligmada ise yumurta eninin 0,51+£0,03 mm oldugu bildirilmistir
(Rabari ve ark., 2017). Calisma sonucunda elde edilen verilerin onceki ¢alismalarda elde
edilen veriler ile uyum gosterdigi belirlenmistir.

Calismada 24+1°C’de, %65 oransal nemde ve 16:8 fotoperiyotta yumurtalarin agilma
orani %85,83+7,05 ve inkiibasyon siiresinin 2,64+0,54 giin belirlenmistir. Patel ve ark.
(2011) yumurtalarin agilma oranmnin %66 ile 96 arasinda bir degerde oldugunu ve
inkiibasyon siiresinin ise 3,72+0,79 giin olarak ifade etmislerdir. Mironidis ve Savopoulou-

Soultani (2008) yumurtalarin inkiibasyon siiresini 25°C’de 3,31+0,02 giin, 20°C’de
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5,1240,02 giin ve 15°C’de ise 13,57+0,09 giin gozlemlemislerdir. Calismada inkiibasyon
stiresi ile sicaklik arasinda dogru orant1 oldugu goriilmiistiir.

Larvalarin kafa kapsiiliine yonelik gergeklestirilen caligmada kafa kapsiilii capi
sirastyla ortalama I. larva doneminde 0,2540,05 mm, II. larva déneminde 0,42+0,02 mm,
III. larva doneminde 1,00+0,12 mm, IV. larva doneminde 1,48+0,13 mm, V. larva
doneminde 1,85+0,10 mm ve VI. larva doneminde ise 3,06+0,40 mm Olgiilmiis ve
toplamda 6 larva donemi oldugu tespit edilmistir. Ongdren ve ark. (1977) larvalarin kafa
kapstillerini I. donemde 0,26+0,1 mm, II. donemde 0,42+0,3 mm, III. donemde 0,67+0,4
mm, IV. dénemde 1,10+0,3 mm, V. dénemde 1,81+0,4 mm ve VI. donemde 2,65+0,4 mm
olarak hesaplamuslardir. Elde edilen sonuglar Ongéren ve ark. (1977)’nin ¢alismalari ile
benzerlik gostermistir.

Laboratuvarda 24+1°C’de, %65 oransal nem ve 16:8 fotoperiyotta larvalarin domates
tizerinde gelisme stireleri ortalama 18,20+0,83 giin olarak hesaplanmistir. Rabari ve ark.
(2017b)’de yaptiklart bir galigmada, 25,404+2,95°C sicaklikta larva gelisme siiresinin
26,97+2,08 giin, 20,73+2,55°C sicaklikta 33,50+2,42 giin ve 27,57+3,48°C sicaklikta ise
23,97+1,96 giin oldugunu rapor etmiglerdir. Yapilan bu calismada, larva gelisme siiresinin
uzun olmasinin disiik sicakliktan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Kaya ve Kovanci,
(2000) 25+1°C’de larva gelisme siiresini 12-18 giin olarak bulmuslardir. Burada yapilan
calismada ise elde edilen bulgular Kaya ve Kovanci (2000) ile benzerlik gostermektedir.

Bu caligmada domateste iizerinde yetistirilen yesil kurt larvalari toplamda 6 larva
donemi gegirmistir. Calismanin sonuglar1 Rabari ve ark. (2017a) ile beraber Nasreen ve
Mustafa (2000) tarafindan gerceklestirilen sonuglar ile benzerlik gostermektedir. Larva
donemi sayis1 konukguya gore degismektedir.

Larva donemlerini domates iizerinde tamamlayan yesil kurdun laboratuvarda pupa
gelisme siireleri incelendiginde, pupa gelisme siiresinin 9,34+0,4 giine sahip oldugu tespit
edilmistir. Ongéren ve ark. (1977) tarafindan gergeklestirilen calismada 22+1°C sicaklik ve
%65-70 oransal nemde pupa gelisme siiresinin 17-21 giinde, 28+1°C sicaklik ve %65-70
oransal nemde ise bu siirenin 7-14 giin arasinda degistigi bildirilmistir. Sicakligin pupa
geligme siiresi parametresi iizerine etkisinin oldugu gozlemlenmistir.

Yesil kurdun ergin dénemine ait pre-ovipozisyon, ovipozisyon ve post-ovipozisyon
stireleri sirasiyla 2,8+1,03 giin, 12,6+2,45 giin ve 6,7+£2,31 giin olarak saptanmistir. Yine
ayni c¢alismada disi ve erkek erginlerin dmiir uzunlugu ile bir disinin birakti§i yumurta
sayist (adet) olarak hesaplanmistir. Disi erginin 0miir uzunlugu ortalama 23+3,05 giin,

erkek erginin 0miir uzunlugu ise ortalama 20,8+5,78 giin oldugu goriilmiistiir. Calismada,
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ergin disilerin ergin erkeklerden daha uzun yasadig1 gézlemlenmistir. Bir disinin biraktig
yumurta sayist ise en diisiik ortalama 994 adet, en yiiksek 1341 adet ile ortalama
1096,3+£105,56 adet oldugu tespit edilmistir. Literatiirde H. armigera ile ilgili yapilan ergin
donemlerine yonelik ¢alismalar incelendiginde, Mironidis ve Savopoulou-Soultani (2008)
sicakligin disi birey lizerinde ovipozisyon siiresine etki ettigini vurgulamistir. 15°C’de
preovipozisyon siiresi 9,60 giin olarak gdzlemlenirken, 25°C’de ise bu siirenin 1,57 giin
stirdiigii bildirilmistir. Bir baska ¢alismada ise Hindistan’da disilerin nohut iizerinde 16,5-
18,5 giin, erkeklerin ise 8-12 giin yasadiklarini ve disilerin erkeklere oranla daha uzun
ergin omriine sahip olduklar1 bildirilmistir (Tripathi ve Sharma, 1985). Ongéren ve ark.
(1977) yesil kurdun biyolojisine yonelik yaptiklari ¢alismada, disilerin ergin omriiniin
ortalama 10,6 giin ve erkeklerin ergin dmriiniin ise ortalama 6,9 giin siirdiigiinii, bir disinin
ortalama 603-1592 yumurta biraktigin1 Dbildirmiglerdir. Rabari ve ark. (2017a)
postovipozisyon siiresini domateste 0,80 giin (0-2 giin) ve nohutta 0,90 giin (0-2 giin)
belirlemistir. Kaya ve Kovanci (2000) yaptiklar1 ¢aligmada, post-ovipozisyon siiresini
ortalama 0,70+0,64 giin (0-2 giin) bulmustur. Bu g¢alismalara gore, post-ovipozisyon
stiresinin bulunmamas: ergin disinin ovipozisyon doneminde veya yumurta biraktiktan
sonraki siire zarfinda hemen 6lmesi ile iligskilendirilebilir.

Gergeklestirilen calismada yesil kurt pupalari cinsiyetlerine ayrilarak en, boy ve
agirliklar1 hesaplanmigtir. Buna gore, disi pupanin eni 5,62+0,17 mm, boyu 18,63+0,87
mm ve agirhigr 321,19+26,59 mg; erkek pupanin eni ise 5,32+0,26 mm, boyu 17,98+0,74
mm ve agirhigr 267,77£33,11 mg olarak Ol¢iilmiistiir. Disi pupanin erkek pupaya oranla
daha biiyiik oldugu tespit edilmistir. Literatiirde yer alan bununla ilgili caligsmalar
incelendiginde, Rabari ve ark. (2017a) domateste disi bireyin enini 6,45+0,49 mm, boyunu
20,66+0,97 mm olarak, bu degerin ise erkek bireyde enini 5,81+0,41 mm, boyunu ise
20,14+1,04 olarak hesaplamislardir. Elde edilen sonuglarin, yapilan bu c¢aligmanin
arastirma bulgulari ile benzer oldugu goriilmiistiir. Casimero ve ark. (2000) ¢alismalarinda,
yesil kurt larvalarin1 domates yapraklari ve domates meyvesi lizerinde yetistirmis ve pupa
agirliklarini belirlemislerdir. Sonug olarak, domates meyvesi iizerinde beslenen pupalarin
agirhiklarimin (277,93+7,25 mg) domates yapraklarinda beslenenlere gore (193,24+6,83
mg) daha agir oldugunu belirtmislerdir. Kumar ve ark. (2017) domateste beslenen
larvalarin pupa doneminde agirligin1 237,77 mg olarak bildirmislerdir. Bu c¢aligsmalara
gore, domates meyvesi lizerinde beslenen larvalarin pupa agirlik sonuglar1 Casimero ve

ark. (2000) ile benzerlik gostermistir.
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Calismanin II. asamasinda yesil kurt larvalarinin yapay diyet iizerinde beslenme
fizyolojisi aragtirnllmistir. Literatiirde bulunan yapay diyetler test edilerek en iyi larva yapay
diyeti belirlenmistir. Sonug olarak, yesil kurt bireyleri hem diyet I hem de diyet II’de
devamli olarak dort generasyon boyunca laboratuvarda yetistirilmistir. Aslinda Grapholita
molesta (Lep:Tortricidae) igin gelistirilen yapay diyet I, ilk kez laboratuvarda bu ¢alismada
yesil kurdun yetistirilmesinde test edilmis ve yapay diyetin H. armigera i¢in uygun oldugu
belirlenmistir. Larva gelisme siiresi, larva donemleri ve beslenme durumlari
karsilastirildiginda, yapay besine herhangi bir bitki materyalinin ilavesinin gerekmedigi
anlagilmistir. Larva ve pupa gelisme siiresi ile birlikte ergin ¢ikis oran1 bakimindan yapay
diyet ve domates lizerinde benzer sonuglar tespit edilmistir. Larva gelisme siiresi yapay
diyet I’de 11,6*1,5 giin, yapay diyet II’de 16,6+1,4 giin ve domateste 18,2+0,8 giin
belirlenmistir. Pupa gelisme siiresi yapay diyet I’de 9,1+0,5 giin, yapay diyet 1I’de
10,1+1,6 giin ve kontrol olan domates tizerinde 9,3+0,4 giin tespit edilmistir. Ergin ¢ikis
oranlarinin ise yapay diyet I’de %85,9, yapay diyet II’de %86,2 ve domateste %88,4
oldugu belirlenmistir. Yapay diyet bileseninde bulunan Brewer’s mayasi, bugday ruseymi
ve musir irmiginin larvalarin beslenmesinde uygun ve yeterli besine sahip oldugu
belirlenmistir. Yapilan diger ¢alismalara bakildiginda, Nunes ve ark. (2017) yapay diyette
nohut unu kullandiklarinda larva canliligint %92,57, barbunya ununun ise larva canliligina
etkisini %89,93 bulmuslardir. Nohut unu diyeti tizerinde canliligin barbunya unlu besine
gore %3 daha yiiksek oldugunu ifade etmislerdir. Amer ve Sayed (2014) tarafindan yapilan
calismada, iceriginde fasulye unu ve Brewer’s mayasi bulunduran yapay diyette H.
armigera larvalarinin laboratuvarda 12 generasyon boyunca yetistirildigi ve bu yapay
besinin yesil kurdun yetistirilmesinde yeterli oldugu bildirilmistir. Tamer (1977),
formiilasyonunda bugday ruseyminin agirlikli oldugu yapay diyette yetistirilen H.
armigera larvalarinin, larva ve pupa canliliginin {izerinde pozitif bir etkisi oldugunu
belirtmistir. Buna ek olarak, larvalarin gelismesinde gerekli olan B vitaminini bugday
ruseyminden sagladigini ifade etmistir.

Calismanin III. asamasinda domates iizerinde ve yapay diyette beslenen yesil kurt
bireylerinin beslenme fizyolojisinde 6nemli parametresi olan protein miktarinin tayini
yapilmistir. Calismada domateste beslenen yesil kurdun olgun larva, pupa ve ergin
donemlerinin toplam protein miktarlar1 belirlenmistir. Denemeler sonucunda toplam
protein miktar1 H. armigera olgun larvalarinda ortalama 24,37+2,63 pg/mg, pupalarinda
51,14£2,66 ng/mg ve erginlerinde 33,91+4,86 pg/mg olarak tespit edilmistir. Toplam

protein miktar1 karsilastirildiginda, larva donemindeki protein miktarinin pupa ve ergin
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donemine gore diisiik oldugu, en yliksek protein oranina sahip dénemin ise pupa donemi
oldugu belirlenmistir. Farkli yapay diyet {izerinde beslenen yesil kurt erginlerinin toplam
protein miktar1 diyet I’de 23,72+4,33 ug/mg, diyet 1I’de 24,924+2,39 png/mg, diyet III’de
124,07£2,77 png/mg, diyet V’de 37,29+3,27 pg/mg ve diyet VI’da 34,32+3,44 ug/mg
protein belirlenmistir. En yiiksek protein oranina sahip diyetin ticari olarak satilan,
Lymantria dispar igin gelistirilen (MP #960293) ve bu ¢alismada diyet III olarak belirtilen
yapay besinde beslenen yesil kurt erginlerine ait oldugu belirlenmistir. Proteinin
boceklerde biiylime hizi, ergin 6mrii, lireme kapasitesi, viicut yapisi, ¢iftlesme sikligi ve
yumurta verimi gibi bazi biyolojik faktorler lizerinde 6nemli bir rol oynadigi birgok
arastirmaci tarafindan bildirilmistir (Simpson ve Raubenheimer, 1993; Nijhout, 2003). Bu
calisma kapsaminda, yapilan literatiir calismasinda yesil kurdun protein miktarinin
tespitine yonelik bir caligmaya rastlanilmamistir. Ancak diger lepidoptera tiirlerinin toplam
protein miktarina yonelik caligmalar incelendiginde, Aksoy ve ark. (2015)’te misir kogan
kurdu Sesamia nonagrioides (Lep:Noctuidae) larvalarinda 1,96+0,116 mg, pupalarinda
1,63+0,103 mg, ergin disilerde 2,22+0,195 mg ve ergin erkeklerde 3,18+0,301 mg protein
icerigi bulmuglardir. Kuyulu ve ark. (2017) domates yaprak giivesi, Tuta absoluta
(Lep:Gelechiidae)’nin larva, pupa ve ergin donemlerinin toplam protein miktarini
arastirmiglardir. Sonug olarak, I. larva déoneminde 63,66+£1,91 pg/mg, I1. larva doneminde
56,19+0,50 pg/mg, III. larva doneminde 63,344+3,76 pg/mg, disi pupada 79,60+4,06
ug/mg, erkek pupada 85,29+2,21 ng/mg, disi erginde 93,57+4,17 pg/mg ve erkek erginde
94,1042,12 pg/mg protein oldugunu bildirmislerdir.

Calismanin IV. asamasinda Canakkale ve ¢evresindeki domates iiretim alanlarindan
elde edilen yesil kurdun genetik ¢esitliligi arastirilmistir. Toplanan H. armigera
orneklerinin molekiiler c¢esitliliginin belirlenmesinde mtDNA COI bdlgesi universal
primerler ile ¢ogaltilarak incelenmistir. Caligsma sonucunda, 45 6rnegin mtDNA COI (536
bp) dizileri elde edilmistir. Toplamda 13 haplotip ve 13 mutasyon tespit edilmistir.
Bununla birlikte, 14 farkli popiilasyon arasinda 13 polimorfik bolge saptanmistir. Ortalama
haplotip ¢esitliligi (h) %0,804+0,040 ve ortalama niikleotid g¢esitliligi (7) %0,270+0,037
olarak hesaplanmistir. Caligmada yiiksek genetik cesitlilik tespit edilmesinin nedeni,
bolgenin cografik olarak 6nemli bir stratejik konuma sahip olmasi ile birlikte, deniz
ulagiminda 6nemli rol oynamasi ve mikroklima alanlarina sahip olmasi bu bdlgeyi
disaridan gelecek goc aligverisine karst agik hale getirmektedir. Haplotip ¢esitliligi
Yenioba (Ezine) popiilasyonunda, niikleotid cesitliligi ise Yenioba (Ezine) ve Bursa

popiilasyonlarinda daha diisiik belirlenmistir. Albernaz ve ark. (2012) tarafindan
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Brezilya’da yaptiklari ¢alismada, 114 H. virescens orneginde yiiksek haplotip gesitliligi
(h=0,524+0,056) tespit etmislerdir. Yapilan bir bagka ¢aligmada ise, Leite ve ark. (2014),
H. armigera bireylerinin genetik gesitliligini arastirmislardir. Calismalarinda 139 adet H.
armigera bireyinde haplotip ¢esitliligini (Hd) 0,821 ve niikleotid ¢esitliligini (Pi) 0,0028
hesaplamiglardir. Yapilan calismalarda niikleotid ¢esitliliginin  farkli degerlerde
c¢ikmasinin, farkli ¢evresel kosullar ve popiilasyon biiylikliigiinden kaynaklanabilecegi
distiniilmektedir.

Notralite testlerinden Tajima’s D ve Fu’s Fs degeri poplilasyonlar arasinda negatif
olarak belirlenmistir. Tajima’s D degeri (-1.56598) negatif bulunmus ve istatistiksel olarak
onemli ¢ikmamistir (P>0,05). Fu’s Fs degeri (-7.423) negatif bulunmus ve istatistiksel
olarak onemli oldugu belirlenmistir (P<0,001). Leite ve ark. (2014) Brezilya’da H.
armigera bireyleri tlizerinde yaptigi genetik ¢esitlilik calismalarinda, Tajima ve Fu
degerinin her ikisini de negatif olarak bulmuslardir. Tajima’s D degerinin istatistiksel
olarak Onemli olmadigim1 (P=0,07), Fu’s Fs degerinin ise istatistiksel olarak Snemli
oldugunu (P<0,01) bildirmislerdir. Elde edilen sonuglarla Leite ve ark. (2014)’nin elde
ettigi sonuglarin uyum gosterdigi tespit edilmistir. Notralite testlerinin negatif degerde
cikmasi, popiilasyonlarda o6zgiin allellerin bulundugunu, heterozigotluk oraninin az
oldugunu ve popiilasyonun ge¢miste biiyiime yasadigini gostermektedir.

Bu ¢alismada Median-Joining Network analizinde, 45 6rnekten toplamda 13 haplotip
belirlenmis olup, bu yapiya goére HI ve H5 haplotipinin en yaygin haplotipler oldugu
belirlenmistir.

Tirler arasindaki genetik akrabaliklarin sematize edilmesinde kullanilan UPGMA
dendogramina gore, Canakkale ve Balikesir popiilasyonlarindan elde edilen 6rneklerin
yakin genetik cesitlilige sahip oldugu goriilmiistiir. Bursa popiilasyonundan toplanilan
orneklerin ise genetik ¢esitliliginin diger popiilasyonlardan farkli ve uzak oldugu

belirlenmistir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Calismada yesil kurdun Canakkale ve ¢evresindeki domates ekim alanlarinda yapilan
sorveylerle elde edilen yesil kurdun laboratuvarda domates iizerinde biyolojik
Ozelliklerinin belirlenmesi, yapay diyet tizerinde beslenebilen laboratuvar kolonisinin
olusturularak yapay diyette biyolojik 6zelliklerinin arastirilmasi, yapay diyet ile domates
lizerinde beslenen bireylerin protein tayinlerinin yapilmasi ve o6zellikle Canakkale ve
cevresindeki domates iiretim alanlarindan elde edilen yesil kurdun mitokondriyal DNA
analizleri ile genetik c¢esitliliginin belirlenmesi amaglanmigtir. Yesil kurdun dogal
konukgusu olan domates iizerindeki biyolojik donemleri incelendiginde, yumurtalarin
gelisme siiresi 2,6+0,54 giin ve agilma oran1 %85,83 olarak belirlenmistir. Larvalarin dogal
konukgusunda 6 larva donemi gecirerek larva gelisme siirelerini 18,2+0,83 gilinde
tamamlamistir. Pupa déneminden 6nce meydana gelen pre-pupa doneminin ise 2,33+1,03
giinde gerceklestigi gozlemlenmistir. Pupa doneminde yapilan arastirmalar sonucunda,
pupa gelisme siiresinin 9,31+0,79 giin siirdiigli saptanmistir. Pupa agilma orani ise %88,4
olarak hesaplanmistir. Disi pupalarin en, boy ve agirlik verilerinin erkek pupalardan daha
fazla oldugu belirlenmistir. Ergin doneminde ise disilerin ortalama 23+3,05 giin yasadigi,
erkeklerin ise 20,8+5,78 gilin yasadigi tespit edilmistir. Bir disinin dmrii boyunca
1096,3+105,56 adet yumurta biraktig1 gozlemlenmistir. Yesil kurdun yumurta doneminden
ergin donemine kadar olan gelisme stiresini 30,11 glinde tamamladig: tespit edilmistir.
Erginlerin kanat acikliklar1 karsilastirildiginda, disilerin kanat agiklig1 ortalama 34,5+0,57
mm ve erkeklerin kanat a¢iklig1 ise ortalama 32,62+1,76 mm oldugu bulunmustur.

Yesil kurdun yapay diyet iizerinde beslenme durumlarn karsilastirildiginda,
formiilasyonunda misir irmigi, Brewer’s mayasi ve bugday ruseyminden olusan yapay
diyet I’de beslenen larvalar en hizli larva gelisme siiresine sahip olmustur (11,6+1,5 giin).
Larva gelisme siiresi en hizli olan diger bir yapay diyet ise 16,6+1,4 giin ile diyet II
olmustur. Kontrol olarak domates {izerinde yetistirilen yesil kurt larvalarinin gelisme stiresi
18,2+0,8 giin olarak belirlenmistir. Yapay diyet I, ilk kez bu caligmada yesil kurt
larvalarinin yetistirilmesinde denenmistir. Elde edilen bu sonucglara gore, yesil kurt
larvalar1 yapay diyet | ve yapay diyet II’de dort generasyon boyunca laboratuvarda basarili
bir sekilde yetistirilmis olup, bu iki yapay diyetin yesil kurdun laboratuvarda yil boyunca
konukg¢usuna bagli kalmadan yetistirilmesinde ve adaptasyon siirecinde besin olarak uygun

bir diyet oldugu belirlenmistir. Yapay diyet calismalarinin, yesil kurdun laboratuvar
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kosullarinda kitle iiretiminin yapilmasinda zararlilar ile miicadele yontemindeki
calismalara alt yap1 olusturacag diigtiniilmektedir.

Yapilan ¢alismada Canakkale (14 lokasyon), Balikesir (1 lokasyon) ve Bursa (1
lokasyon) popiilasyonlarindan alinan 45 6rnegin ortalama 536 bp’lik mtDNA COI bolgesi
dizi analizine tabi tutulmustur. 536 bp’lik bolgede toplamda 13 haplotip ve 13 mutasyon
belirlenmis olup, haplotipler arasinda da toplamda 20 mutasyon tespit edilmistir. Ayrica,
popiilasyonlar arasinda 9 6zgiin haplotip oldugu belirlenmistir. Geyikli popiilasyonu 2
Ozgiin haplotip ile en fazla 6zgilin haplotip sayisina sahip olan popiilasyon olmustur.
Diimrek, Batakovasi, Ayvacik, Bozcaada, Umurbey, Bursa ve Balikesir popiilasyonlarinda
1 6zgiin haplotip tespit edilmistir. 13 haplotip arasinda en fazla mutasyon oranina sahip
popiilasyon ise 4 mutasyon ile H12 haplotipinde yer alan Bursa popiilasyonu olmustur. Bu
veriler kapsaminda, ¢aligmanin yiiriitiildiigi Canakkale, Balikesir ve Bursa’dan elde edilen
H. armigera popiilasyonlarinda genetik ¢esitliligin yiiksek oldugu, Bursa popiilasyonunun
genetik olarak Canakkale ve Balikesir popiilasyonlarindan farkli ve uzak oldugu tespit
edilmistir.

Ulkemizde yesil kurt popiilasyonunun genetik cesitliliginin belirlenmesi konusunda
yapilan herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu c¢alismanin iilkemizde yesil kurdun
molekiiler ¢esitliliginin arastirilmasinda ilk olmasi ile iilkemiz ve diinya literatiiriinde
bilimsel olarak bu agigin kapatilacagi diisiiniilmektedir. Calisma sonucunda elde edilen
veriler literatiirde yeni sonuglar olarak bulunmus olup, 6zellikle Canakkale bolgesinde
bulunan H. armigera‘nin genetik ¢esitliligi bakimimndan ©6nem arz etmektedir.
Popiilasyonlar arasindaki genetik cesitlilik hakkinda daha fazla bilginin agik bir sekilde
ortaya konulmasinda; ornek sayisimin arttirilmasi, O6rnek toplanilacak lokasyonlarin
genisletilmesi ve mtDNA’nin farkli gen bolgelerinin kullanilmasinin uygun olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu ¢alismanin sonraki ¢alismalara temel alt yap1 olusturmasinin teskil

etmesi beklenmektedir.
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