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OZET

SYMPHYTA (HYMENOPTERA: INSECTA)
UYELERINDE CEKIRDEK RIBOZOMAL DNA (¢rDNA) ITS2

BOLGESININ ARASTIRILMASI

MURAT GULER

Yuksek Lisans Tezi
Biyoloji Anabilim Dali
Damisman: Prof. Dr. Hasan H. BASIBUYUK
2015, xiv+92 sayfa

Biyogesitliligin korunmasinda ilk adim tiirlerin teshisi ve adlandirilmasidir. Ancak
geleneksel yontemler bircok nedenle yetersiz kalmis ve bu soruna bir ¢oziim olarak
aciga cikan DNA barkodlama yaklasimi son yillarda kabul gormiistiir. Ancak hayvan
gruplarinda  DNA barkodlama araci olarak kullanilan COIl geninin dogasindan
kaynaklanan baz1 kisitlamalar nedeni ile barkodlama c¢alismalarindan alternatif
belirteclerin barkodlama yaklasimlarina kazandirilmasi gerekmektedir. Bu anlamda son
yillarda ITS2 (internal transcribed spacer 2) bolgesi alternatif bir DNA barkodlama
araci olarak onerilmistir. ITS2 bolgesi yalnizca niikleotid dizisi ile degil ayn1 zamanda
olusturdugu ikincil yap1 motifleriyle de taksonomik bilgi sunmaktadir. Ancak farkl
yasam stratejileri ve evrimlesme hizina sahip gruplar iceren Symphyta alttakiminda
ITS2 bolgeleri hakkinda bilgilerimiz olduk¢a sinirhidir. Symphyta alttakimdan 10
familya ve 78 tiirii kapsayan 180 6rnek kullanilarak ITS2 bolgelerinin primer niikleotid
dizisi ve ikincil yap1 verisi araciligryla DNA barkodlama bir arag olarak test edilmistir.
Ayn1 zamanda Symphyta alttakimi ITS2 bolgelerinin ikincil yapilari olusturularak
karakterize edilmistir ve korunmus dizi motifleri agiga ¢ikarilmistir. Sonug olarak 1TS2

bolgesinin Symphyta iiyelerinde bagarili bir DNA barkod araci oldugu goriilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Symphyta, DNA barkodlama, 1TS2, Ikincil yap:
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ABSTRACT

INVASTIGATION OF NUCLEAR RIBOSOMAL DNA ITS2 REGION IN THE
MEMBER OF SYMPHYTA (HYMENOPTERA: INSECTA)

MURAT GULER

Master of Science Thesis
Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Hasan H. BASIBUYUK
2015, xiv+92 pages

The first step in conservation of biodiversity is identification and naming of the species.
However, the traditional methods are inappropriate for many reasons and the recent
barcoding approaches have been recognized as a possible solution for the problem.
Since there are some limitation of COI as a barcoding tool because of the nature of the
gene, it is necessary to search for alternative barcoding markers. In this scope, 1TS2
(internal transcribed spacer 2) region has been suggested to be an alternative barcoding
tool in recent years. The ITS2 region provides taxonomic information not only for its
nucleotide sequences but also for its secondary structure motif. However, our
knowledge on ITS2 region Symphyta is very limited, a suborder including groups with
different evolutionary rate and life strategies. Here, the utility of ITS2 region as a
barcoding tool is tested by generating nucleotide sequence and secondary structure
information of the region in 180 specimens from 78 species belonging to 10 families of
Symphyta suborder. Moreover, the secondary structure of ITS2 in Symphyta is
characterized and the conserved sequences motives are identified. As a result, the ITS2

region is suggested to be a relevant barcoding tool in Symphyta.

Key words: Symphyta, DNA barcoding, ITS2, Secondary structure
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1. GIRIS

Biyogesitliligi olusturan 6gelerin korunmasinin ilk agsamasi bu 6gelerin tanimlanmasidir.
Her giin bircok dogal ortam yok olmakta, dogal ve biyolojik zenginliklerimiz ortadan
kalkmaktadir (Sala ve ark., 2000). Bu nedenle biyolojik gesitlilik giiniimiizde 6nemli bir
kavram haline gelismistir (Krishna ve Francis, 2012). Bu kavram sadece biyolojik
disiplinler i¢in degil, ziraat (6rnegin, zararlilar ve biyolojik diismanlari), tip (6rnegin,
patojenler ve ilag gelistirme) ve hatta ekonomi i¢in de 6nemlidir (Futuyma, 2004,
Springer ve Murphy, 2007; Domazet ve Tautz, 2008). Biyolojik ¢esitlilik kavramu tiir,
ekosistem ve genetik ¢esitlilik boyutlarinda degerlendirilmektedir (McNeely ve ark.,
1990). Ancak dogada var olan ¢esitliligin saptanmasi ¢alismalarinda ilk basamagi
olusturan “tiir kategorisinin tanimlanmas1” sistematik biyolojide sicak tartigsmalarin
yasandig1 onemli bir alandir (De Queiroz, 2007). Tirlerin dogru ve giivenilir bir sekilde
tanimlanmast ve smirlarinin saptanmasi biyogesitliligin tanimlanmasi i¢in temel
gereksinim olmaya devam etmektedir ve biyologlarin karsilastigi en temel problem tiir
kavramindaki taksonomik engeldir. Dogada ¢ok fazla sayida tiir vardir (May, 2011),
fakat bu muazzam c¢esitliligi aciga c¢ikarma uzmanhigi olan ¢ok az taksonomist
bulunmaktadir (Ball ve Armstrong, 2006; Bleeker ve ark., 2008; Chown ve ark., 2008).
Bu nedenle taksonomik uzmanlar mevcut biyogesitliligi tanimlamakta yetersiz

kalmaktadir (Packer ve ark., 2009).

Tiirlerin teshisi ve adlandirilmalar1 yalnizca biyogesitliligin  tanimlanmasina degil;
ekolojik sorunlarin tanimlanmasi, evrimsel ve biyocografik sorularin cevaplanmasina da
fayda saglamaktadir (FiSer Pec¢nikar ve Buzan, 2014). Blylk o6lclide morfolojik
karakterlere dayali anahtarlar yardimiyla ayirim yapan geleneksel tanimlama sistemi
giiniimiizde halen yaygin bi¢imde kullanilmaktadir. Bu sistem maliyet, zaman ve iggiicii
acisindan avantajli bir yontem gibi goriinse de, bir takim ciddi dezavantajlara ve
kisitlamalara sahiptir (Knowlton ve ark., 1993; Jarman ve Elliott, 2000; Hebert ve ark.,
2003a; Ward ve ark., 2005; Frézal ve Leblois, 2008; Lim ve ark., 2009). Morfolojik
Ozellikler kullanarak tir tespiti yapan bUltun arastirmacilar bu kisitlamalarla
karsilagsmaktadir. Morfolojik tiir teshisinin; lokal adaptasyon kaynakli fenotipik

degiskenliklerin yanlis tanilara yol acgabilmesi, kriptik tiirlerin teshisinin miimkiin



olmamasi, sadece belli bir yasam evresine (genellikle ergin bireyler) uygulanabilir
olmasi, genellikle farkli eseyler i¢in farkli teshis anahtarlarin kullanilmasi gerekliligi,
teshisi yapilacak turiin morfolojik 6zelliklerini (renk, anatomi ve tly gibi) koruyor
olmasi, morfolojik karakterlerin taksonun evrimsel hikayesini yansitma giiciiniin sinirlt
olmasi ve son olarak tiirlin dogru teshisi i¢in uzman kisilere yani taksonomistlere ihtiyag
duyulmast genel olarak bu kisitlamalarin en ¢ok karsilagilanlar1 arasinda sayilabilir

(Packer ve ark., 2009).

Tum bu nedenlerden dolayi, morfolojik karakterlere dayali tanimlama yontemine
alternatif bir yontem gelistirilmesi gereksinimi uzun yillar bilimsel énemini korumustur
ve farkli yaklagimlar altinda tartisilmistir (De Queiroz, 2007). ilk olarak viriis, bakteri
ve protista gibi morfolojik olarak teshisleri ¢ok zor ya da olanaksiz olan canli gruplari
icin, genomun kiigiik bir segmentinin kullanilmasi ile molekiiler olarak teshis
Onerilmistir (Nanney, 1982; Pace, 1997; Allander ve ark., 2001; Hamels ve ark., 2001).
Onerilen bu yontem sistematik bir bicimde Hebert ve ark. (2003b) tarafindan
mitokondriyal COI (sitokrom ¢ oksidaz 1) genini yaklasik 600 bg¢. uzunlugunda bir
bolgesi kullanilarak Hexapoda iiyelerinde denenmistir ve bu giiniimiizde “DNA
Barkodlama” olarak bilinmektedir (Hebert ve ark., 2003a). DNA barkodlama yaklagimi,
kisa DNA dizileri kullanilarak tiir seviyesinde canlilar1 tanimlamak i¢in hizli, dogru ve
standart bir yontem sunmay1 hedeflemektedir (Lim ve ark., 2009). Bu yaklagim tiirlerin
molekiiler taksonomisini olusturmak amaciyla degil, yalnizca referans kiitliiphaneleri
inga ederek taksonomik bilgiye dayali basit bir tan1 araci liretmek amaciyla onerilmistir
(Ebach ve Holdrege, 2005; Gregory, 2005; Schindel ve Miller, 2005). Onerilen bu
yaklasim c¢ok kisa bir siire igerisinde iglerinde uluslararas1 kuruluslarinda bulundugu
bir¢cok kurulusun destegini kazanarak hayata gecirilmistir. Bu dogrultuda, 2004 yilinda
45 tilke ve 150'den fazla kurulusun katilimi ile CBOL (Consortium for the Barcode of
Life) olarak bilenen konsorsiyum kurulmustur (Frézal ve Leblois, 2008). Bu gelismeler
dogrultusunda birgok c¢alisma grubu c¢esitli canlilarin barkodlanmasi1 amaci ile
calismalar baslatilmistir. Ornek olarak; ekolojik ve ekonomik &nemi olan tiirlerin
barkodlama caligmalar1 kapsaminda arilar (Bee Barcode of Life, Bee-BOL), karincalar
(Ant Barcode of Life), baliklar (Fish Barcode of Life), kuslar (All Birds Barcoding
Initiative, ABBI), kelebekler (Lepidoptera Barcode of Life), hastalik etkeni parazitler
(HealthBOL), kopekbaliklart (Shark Barcode of Life, SharkBOL), stingerler (Sponge



Barcoding Project SpongeBOL), memeliler (Mammalia Barcode of Life Campaign) ve
kutup canlilar1 (Polar Barcode of Life, PolarBOL) barkodlanmistir. Bu c¢alisma
gruplarinin olusturdugu ve GenBank veri tabaninda yer alan barkod DNA dizi verisi

BOLD (Barcode of Life Database) olarak adlandirilan veri tabaninda toplanmaktadir.

Hayvan mitokondri genomu 13 protein kodlayan gene sahip olup, bu genlerden birisi
olan COIl genin bir kismi hayvan gruplari igin evrensel barkod araci olarak
kullanilmaktadir. Bu bélge hayvanlarin tiimiinde olmasa da bir¢ogu igin evrensel
primerler yardimiyla ¢ogaltilabilmektedir (Folmer ve ark., 1994; Zhang ve Hewitt,
1997). Mitokondri genomuna ait bir belirte¢ olan COIl gen bolgesi filogeni ve
barkodlama c¢alismalarinda essiz bir belirteg olmakla birlikte birden fazla sayida
kopyasinin bulunmasi nedeniyle heterojenite sergilemesi (Lopez ve ark., 1994;
Thalmann ve ark., 2004; Strugnell ve Lindgren, 2007; Frézal ve Leblois, 2008; Buhay,
2009), ¢ogaltilan bolgenin evrensel bolgeleri temsil etmesi nedeniyle kaynak dokuda
bulunan endosimbiyotik COIl bolgelerinin ¢ogaltilmasi olasiligr (Frézal ve Leblois,
2008; Smith ve ark., 2012), yatay ve dikey gen transferleri ile farkli kaynaklara ait COI
fragmanlarinin ¢ogaltilmasi olasiligi (Hurst ve Jiggins, 2005; Dasmahapatra ve Mallet,
2006; Rot ve ark., 2006) ve cesitli gruplarda farkli evrimsel farklilagma oranlarina sahip
olmasi gibi dezavantajli yonleri de bulunmaktadir. Bu nedenle son zamanlarda DNA
barkodlama c¢aligmalarinda COIl temelli barkodlamalarin alternatif belirteclerle
desteklenmesi gerektigi ve barkodlama amaciyla farkli belirteglere ihtiya¢ duyuldugu
siklikla bildirilmektedir (Frézal ve Leblois, 2008; Chase ve Fay, 2009; Yao ve ark.,
2010).

Son yillarda ITS2 (internal transcribed spacer) olarak bilinen cekirdek ribozomal DNA
(crDNA) gen bolgesi igerisinde konuslanmis ayirag (spacer) diziler barkodlama
calismalarinda kullanilmaya baslanmigtir (Chen ve ark., 2010; Li ve ark., 2010; Yao ve
ark., 2010). Farkli taksonomik gruplarda yiiriitiilen arastirmalar, ITS2 DNA bolgesinin
barkodlamada giderek 6nem kazandigini ve hizla benimsendigini géstermektedir (Keller
ve ark., 2009). ITS2 bolgesi hizli evrimlesme kapasitesine sahiptir ve bu nedenle yiiksek
varyasyon gostermektedir. Bu 0zelligi nedeni ile tiir ve tiir alt1 taksonomik seviyeler igin
kullanislh bir belirteg oldugu ileri siiriilmektedir (Coleman, 2000, 2003, 2007; Alvarez
ve Wendel, 2003; Miller ve ark., 2007; Sonnenberg ve ark., 2007). ITS2 DNA

bolgesinin dogrudan niikleotid dizi verisinin kullanimina ek olarak transkripsiyona



ugramast sonucunda agiga cikan transkript, tipki rRNA alt birimlerinde oldugu gibi
sekonder (ikincil) yapilar olusturmaktadir (Coleman, 2003, 2007; Schultz ve ark., 2005;
Wolf ve ark., 2005a; Schultz ve ark., 2006; Selig ve ark., 2008). Bu sekonder yapi
bilgisi barkodlama yaklasiminda farkli bir boyutu, yani tiir istii taksonomik gruplari
degerlendirme avantaji sunmaktadir (Coleman, 2003, 2007; Schultz ve ark., 2005; Wolf
ve ark., 2005a; Schultz ve ark., 2006; Hunter ve ark., 2007; Selig ve ark., 2008). Hem
nikleotid dizi verisi hem de ikincil yap1 6zgiinligii gibi avantajlarinin yani sira ITS2
DNA bolgeleri niikleotid uzunlugu (fragman uzunlugu) acisindan da tiire 6zgiinliik
sergileyebilmektedir (Allen ve ark., 2004; Yao ve ark., 2010). Ayrica, oldukca iyi
korunmus iki bolgeye (5.8S rDNA ve 28S rDNA) komsu olmasi bu bdlgenin
cogaltilmasi i¢in evrensel primerler gelistirilmesine olanak tanimaktadir (Larena ve ark.,
1999; Ji ve ark., 2003). Tim bu nedenlerden dolay1 ITS2 boélgesi gunimuzde 6ézellikle
hayvan gruplarinda COIl bolgesine ek olarak ikinci bir barkod aract olarak
Onerilmektedir (Yao ve ark., 2010; Pino-Bodas, 2013). Ancak bir barkod araci olarak
Onerilen ITS2 bolgesinin birgcok grupta yapisi bilinmemektedir ve barkodlama igin
uygun olup olmadigini test etmek igin yeterli dizi bilgisi bulunmamaktadir (Chen ve
ark., 2010; Yao ve ark., 2010). Ornegin Genbank veri tabaninda boceklere ait yaklasik
110.000 COI dizisi bulunurken, ITS2 bdlgesine ait 5.600 dizi bulunmaktadir (erisim
tarihi 13.07.2015). Bocekler; otuz iki takim, 762’den fazla familya ve 1 milyondan fazla
tanimlanmus tiir ile biyogesitliligi olusturan en 6nemli canli grubudur (Foottit ve Adler,
2009). Ancak simdiye kadar tanimlanmig bocek tiirlerinin sayisinin onlarca kati kadar
bocek tiirliniin  diinya {izerinde kesif edilmeyi bekledigi yoniinde tahminler
bulunmaktadir (Stork, 1988, 1993). Biyolojik agidan olaganiistii diizeyde cesitliligine
sahip olan bocekler biyogesitliligin yaklasik %55’ini olusturmaktadir (Foottit ve Adler,
2009). Bu nedenle ITS2 bolgesinin bocek gruplarinda bir barkodlama araci olarak daha

cok sinanmas1 gerekmektedir.

Bocek takimlar1 arasinda yasam sekli ve tiir ¢esitliligi agisindan en zengin gruplardan
birisi olan Hymenoptera takimi 27 tstfamilya (9 Ustfamilya Symphyta, 18 ustfamilya
Apocrita), 132 familya ve 153.088 tur ile temsil edilmektedir (Aguiar ve ark., 2013).
Geleneksel olarak Symphyta (testereli arilar) ve Apocrita (ince belli arilar) olmak iizere
iki alttakima ayrilan Hymenoptera takimi tiir g¢esitliligi bakimindan Coleoptera ve

Lepidoptera takimlarindan sonra tiglincii sirada yer almaktadir (Aguiar ve ark., 2013).



Hymenoptera takimi farkli yasam stratejilerine sahip gruplar icermesi nedeniyle
ekosistemde anahtar roller Ustlenen tlrlere sahiptir. Biyolojik mucadelede 6nemli role
sahip parazitoit ve predator tiirlerin yani sira, ¢icekli bitkilerin tozlagmasinda rol alan
polinator tiirlerin biliyiik cogunlugu da bu takimda bulunmaktadir. Ayn1 zamanda diinya
capinda 9 Ustfamilya, 25 familya ve yaklasik 8.600 tur ile temsil edilmekte olan fitofag
yasam tarzini benimsemis olan Symphyta alttakimi tiir cesitliligi bakimindan goérece
fakir bir grup olmasina ragmen, evrimsel olarak oldukga ilgi ¢ekici bir gruptur (Sharkey,
2007; Aguiar ve ark., 2013). Symphyta alttakimi fitofagliktan parazitoidlige gegis ve
Holometabol boceklerin kdkeni gibi konularda model bir organizma grubu olarak
gorilmektedir (Malm ve Nyman, 2015; Vilhelmsen, 2015). Bu nedenle Symphyta
alttakimina ait tiirlerin tanimlanmasi ve siiflandirilmasi oldukca 6nemlidir. Symphyta
alttakimin iiyelerini tanimlamak amaciyla morfolojik karakterlere dayali tiir anahtarlar
yaygin bir bigimde kullanilmaktadir (6rnegin: Wright, 1990; Benson, 1946, 1950, 1951,
1968). Ancak bu anahtarlar cogunlukla yapisal karakterlerden ziyade organizmalarda
renk desenlenmesi gibi coklu kalittima sahip, adaptif varyasyon etkisi altinda ve
uzmanlik gerektiren karakterlerin kullannomina dayalidir. Diger taraftan bu tam
anahtarlar1 yalnizca eriskin ve morfolojik olarak zarar gormemis bireylerde
kullanilabilmektedir (6rnegin; Zhelokhovtsev, 1994; Wright, 1990; Benson, 1946, 1950,
1951, 1968). Bu nedenle Symphyta iiyelerinin alternatif ve pratik yaklasimlarla
tanimlanmas1 bu canlilarin ekolojilerini, ¢esitliligini ve biyocografyalarini anlamamiz

acisindan oldukga 6nemlidir.

Sonug olarak, hayvan gruplar i¢in alternatif bir barkod araci olarak gosterilen ITS2
bolgesine ait bilgilerimiz Symphyta alttakimi tiirleri i¢in olduk¢a smnirli diizeydedir.
Genbank veri tabaninda Tenthredinidae familyasina ait Empria (26 tiir) ve Monsoma (1
tdr) cinslerine ait toplam 27 turiin ITS2 dizi bilgisi mevcuttur. Tez projesi kapsamda
Symphyta alttakimindan 10 familyay1 temsilen 51 tiire ait 109 bireye ait 1TS2 dizi veri
seti olusturulmustur. Bu veri setine Genbank veri tabaninda mevcut olan 27 tlrden 71
bireye ait ITS2 verisi de eklenerek, ITS2 bolgesinin dizi dzellikleri ve barkodlama icin

uygunlugu arastirilmastir.

1.1 Symphyta Alttakim
Holometabol boceklerin bir Giyesi olan Hymenoptera takimi geleneksel olarak Symphyta

ve Apocrita olmak Uzere iki alttakima ayrilmaktadir. Testereli arilar olarak bilenen



Symphyta alttakimi familyalart Hymenoptera takimi iceresinde atasal taksonlari
barindirmaktadir. Symphyta alttakimi {iyeleri genellikle bahar aylarinda ergin olarak
g6zlemlenir ve Apocrita alttakimi tiyelerinden abdomen-toraks arasindaki incelmenin

olmayisi ile kolaylikla ayirt edilebilmektedir (Sekil 1.1).

0,5 cm

Sekil 1.1 Apocrita (soldaki) ve Symphyta (sagdaki) alttakimlarina ait temsili tlrlerin

genel gorinumu, ok ile abdomen-toraks arasindaki incelme gosterilmistir

Orussidae familyas1 larvalar1 hari¢ biitiin Symphyta tiirleri fitofag beslenme tarzini
benimsemislerdir (Gauld ve Bolton, 1988). Bu nedenle baz1 Symphyta tiirleri tarim ve

orman Urinlerinde ekonomik zarara yol agabilmektedir.

Cizelge 1.1 Symphyta alttakimi olusturan tistfamilyalar ve familyalar, T fosil kayit

Ustfamilya Familya
Anaxyleoidea Anaxyelidae
Cephoidea Cephidae
Orussoidea Orussidae
Pamphilioidea Megal9q9ntesidae

Pamphiliidae
Siricoidea Siricidae
Xiphydrioidea | Xiphydriidae
Argidae
Blasticotomidae
Tenthredinoidea C|_mt.)|C|_dae
Diprionidae
Pergidae
Tenthredinidae
Xyeloidea Xyelidae

T Karatavitoidea | Karatavitidae




Symphyta alttakimi 9 istfamilya, 25 familya ve yaklasik 8.600 (fosil kayitlar ile
birlikte) tar ile dinya Uzerinde temsil edilmektedir (Aguiar ve ark., 2013). Bu
ustfamilyalar ve familyalar Cizilge 1.1’de gosterilmis olup, Karatavitoidea (Rasnitsyn,
1963) Ustfamilyasi fosil kayitlardan tanimlanmistir. Kozmopolit bir yayilis gosteren
Symphyta altfamilyas1 agirlikli olarak Palearktik bolgeden tanimlanmistir (Taeger ve
Liston, 2010).

Symphyta alttakiminin filogenisi yiiksek taksonomik diizeyler i¢in son zamanlarda
yapilan c¢alismalarda buyiuk oranda birbirini destekleyen sonuglar vermektedir
(Klopfstein ve ark., 2013; Malm ve Nyman, 2015; Sharkey ve ark., 2012). Ancak
Xyelidae familyasinin monofilisi (Klopfstein ve ark., 2013) ve Pamphilioidea
familyasinin diger tistfamilyalar arasindaki yeri (Ronquist ve ark., 2012; Schulmeister
ve ark., 2002; Sharkey ve ark., 2012) halen tartigmalidir. Ayn1 zamanda
Tenthredinoidea tistfamilyas1 igerisindeki Tenthredinidae familyasinin altfamilyalar
olan Cimbicidae ve Diprionidae monofilisi agik bir sekilde ortaya konulamamigtir
(Klopfstein ve ark., 2013; Malm ve Nyman, 2015; Schulmeister, 2003; Sharkey ve ark.,
2012).

1.2 DNA Barkodlama

Son yirmi yil igerisinde molekiiler biyolojideki bas dondiiriicii gelismeler biyolojik
cesitliligin bir elemani olan tiirlerin, sinirlandirilmasi ve molekiiler araglar kullanilarak
siirin igerisindeki tiirlerin teshis edilmesi siireclerini de degistirmistir. Ayn1 zamanda
bilgisayar ve internet teknolojisindeki gelismelerle verilerin analizi ve erigimi gorece
kolaylasmistir. Tiim bu gelismeler simdilerde “DNA Barkodlama” olarak anilan
yontemin dogmasmi tetiklemistir (FiSer ve Buzan, 2014). Bu yontem basit olarak
referans barkod kiitiiphanesi olarak adlandirilan DNA dizi havuzu igerisinden ayn1 tiiriin
bireylerinin daha benzer dizilere sahip olmasi prensibiyle ¢alismaktadir. Barkodlama ilk
olarak mikrogenomik tani1 yaklasimlari olarak agiga ¢ikmis olup, morfolojik karakterlere
dayali teshisin zor ve/veya imkansiz oldugu bazi mikroorganizma gruplar1 igin
kullanilmistir (Nanney, 1982; Pace, 1997; Allander ve ark., 2001; Hamels ve ark., 2001;
Frézal ve Leblois, 2008). Daha sonra Hebert ve ark. (2003a,b) tarafindan yiiksek
organizasyonlu tiirlerin tanimlanmasi i¢in de benzer bir yaklasim Onerilmis ve DNA
barkodlama sistemi olarak adlandirilmistir. Bu sistem kisa siirede oldukga yaygin hale

gelmistir. Giiniimiizde, DNA barkodlama kisa ve standart gen bolgelerini kullanarak tiir



diizeyinde tanimlamayi otomatize edebilmenin yani sira, aragtirmacilar i¢in hizli ve
guvenilir bir ara¢ olmustur (Hebert ve Gregory, 2005; Lim ve ark,. 2009; Pino-Bodas ve
ark., 2013).

Hayvan gruplarinin DNA barkodlama ¢aligmalarinda mitokondri DNA'sinin sitokrom c
oksidaz 1 (COI) gen bolgesine ait 648 bg. uzunlugunda bir niikleotid dizisi (Folmer
bolgesi) evrensel bir DNA barkod belirteci olarak kabul gormiistiir (Folmer ve ark.,
1994, Hebert ve ark., 2003a, b; Frézal ve Leblois, 2008). Mitokondriyal COI geni hiicre
solunumundan sorumlu enzim sisteminin katalitik bir alt birimini kodlamaktadir. Huicre
icerisindeki fonksiyonlar1 nedeniyle bu gen gorece yavas evrimlesmektedir (Lynch ve
Jarrell, 1993) Bu nedenle COIl dizisinde meydana gelen niikleotid degisimlersi,
insersiyonlar ve delesyonlar kodon yapisin1 bozmayacak diizeyde meydana gelmektedir
ve bu da dizinin hizalamasini kolaylastirmaktadir (Hebert ve ark., 2003). Hebert ve ark.
(2003b) tarafindan 11 hayvan subesinden 13.320 tiir kullanilarak COIl bdolgesindeki
farklilagma duzeylerini [p-uzaklik (distance): toplam niikleotid degisiminin toplam
niikleotid sayisina orani] incelenmistir. Bu ¢alisma sonucunda COIl ayni cinse ait tiirler
arasinda ortalama olarak %1 (Cnidaria) ile %15,7 (Annelida) arasinda farklilasma
degerlerine sahiptir. Baz1 omurgali (6rnegin kuslar, baliklar) ve omurgasiz (6rnegin
bocekler) hayvan gruplarinda COl bolgesi barkod araci olarak kullanilmaktadir, ancak
baz1 Cnidaria (Shearer ve Coffroth, 2008) ve Insecta (Bourke ve ark., 2013; Hebert ve
ark., 2003a; Wiemers ve Fiedler, 2007) tiirlerinde bu barkod araci basarili olmamustir.
Gunumuzde DNA barkodlama calismalarinda COI temelli barkodlamalarin alternatif
belirteclerle desteklenmesi gerektigi ve barkodlama icin farkli belirteglere ihtiyag
duyuldugu siklikla bildirilmektedir (Chen ve ark., 2010; Fiser Pe¢nikar ve Buzan, 2014;
Yao ve ark., 2010). ideal barkod araci olarak aday DNA segmentinin tiir iginde
neredeyse hi¢ degismemis diizeyde olmasi fakat yakin tiirleri bile ayirma giiciine sahip
olacak sekilde tiirler arasinda farklilasmis olmasi, farkli taksonomik diizeylerde
paylasilmas1 ve farkli canli gruplarinda korunmus primer baglanma bolgelerini icermesi
gibi 6zellikleri tasimahidir (Hebert ve ark., 2003a; Hebert ve ark., 2003b). Bu 6zellikleri
kismen tastyan bir barkod aract olan COI bdlgesi (i) bircok organizmada birden fazla
sayida kopyasinin bulunmasi nedeniyle heterojenite sergilemesi (Lopez ve ark., 1994;
Thalmann ve ark., 2004; Strugnell ve Lindgren, 2007; Frézal ve Leblois, 2008; Buhay,

2009), (ii) ¢ogaltilan bolgenin evrensel bolgeleri temsil etmesi nedeniyle kaynak dokuda



bulunan endosimbiyotik COIl bdlgelerinin ¢ogaltilmasi olasiligr (Frézal ve Leblois,
2008; Smith ve ark., 2012); (iii) yatay ve dikey gen transferleri ile farkli kaynaklara ait
COI fragmanlarinin ¢ogaltilmas1 olasiligi (Hurst ve Jiggins, 2005; Dasmahapatra ve
Mallet, 2006; Rot ve ark., 2006) ve en onemlisi (iv) ¢esitli gruplarda farkli evrimsel
farklilagsma oranlarina sahip olmasi gibi nedenlerle farkli belirteclerle desteklenmesine
ihtiyac1 duymaktadir (Hulcr ve ark., 2007; Frézal ve Leblois, 2008). Arastirmacilar bu
problemlerin Ustesinden gelmek igin birgok ¢alisma yiiriitmektedir. Ornegin Numt
(nuclear-mitochondrial kontaminat) bdlgeleri kodon yapisinin olusturulmasi ile
belirlenebilmektedir (Strugnell ve Lindgren, 2007; Frézal ve Leblois, 2008). Aym
zamanda BOLD sisteminde de dizi denetleme uygulamasi bulunmaktadir. Ancak BOLD
sisteminde bilinmeyen bir 6rnegin tanisini1 yapacak bir aragtirmaci i¢in bu diziler halen
yaniltict olabilmektedir. Ayrica bazi arastirmacilar anasal kalittim sergileyen COlI
bolgesinin dogada var olan karmasikligr asla yansitmayacagini 6ne stirmektedir (Chase
ve ark., 2005; Yao ve ark., 2010; Kvist, 2013). Bu sorunlarin ¢éziimii igin DNA
barkodlamada ¢ekirdek DNA belirteclerinin daha bilgi verici olacagi onerilmistir
(Chase ve Fay, 2009). Tiim bu nedenlerden dolay1 dkaryotlarin {i¢ ana grubu igin ayri
barkodlama belirtecleri arastirilmaya ve kullanilmaya baslanmistir. Hayvanlarda COI
standart barkod olarak kullanilirken (Hebert, 2003a,b), bitkilerde ise matK ve rbcL
bolgeleri tercih edilmektedir (CBOL Plant Working Group, 2009). Mantar gruplarinin
barkodlamasinda zaten kullanilmakta olan cekirdek ribozomal DNA (rDNA) gen
bolgesi igerisinde konuslanmis ITS (internal transcribed spacer) dizileri son yillarda
bitki ve hayvan gruplari iginde onerilmistir (Bourke ve ark., 2013; Chen ve ark., 2010;
Seena ve ark., 2010; Yao ve ark., 2010).

1.3 ITS2 Bolgesi

Ribozomlar hiicrede protein sentezi makinalar1 olarak gdrev almaktadir. Bu nedenle
hicre bélinmesi, buyimesi ve fonksiyonu igin oldukga 6nemli birimlerdir. Bu nedenle
ribozomlarin olusumu yani ribozomlarin biyogenizi canlilar i¢in yasamsaldir. Okaryotik
hicrelerde ribozom biyogenizi RNA polimeraz | tarafindan tek bir birim halinde
sentezlenen rRNA sentezi ile baslamaktadir (Nazar, 2004). Okaryotik cekirdek
rDNA’lan yaklagik 5000 kopya ile genomda ardisik sirali bir sekilde bulunmaktadir.
Her tekrar eden birim kuclk altbirim (SSU), biydk altbirim (LSU) ve 5.8S
rDNA’lardan olugmaktadir. Bu rRNA kodlayan bdlgeler birbirlerinden ayiraglar



(spacer) ile ayrilir. SSU ve LSU rDNA’lar1 iki ETS (external transcribed spacer) ve bir
NTS (non-transcribed spacer) ile ayrilmaktadir. Bu ayiraglarin hepsi IGS (intergenic
spacer) olarak adlandirilmaktadir (Sekil 1.2) (Choe ve ark., 1999).

Okaryotik
5'ETS 3'ETS
ITS1 ITS2

185 5.85 25/28S

Sekil 1.2 Nikleer crDNA Uzerinde ITS2 bélgesinin konumu

Geleneksel olarak ITS1, ITS2 ve 5.8S rRNA bolgesinin tamami ITS bolgesi olarak
adlandirilmaktadir. Yiizlerce tekrardan olusan ITS bolgesinin filogenetik bir belirteg
olarak kullanimi konusundan tekrarlar arasindaki varyasyonlar bulanabilecegi siiphesi
ile uzun yillar kagmilmistir (Coleman, 2003). Ancak agiga ¢ikan veriler ITS
bolgelerinin tekrarlar1 arasindaki varyasyonun yalnizca hibrit ve allopoliploid tiirlerde
gbzlemlendigini gostermistir (Buckler ve ark., 1997; Fuertes ve ark., 1999). Bu siire¢
“ayumlu evrim” (concerted evolution) olarak adlandirilan bir mekanizmanin sonucudur
ve ITS bolgeleri gibi ¢oklu gen ailelerinin homojenize, tek bir gen gibi evrimlesmesini
saglamaktadir (Elder ve Turner, 1995). Ancak bazi bitki tiirlerinin ITS bolgelerinde
intragenomik (genom igerisindeki tekrarlarda) “uyumlu olmayan™ evrim durumlari

bildirilmistir (Harpke ve Peterson, 2006).

Farkl1 taksonomik gruplarda yiiriitiilen aragtirmalar, ITS2 DNA bdlgesinin barkodlama
da giderek 6nem kazandigini ve hizla benimsendigini gostermektedir (Chen ve ark.,
2010; Wolf, 2015; Yao ve ark., 2010). ITS2 bolgesi hizli evrimlesme kapasitesine
sahiptir ve bu nedenle ylksek varyasyon gostermektedir (Coleman ve Vacquier, 2002;
Coleman, 2003). Bu o6zelligi nedeni ile tiir ve tiir alti taksonomik seviyeler igin
kullanislh bir belirteg oldugu ileri siiriilmektedir (Coleman, 2000, 2003, 2007; Alvarez
ve Wendel, 2003; Mauller ve ark., 2007; Rainer ve ark., 2007; Sonnenberg ve ark.,
2007). ITS2 DNA bolgesinin dogrudan niikleotid dizi verisinin kullanimina ek olarak
transkripsiyona ugramasi sonucunda agiga ¢ikan transkript, tipk1 rRNA alt birimlerinde
oldugu gibi sekonder (ikincil) yapilar olusturmaktadir (Coleman, 2003, 2007; Schultz ve
ark., 2005; Wolf ve ark., 2005a; Schultz ve ark., 2006; Selig ve ark., 2008). Bu sekonder
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yapt bilgisi barkodlama yaklasiminda farkli bir boyutu, yani tiir Ustl taksonomik
gruplar1 degerlendirme avantaji sunmaktadir (Coleman, 2003, 2007; Schultz ve ark.,
2005; Wolf ve ark., 2005a; Schultz ve ark., 2006; Hunter ve ark., 2007; Selig ve ark.,
2008). Hem niikleotid dizi verisi hem de sekonder yap1 6zgiinliigii gibi avantajlarinin
yani sira ITS2 DNA bolgeleri niikleotid uzunlugu (fragman uzunlugu) agisindan da tiire
0zglnlik sergileyebilmektedir (Allen ve ark., 2004; Yao ve ark., 2010). Tim bu
nedenlerden dolayr ITS2 bélgesi giiniimiizde 6zellikle hayvanlarda DNA barkodlama
sistemi i¢in Onerilen ikili belirte¢ kullanimi (COIl ve ITS2) icin 6nemli bir aday
konumundadir (Yao ve ark., 2010; Pino-Bodas, 2013). ITS2 temelli barkodlamalarin
hayvan gruplar i¢in kullanimi olduk¢a yeni bir gelisme olup, COI belirtecinin bu
alternatif belirtecle desteklenmesi barkodlama sistemine olan glveni oldukca
giiclendirecegi diistiniilmektedir (Yao ve ark., 2010). Ancak ITS2 dizileri halen bircok
grup icin test edilebilmis degildir ve barkod referans kiitliphanesi olusturabilecek
yeterlilikte DNA dizi bilgisi heniiz mevcut degildir (Coleman, 2015; Wolf, 2015; Yao
ve ark., 2010).

1.3.1 ITS2 Bolgesinin Evrimi ve Kdkeni

Ribozomal RNA genleri evrimsel biyologlarin sube ve sinif gibi yiiksek taksonomik
diizeylerde filogenetik iliskileri incelemesine olanak taniyacak kadar yavas
evrimlesmektedir (Woese ve Fox, 1977). rRNA genleri arasinda yer alan ITS2 bolgesi
komsu oldugu bélgelere oranla yaklasik 100 kat daha hizli evrimlesmektedir (Elder ve
Turner, 1995). Okaryotik organizmalarda bu denli hizli evrimlesen ITS2 bélgesinin
kokeni hakkinda tam kabul gérmiis bir hipotez bulunmamaktadir. Okaryotik hiicrelerde
100°den fazla kopyas1 bulunan rRNA gen kiimesi, Bacteria ve Archaea genomlarinda

yaklasik 10 tekrardan olusmaktadir (Coleman, 2015).
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Sekil 1.3 Prokaryotik ve okaryotik rDNA genleri

Bacteria ve Archaea rRNA kimesi kicuk altbirim (SSU) ile biyik altbirimi (LSU)
birbirinden ayiran tek bir aralayici bolge ile ayrilmaktadir (Sekil 1.3). Bu aralayic1 bolge
bir ya da iki tane tRNA genini icermektedir (Nazar, 1980).Ancak oOkaryotik ITS
bolgelerinin  igerisinde tRNA geni ya da kalintisi yoniinde higbir bulgu
bulunmamaktadir. Okaryotik ITS1 bolgesinin prokaryotik ITS bolgesinden (Clark,
1987) ve ITS2 bolgesinin ise rDNA’nin biiyiik alt biriminin (LSU) genisleyen
segmentinden koken aldigi disiiniilmektedir (Lafontaine ve Tollervey, 2001; Nazar,
1980).

1.3.2 ITS2 Bélgesinin ikincil Yapisi

ITS2 bolgesi yalnizca dizi bilgisi aracilig ile degil rRNA transkriptinin ikincil yapisi ile
de taksonomik veri sunmaktadir. Nerdeyse tim okaryotik ITS2 bdlgelerinin ikincil
yapilarint korunmustur ve Sekil 1.4’de gosterilen yapiya sahiptir (Coleman, 2007). Bu
korunmus yapi ilk olarak yesil alglerle ve karasal bitkilerin karsilastirilmasi sirasinda
gbzlemlenmistir (Mai ve Coleman, 1997). ITS2 tipik olarak dort helikse sahiptir (Sekil
1.4). Bu helikslerden 1 ve 1V, tiir hatta tiir altti taksonomik diizeyde degiskenlik
gosterebilmektedir ve en degisken helikslerdir (Coleman, 2007). En azindan cins iginde,
heliks I, I ve IV’in bazal eslesmeleri korunmus iken en korunmus yap1 heliks III’Un

distal bolgesindedir (Coleman, 2007; Schultz ve ark., 2005).
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Sekil 1.4 Coleman (2007), 6karyotik ITS2 genel yapisi ve korunmus motifleri

Korunmus ITS2 ikincil yapisinin; dort kollu (heliks) olmasi, uzun heliks IlI’e sahip
olmasi, heliks IIT’lin 5' apeksine yakin bir bolgede UGGU benzeri (6rnegin; UGGGU,
UGG, GGU) bir yapr igermesi, heliks I1I’de pirimidin-pirimidin hatali eslesmeleri
(6rnegin U-U, C-C) gibi genel 6zellikleri bulunmaktadir (Schultz ve ark., 2005). Ancak,
bitin okaryotik organizma ITS2’leri aynmi1 heliks sayisina sahip degildir (Coleman,
2007). Ozellikle bocekler de heliks II ile heliks III arasinda bir heliks daha yer
alabilmektedir ve heliks III’in 5' apeksine yakin bir boélgede tiim bdocekler igin
genelleyebilecek bir yapi heniiz bulunamamistir (Coleman, 2007; Schultz ve ark.,
2005). Ornegin Chrysomelinae (Coleoptera: Chrysomelinae) altfamilyasinda 5'-CGA
TCG TCG TG-3' dizisi heliks III’iin apeksindeki korunmus motif iken, Drosophila
tirlerinde 5'-GTC TAG CAT A-3' dizisi bu bolgede korunmustur (Coleman, 2007).

ITS2 ikincil yapilarimin tasidiklart bir 6zellik nedeniyle “CBC tiir kavrami” olarak
adlandirilan yeni bir tiir kavraminin dogmasini saglamistir (Coleman, 2000). Bu tur
kavrami ilk olarak yesil alglerin (Volvocales), ITS2 ikincil yapilarindaki heliks II ve
heliks Il Gzerinde bir CBC’nin (telafi edici baz degisimi, CBC: Compensatory Base
Changes) varligi ile suslarinin eseysel uyumsuzlugu arasinda bir korelasyonun
goriilmesiyle ortaya atilmistir. Telafi edici baz degisimleri (CBC) ITS2 transkriptinin
helikslerinden herhangi birinde gézlemlenebilir (Coleman, 2000; Mdller ve ark., 2007).
Basitge ITS2 ikincil yapisindaki herhangi bir heliksin bir tarafinda meydana gelen
niikleotid degisimini diger tarafindaki niikleotid degisimi ile beraber gerceklesiyorsa bu

bir CBC’nin varligina isaret eder. Ornegin heliks tizerindeki herhangi bir pozisyonun A-
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U oldugunu varsayarsak A->G mutasyonunu U - C mutasyonu ile telafi edilmesi bir
CBC’ye isaret eder (Sekil 1.5). Eger bu degisim heliksin bir tarafinda gerceklesiyorsa

bu durum “Hemi-CBC” olarak tanimlanmaktadir (Coleman ve Vacquier, 2002).

Hemi-CBC

AAU AAA
U U U U

-G -G

- =U G-U
C- C-G—aU-G—>U-A U-A

“C off =-

UA-UCA UA-UCA

CBC

Sekil 1.5 ITS2 ikincil yapisi tizerinde CBC ve Hemi-CBC’ler

ITS2 yapilarinda meydana gelen degisimlerle iligkilendiren CBC tiir kavrami, Ernst
Mayr tarafindan ortaya atilan biyolojik tiir kavramuiyla ile iligkilidir ve iki organizmanin
ITS2 korunmus ikincil yapisinda tek bir CBC’nin tanimlanmasinin iki farkli biyolojik
tiire isaret ettigini one siirmektedir (Coleman ve Vacquier, 2002). Fakat iki organizma
arasinda bir CBC’nin tanimlanmamasi bu iki organizmay1 tek bir tir igerisine
almamaktadir (Coleman, 2000). Miiller ve ark. (2007) tarafindan bu tiir kavrami 1300
yakin iligkili tiire (¢cogunlukla bitki ve mantar) ait ITS2 dizileri analiz edilerek
stnanmistir ve ayni cinse ait tiirler arasinda bir CBC’nin varlig1 %93 oraninda farkh
tirleri agiga ¢ikarmistir (Muller ve ark., 2007). Daha sonra 6zellikle yesil alglerde CBC
tiir kavrami kullanilarak yeni tiirler tanimlanmistir (Bock ve ark., 2011; Demchenko ve
ark., 2012; Hegewald ve ark, 2010; Krienitz ve ark., 2011). Ruhl ve ark. (2010)
tarafindan morfolojik olarak ayrilamayan bir Coleoptera cinsi olan, Altica turlerinde
CBC analizinin ¢ok yakin tiirleri ayirdigin1 ve morfolojik olarak ayrilamayan tiirlerin
CBC analizi ile ayirt edilebileceklerini bildirmislerdir (Ruhl ve ark., 2010). Ancak CBC
varligi ile tiirlesme arasinda bir iligki heniiz bulunamamistir. Bunun yalnizca bir

korelasyon oldugu diistiniilmektedir (Wolf ve ark., 2013).
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Genom igerisindeki ITS2 ¢oklu tekrarlarindan dolay1 intragenomik varyasyon kaynakli
hatalar CBC tiir kavramini yanhs yonlendirebilir. Ozellikle karmasik evrimsel hikayeye
sahip tiir kompleksleri, yatay gen transferleri ve atasal hibrit tiirler i¢cin bu durum olasi
gortlmektedir (Mdller ve ark., 2007). Ancak Wolf ve ark. (2013) tarafindan 178 bitki
tird ve 5000°den fazla intragenomik varyant ITS2 bdlgesi kullanilarak yapilan
calismada, intragenomik ITS2’ler arasinda bir CBC’nin bulunma olasiligi % 0,01 olarak
hesaplanmistir (Wolf ve ark., 2013).
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2. MATERYAL ve METOT

Calismanin veri setinin olusturulmasi ve analizlerin gerceklestirilmesi birbirine bagimli
stireglerin sirali olarak takip edilmesi ile ger¢eklestirilmistir. Bu asamalar ve suregler

Sekil 2.1°de 6zetlenmis olup, ayrintilart basliklar halinde bu boéliimde agiklanmistir.

Sekil 2.1 Calismada gergeklestirilen asamalar ve gergeklestirilen analizlerin 6zeti
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2.1 Orneklerin Toplanmasi ve Calismaya Dahil Edilmesi

Kullanilan Symphyta alttakimma ait tiirlerin bir kismi Cumbhuriyet Universitesi
Entomoloji Koleksiyonunda gerek alkol gerekse mize materyali olarak bulunmakta
olup, ¢alisma kapsaminda ECCUS biinyesinde bulunmayan tiirlerin temin edilmesi i¢in
Bati Karadeniz ve I¢ Anadolu bolgelerini kapsayan arazi caligmasi yapilmustir.
Orneklerin toplanmas1 ve ¢alisma kapsaminda kullanilmasi i¢in T.C. Orman ve Su sleri
Bakanlig1 Doga Koruma ve Milli Parklar Genel Miidiirliigii’nden izin belgesi alinmistir.
Ornekler ¢ap1 40 cm olan bir el ag1 (atrap) kullanilarak tarama ve konak bitki tespiti
yontemi ile toplanmistir. Arazi ¢aligmasi sirasinda toplanan 6rnekler cam sise igerisine
alarak %99’luk etanol (EtOH) igerisinde laboratuvar ortamina getirilmistir. Laboratuvar
ortamina getirilen drneklerin alkolleri degistirilerek ve etiket bilgileri diizenlenerek -20
°C’de saklanmistir. Calisma kapsaminda kullanilacak Orneklerin tespiti icin teshis
islemi yapilmistir. Bu amagla bir¢ok teshis anahtari birlikte kullanilmistir (Wright,
1990; Benson, 1946, 1950, 1968; Zhelokhovtsev-Medvedev, 1994; Goulet ve Huber,
1993). Teshis islemleri SMZ-1500 Nikon marka stereo mikroskop yardimiyla
yapilmustir.

Teshis edilen ve ECCUS biinyesinde bulunan 6rnekler arasindan Symphyta alttakiminin
tim familyalarin1 temsil edecek sekilde ITS2 bdlgesi dizi verisinin olusturulabilmesi
icin 10 farkli familyadan 109 birey ve 51 tiir kullamilmistir. Bu tilirlerin ayrintilar
Cizelge 2.1°de verilmistir. Aym1 zamanda GenBank veri tabaninda yer alan
Tenthredinidae familyasina ait 27 tiirden 71 bireyin ITS2 verisi de analizlere dahil

edilmistir ve Cizelge 2.2’de bu tiirlerin ayrintilari verilmistir.
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Cizelge 2.1 Proje kapsaminda kullanilan tiirler

Familya

Altfamilya

Tiirler

Birey Sayist

Argidae

Arginae

Sterictiphorinae

Cephidae

Cephinae

Cimbicidae

Abinae

Corynidinae

Diprionidae

Diprioninae

Megalodontesidae

Pamphiliidae

Cephalciinae

Siricidae

Siricinae

Tenthredinidae

Allantinae

Blennocampinae

Nematinae

Selandrinae

Tenthredininae

Kiphydriidae

Kiphydrinae

Kyelidae

Xyelinae

. drge dimidiata (Fallén, 1808)

Arge ochrapus (Gmelin, 1790)

Arge pleuritica (Klug, 1834)

Arge enodis (Linné, 1767)

Arge sp.

Sterictiphora angelicae (Panzer, 1799)
Sterictiphora furcata (Villers, 1789)
Calameuta pygmaea (Poda, 1761)
Cephus pygmeus (Linné, 1767)

Cephus rjabovi (Dovnar-Zapolski, 1926)
Hartigia linearis (Schrank, 1781)
Pachycephus smyrnensis (J P EF. Stein, 1876)
Trachelus iudaicus (Konow, 1907)
Trachelus tabidus (Fabricius, 1775)
Calameuta idolon (Rossi, 1794)

Abig sericea (Linné, 1767)

Corynis crassicornis (Rossi, 1790
Corynis lateralis (Brullé, 1832)
Neadiprion sertifer (Geoffrov, 1785)
Megalodontes cephalotes (Fabricius, 1781)
| dcantholyda posticalis (Matsumura, 1912)
Sirex noctilio (Fabricis, 1793)

| Allantus cinctus (Linné, 1758)

| Allantus didymus (Klug, 1818)

Athalia circularis (Klug, 1815)

Athalia scutellariae (Cameron, 1880)
Monophadnaides rubi (T.W._ Harris, 1845)
Cladius pectinicornis (Geoffroy, 1783)
Nematus sp.

Pontania sp.

Pristiphora conjugata (Dahlbom, 1835}
Pristiphora platycerus (Hartig, 1840)
Dolerus vestigialis (Klug, 1818)
Dolerus pratensis (Limé, 1758)
Dolerus germanicus (Fabricius, 1775)
Selandria serva (Fabricius, 1793)
dglaostigma aucupariae (Kug, 1817)
Aglapstigma fulvipes (Scopoli 1763)
Macrophya diversipes (Schrank, 1782)
Macrophya superba (Tischbein, 1852)
Rhogogaster viridis (Linné, 1758)
Tenthredo costata (Klug, 1817)
Tenthredo asiatica (Enslin, 1910)
Tenthredo zonula (Klug, 1817)
Tenthredopsis andrei (Konow, 1898)
Tenthredopsis annuligera (Eversmann, 1847)
Tenthredopsis friesei (Konow, 1884)
Tenthredopsis guichardi Benson, 1968
Tenthredopsis litterata (Geoffrov, 1783)
Xiphydria prolongata (Geoffroy, 1785)
Xyela curva (Benson, 1938)
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Cizelge 2.2 GenBank veri tabaninda alinarak ¢alismaya dahil edilen tiirler

Familya Altfamilva |Tiirler Birey Savist GenBank No.
Empria alectar - 4 HM177273.1-HM177276.1
Empria alpina | ) HM177300.1-HM177301.1
Empria basalis L HM177266.1-HM177272.1
Empria candidata I HM177315.1
Empria excisa I 1 HM177313.1
Empria flatcheri I HM177308.1
Empria honshuana | 1 TN029854.1
Empria hungarica I TN788313.1
Empria immersa o s HM177305.1-HM177307.1
Empria improba I TN788309.1
Empria japorica M 4 HM177297.1-HM177299.1, TN029343.1
Empria liturata | ) TN029855.1, HM177310.1
Empria loktini ] TN029845.1-TIN029846.1, HM177302.1
Tenthredinidae | Allantinae |Empria longicornis L HM177290.1-HM177296.1
Empria minuta . 2 HM177304.1, HQ412765.1
Empria multicolor I TN788314.1
Empria pallimacula | 1 HMI177311.1
Empria parvula I HM177312.1
Empria plana | ) TN029847.1-TIN029848.1
Empria pumiloides I HM177309.1
Empria quadrimaculata . 2 JN029857.1-TIN029858.1
Empria rubicola I TN029856.1
Empria sexpunctata l 1 HM177314.1
Empria takeuchii | ) TN029852.1-TN029853.1
Empria tridens T | Evi177277.1-HM177288.1, JF505296.1, TN029842.1
Empria tridentis . 3 JN029849.1-TN029851.1
Maonsoma pulveratum . 2 JINTE8315.1, HM177316.1

2.2 DNA izolasyonu

Total genomik DNA izolasyonu %99’luk alkol icerisinde saklanan érneklerin bir bacak
seti kullanilarak gerceklestirilmistir. Orneklerden pens yardimiyla alinan bacak setleri
kurutma kagidi tizerinde kurutulduktan sonra mikrosantrifiij tlipleri icerisine alinarak
mekanik ezme islemi gergeklestirilmistir. Daha sonra QIAGEN marka (DNeasy Blood
& Tissue Kit) DNA izolasyon kiti kullanilarak DNA izolasyonu gergeklestirilmistir.
Izolasyonu sirasinda ticari kit protokoliinde baz1 degisiklikler yapilmistir ve protokol su

sekilde izlenmistir:

1. Doku orneklerine mekanik ezme iglemi uygulanir.

2. Mekanik ezme gergeklestirilen 6rnek, 180 ul ATL tamponu ile silispanse edilir.
Uzerine 20 pl proteinaz K eklenir, karistirilir ve dokunun tiimiiyle lizis olmas1 amaciyla
37 °C’de gece boyu karistiricili ortamda inkiibasyona birakilir.

3. Homojenatin iizerine 200 pul AL tamponu eklenir ve ardindan tekrar karistirma islemi

yapilir. Homojenat tizerine 200 pl absolute etanol eklenir ve tekrar karistirilir.
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4. Bu karigim kitle birlikte temin edilen 2 ml’lik santrifiij tiiplerinin igindeki DNeasy
Mini spin kolon igine yerlestirilir ve ardindan 6000 x g'de 2 dakika santrifiij edilir.

5. DNeasy Mini spin kolonun alttaki tiip kismi atilarak yine kit ile beraber temin edilen
2 ml’lik santriftj tipune konulur ve igerisine 500 ul AW1 tamponu eklenerek 6000 x
g'de 2 dakika santrif(yj edilir.

6. DNeasy Mini spin kolon tekrar 2 ml’lik yeni bir santriflj tlpine yerlestirilerek
uzerine 500 pl AW2 tamponu eklenir ve 20,000 x g’de 5 dk santriftj edilir.

7. Tip uzaklastirilarak DNeasy Mini spin kolon 2 ml’lik yeni bir santrifuj tupune
yerlestirilir ve DNA'nin kolondan eliisyonu amaciyla membran iizerine 50 pul AE
tamponu dikkatli bir sekilde eklenir. Oda sicakliginda 2 dakikalik inkiibasyondan sonra
6000 x g'de 3 dakika santrifiij edilir.

8. Genomik DNA ornekleri saklanmak Gzere -20 °C' ye kaldirilir. PZR uygulamalari
asamasinda ihtiya¢ duyulursa mevcut genomik DNA'nin ¢éziinmesini kolaylastirmak
amactyla DNA ornekleri sicak-soguk sokuna (65 °C’de 10 dk ve -20 °C’de 20 dk)

maruz birakilabilir.

DNA izolasyonu asamasinin tamamlanmasindan sonra genomik DNA’nin kalite ve
kantitesinin belirlenmesi amaciyla NanoDrop (MaestroNano®) aleti kullanilarak

6lgtimleri yapilmistir.

2.3 ITS2 Bolgesinin Polimeraz Zincir Reaksiyonuyla (PZR) Cogaltilmasi

Cekirdek DNA'min 5.8S-1TS2-28S rDNA bolgeleri Ji ve ark. (2003) tarafindan
tasarlanan evrensel Hymenoptera ITS2 primerleri Cas5p8sFt (5°’ATG AAC ATC GAC
ATT TCG AAC GCA TAT 3") ve Cas28sB1d (5'TTC TTT TCC TCC GCT TAG TAA
TAT GCT TAA 3°) kullanilarak gergeklestirilmistir. Ancak bazi Orneklerin ITS2
bolgelerinin ¢ogaltimindan bu primer ile basar1 saglanamamistir. Symphyta alttakimdan
Empria cinsinin ITS2 boélgelerinin gogaltilmasi sirasinda benzer problemle karsilasan
Prous ve ark. (2011) tarafindan kullanilan AM1 (5" TGT GAA CTG CAG GAC ACA
TGA 3) ve AM2 (5’ATG CTT AAA TTT AGG GGG TAG TC 37) primerleri
kullanilarak tiim bireylerin ITS2 bolgesi ¢ogaltilmistir (Prous ve ark., 2011).

PZR reaksiyonlar1 50ul son hacimde hazirlanmis olup, reaksiyon ortamina 0,5 U Taq
DNA polimeraz, 5 pl 10 x reaksiyon tamponu (100 mM Tris—HCI, pH 8,8, 500 mM
KCI, %0,8 Nonidet P-40), primer ciftlerinin her birinden 10 pmol (Macrogen), 0,2 mM
dNTP (MBI Fermentas), 3 mM MgCI, ve 10-200 ng kalip DNA eklenmistir. PZR
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uygulamalarinda; 94 °C’de 5 dakikalik baslangi¢c denatiirasyonu ve sonrasinda 33
dongiiden olusan; denatiirasyon (94 °C’de 40 saniye), primer baglanma (51 °C’de 40
saniye), uzama (72 °C, 1 dakika) ve son uzama (72 °C’de 10 dakika) adimlar1 takip

edilmistir.

ITS2 bolgesinin PZR urunlerinin kalite ve kantitesi %1’lik konsantrasyonla hazirlanan
agaroz jel ile elektroforetik olarak kontrol edilmistir (Sekil 2.2). Dizileme 6ncesi PZR
trlinlerinin ~ konsantrasyonun  yaklasik olarak bilinmesi gerektiginden bant

parlakliklarina gore belirteg ile karsilagtirma yapilarak konsantrasyon tahmin edilmistir.

Lambda DNA/EcoRI+Hindlll Marker, 3
bp nO5pg %

- 21zt zies 48,
5148
£ 2073
4368

|- 3520° 364

2007 209 42
[— 1904 196

< 1% TopMision™ LE GO Agarcse GRO4S1)

ns dn bpk 21226%, 5148, 4073, 4288,
904, 1584, 1375, 947, 831, 564, 125

Sekil 2.2 Argidae familyasi tiirlerinin ITS2 PZR iiriinleri

Kalitesi ve kantitesi jel iizerinde tespit edilen 6rneklerden basarili bir sekilde ¢ogalanlar
dizileme reaksiyonlar1 igin -20 °C'de saklanmistir. Diisiik konstrasyonlu 6rnekler PZR
tirlintin kalip olarak kullanilmasiyla tekrardan ¢ogaltilmistir ve bdylelikle dizilemeye

gonderilmistir.

2.4 1TS2 Bolgesinin Dizilenmesi ve Dizilerin Duzeltilmesi

PZR reaksiyonlari sonucunda c¢ogaltilan ITS2 bolgelerinin dizilenme ve saflagtirilma
islemleri Macrogen firmasindan (Meibergdreef 31, A.2. Amsterdam, The Netherlands,
P.K: 1105) hizmet alimi yoluyla yaptirilmistir. Dizileme reaksiyonlar1 PZR de

kullanilan primer ¢iftleri kullanilarak iki yonlii gerceklestirilmistir.
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Sekil 2.3 Aglaostigma aucupariae tlrlne ait ITS2 kromotogram goruntisu

DNA dizileme islemleri sonucunda firma tarafindan gonderilen her bir 6rnegin iki yonli
dizileme pikleri CodonCode Aligner v.5.1.5 (CodonCode Corporation) paket programi
kullanilarak gozle kontrol edilmistir ve hatali diziler diizeltilmistir (Sekil 2. 3).

2.5 ITS2 Bolgesinin Simirlarimin Belirlenmesi (Annotation)
ITS2 bolgelerinin in vitro amplifikasyonunda kullanilan primerler ¢rDNA’nin 5.8S ve
28S bolgelerine baglanmaktadir (Sekil 2.4).

e cor Stem hybridization »

|Results

Config options

sec®eosoe
0006 C0c00

eeec0EO0OCOEOEEOBO 121912 1344 1245
' AT AL T CAGAGCAGGUAGAC A e (T TR (2
285 motif

| Annatation

>Sequence 1 hybeidiap

[ty ot o (e CGGACCACGOC T GGCT GAGGGT O T TTACGT T TATCGAACGACT GCTCTCTTCTCTCTCTOGCTCGAGGGHGAGGGAGAL

5.8S motif

Sekil 2.4 ITS2 veri tabaninda ham dizilerin siirlarin belirlenmesi

Bu nedenle dizileme sonrasinda bu bolgelerin ITS2 bdlgesinden ayrilmasi
gerekmektedir. Ham diziler 1TS2 rRNA Databese blinyesinde ¢evrimici hizmet veren

program kullanilarak sinirlandirilmistir (Keller ve ark., 2009). Ancak bazi dizilerin 5.8S
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ya da 28S bolgelerine ait dizilerin kisa olmasi nedeniyle referans dizilerle hizalama

yapilarak sinirlandirma islemi gergeklestirilmistir.

2.6 ITS2 Bolgesinin Barkod Araci Olarak Sinanmasi

Dizileme ¢alismalar1 sonrasinda 10 farkli familyadan 51 tiirtin 109 bireyinin ITS2 dizi
bilgisi olusturulmustur (Cizelge 2.1). Ayrica GenBank veritabaninda yer alan 27 turden
71 bireyin 1TS2 verisi de analizlere dahil edilmistir (Cizelge 2.2). Sonu¢ olarak 180
bireyi kapsayan bir veri seti olusturulmustur ve bu veri seti hem bir biitiin olarak hem de
tiir, cins, altfamilya ve familya olarak ayrilarak korunmusluk ve degiskenlik diizeylerini

bulmak i¢in uzaklik tabanli analizler gerceklestirilmistir.

2.7.1 Niikleotid Dizisi Tabanh Analizler

ITS2 dizi verisi MAFFT v7.017 (Katoh ve ark., 2002) ¢oklu dizi hizalama programi
kullanilarak hizalanmigtir. Hizalanmig dizi verisi Gzerinden korunmusluk ve degiskenlik
diizeylerinin belirlenmesi amaciyla Mega 6.0 (Tamura ve ark., 2013) programi
icerisinde yer alan “p-distance” uzaklik yontemi kullanilarak hesaplanmistir. Ayni
zamanda minimum evrim prensibi tabanli komsu baglama (NJ - neighbour joining)
yontemi ve niikleotid yer degistime modeli olarak da Kimura 2-parametre (K2P) modeli

kullanilarak filogenetik analiz yapilmistir (Kimura, 1980).

2.7.2 ikincil Yap1 Tabanh Analizler ve ikincil Yapilarin Karakterizasyonu

Sinirlar1 belirlenen dizilerin ikincil yapilar1 RNAfold (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-
bin/RNAfold.cgi), mFOLD (Zuker, 2003) ve NUPACK (Serra ve Turner, 1995; Mirela
ve ark., 2003) programlari kullanilarak tahmin edilmistir. Ikincil yap: sekli ve “vienna”
formatindaki bilgisi sonraki analizler icin kayit edilmistir. Ikincil yapi1 tahminleri
icerisinde Okaryotlar icin 6nerilen genel ITS2 6zelliklerine uyan yapilar secilmistir. Bu
yapilar model olarak kullanilarak ITS2 veri tabanmi (http://its2.bioapps.biozentrum.uni-
wuerzburg.de/) icerisinde homoloji modelleme modiilii kullanilarak yakin taksonomik
gruplarin ikincil yapilar1 belirlenmistir. ikincil yapilarin karsilastiriimasi ExpaRNA
(Smith ve ark., 2010) programi kullanilarak gergeklestirilmistir ve homolog heliksler

boylelikle adlandirilmistir.

Ikincil yap1 verisini iceren dizi dosyalari daha sonra farkl1 taksonomik diizeyler igin ayr1
ayr1 12 x 12 veri matrisini (4 niikleotid i¢in ve 3 ikincil yap1 durumu) kullanan 4SALE

(Seibel ve ark., 2008) programi kullanilarak hizalanmistir. Bu veri seti ikincil yapi-
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nukleotid verisini iceren *“.xfasta” formatinda kayit edilmistir. Bu veri dosyasi niikleotid
dizi bilgisinin yan1 sira nokta ve parantez isaretleriyle ikincil yapinin durumunun da
bilgisini igermektedir, parantezler iki niikleotid arasindaki eslesme (sag ve sol yonli
olarak), noktalar ise eslesmeme durumunu ifade etmektedir(Sekil 2.5). Tir, cins,
altfamilya ve familya dilizeyinde CBC tablolart 4SALE programi kullanilarak

olusturulmustur.

Corynis_lateralis C A G C G G cC C U cC c G U
Corynis_crassicomis 6 6 € € € U C€C 6 C 6 6 U U A U U
Abia_sericea cCc U ¢ €C U €C U 6 € C G G A G A
Corynis_lateralis Y (Y N S ) ) ) )
Corynis_crassicornis ) ) ) ) ) . ) ) ) ) )

Abia_sericea . . . . . ) ) ) ) ) ) ) ) . )

Sekil 2.5 Cimbicidae tiirlerine ait .xfasta dosyast

CBC veri matrislerini bir karakter olarak kullanarak BIONJ olarak adlandirilan komsu
baglama agaglar1 olusturan CBCanalyzer (Wolf ve ark., 2005b) programi kullanilarak
CBC verisi lizerinde filogenetik agaglar olusturulmustur. Ayni zamanda 4SALE
programi ile hizalanmis ikincil yapi-nlkleotid verisi (.xfasta formati) ProfDist
programina (Wolf ve ark., 2008) yiiklenerek PNJ (Profile Neighbor Joining) agaglari
cizilmistir. ProfDist programinda uzaklik dogrulama modeli (distance correction model)
olarak “General Time Reversible” kullanilmis olup, “Ratematrix Q” opsiyonu igin ITS2
dizileri igin 6zel olarak gelistirilen niikelotid degisim modeli “ITS2-Q” degisim modeli
kullanilmistir (Wolf ve ark., 2008). Aga¢ topolojilerinin test edilmesi amaciyla seg-
bagla testi (bootstrap) kullanilmis olup, her analiz i¢cin1000 tekrarli olarak ayarlanmistir
(Felsenstein, 1985). Her filogenetik agag lizerinde desteklenme degerleri ylizde olarak

verilmigtir.
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3. BULGULAR

Bu ¢alisma kapsaminda Symphyta alttakimi {iyelerinin ITS2 bélgelerinin yapisi, evrimi
ve DNA barkodlama da kullanilabilirligi incelenmistir. Bu kapsamda 10 familyaya ait
51 tirden 109 birey ITS2 bolgesi PZR yOntemiyle ¢ogaltilmis ve DNA dizi bilgisi elde
edilmistir. Ayn1 zamanda GenBank veri tabaninda yer alan 27 tiirden 71 birey ¢aligmaya
dahil edilerek veri seti genisletilmistir. Boylelikle Symphyta iiyelerine ait ITS2 bolgesi
ilk defa, hem primer dizi bilgisi hem de ikincil yap1 bilgisi kullanilarak DNA
barkodlama uygulamalarinda bir ara¢ olarak sinanmis ve yapisal olarak karakterize
edilmistir. Bu caligma sonucunda elde edilen bilgiler sirasi ile sistematik olarak basliklar

halinde bu kisimda verilmistir.

3.1 Laboratuvar Calismalari

Molekiiler c¢alismalarda DNA izolasyonu ilk asamayir olusturmaktadir. PZR ve
dolayistyla dizileme agamalarin basari ile yiiriitiilebilmesi i¢in izole edilen DNA’nin saf
ve yeterli konstrasyonda olmasi gerekmektedir. Bu amacla, QIAGEN marka (DNeasy
Blood & Tissue Kit) DNA izolasyon kiti kullanilmistir. Daha sonra her 6rnek igin izole
edilen DNA’lar kalite ve kantitesinin belirlenmesi icin NanoDrop (MaestroNano®) aleti
kullanilarak spektrofotometrik olarak &lgiilmiistiir. Olciimler sonucunda en diisiik
konstrasyon 30 ng/ul ile T. frisei tiiriine, en yiiksek konstrasyon ise 3368 ng/ul ile X.
prolongata tiiriine aittir. Izolasyonlarm kalitesinin belirlenmesi i¢in ise 260 ve 280 nm
dalga boyunda yapilan okumalarm oranlart hesaplanmistir. ideal saf DNA’nimn
A260/A280 orani 1,8 olmalidir. Bu degerin altinda olan 6rnekler protein, iistiinde olan
ornekler ise RNA kontaminasyonu igerebilir. Yapilan dl¢iimler sonucunda en diisiik
A260/280 orani 1,15 ile P. smyrnensis tiirline ait iken en yiiksek deger olan 2 T. tabidus,
R. viridis ve M. rubi tiirlerine aittir. Yapilan olglimler ve sonuglar1 Cizelge 3.1°de
verilmistir. Calismada Orussidae familyasinin temsil edilmesi amaciyla Ophrella
eldorado tiirii yurt disindan temin edilmistir (Natural History Museum, London). Ancak
ornekten PZR reaksiyonlari igin yeterli kalite ve nicelikte DNA izole edilememistir. Bu

nedenle calismadan ¢ikarilmastir.

DNA barkodlama caligmalarinda kullanilacak DNA dizisinin laboratuvar ortaminda
PZR ile ¢ogaltilmasinin kolay olmasi ve evrensel primerlere sahip olmasi1 gerekmektedir

(Frézal & Leblois, 2008). Bu kapsamda Casbp8sFt- Cas28sB1d ve AM1-AM2 primer
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ciftleri Symphyta alttakimda ITS2 bolgesinin PZR ile ¢cogaltilmasinda kullanilmis olup,
AM1-AM?2 primer ¢iftinin ¢aligilan tim gruplarda daha basarili oldugu goriilmiistiir.
Casbp8sFt- Cas28sB1d primer cifti ise 51 turden 35’inin ITS2 bolgesinin
cogaltilmasinda basarili olmustur. Bu iki primer ¢iftine ait basar1 (+) ve basarisizlik (-)

durumlan Cizelge 3.2°de 6zetlenmistir.
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Cizelge 3.1 DNA konsantrasyonlari, A260/280 oranlar1

Familya Altfamilva  |Tiirler DNA Konsantrasyonu (ng/ul)
Arge dimidiata (Fallén 1808) [] 197
Arge ochropus (Gmelin 1790) [] 137
Arginae Arge pleuritica (Klug, 1834) [ ] 560
Argidae Arge enodis (Linné, 1767) I 79
Arge sp. [] 140
Sterictiphorinae Sferfcn}vkom angelicqe (Panzer, 1799) [ ] 238
Starictiphora furcata (Villers, 1789) [] 166
Calameuta pyemaea (Poda, 1761) 61
Cephus pygmeus (Linné, 1767) 50
Cephus rjabovi (Dovnar-Zapolskij, 1926) 63
Cephidae Cephinae Hartigia linearis (Schra-nk, 1781} : s |
Pachycephus smyrnensis (IP.EF. Stein, 1876) |l 119
Trachelus iudaicus (Konow, 1907) [ ] 242
Trachelus tabidus (Fabricius, 1775) | 41
Calameuta idolon (Rossi, 1794) [] 163
Abiinae | Abia sericea (Linné, 1767) [ ] 308
Cimbicidae e idinge Cor_}'nfs c:rassic_omis (Ftossi, 1790 [ ] 314
Corynis lateralis (Brullé, 1832) [] 173
Diprionidae Diprioninae | Neodiprion sertifer (Geoffroy, 1785) [ 60
Megalodontesidae Megalodontes cephalotes (Fabricius, 1781) [ 55
Pamphilidae Cephalciinae |dcantholvda posticalis (Matsumura, 1912) [] 245
Siricidae Siricinae Sirex noctilio (Fabricius, 1793) [ ] 807
| 4llantus cinctus (Linné, 1758) [ ] 541
Allannae  [Allantus didymus (Klug, 1818) [] 278
| Athalia circularis (Klug, 1815) 1 89
Athalia scutellariae (Cameron, 1880) [ ] 257
Blennocampinae |Monophadnoides rubi (T.W. Harris, 1845) [ ] 326
Cladius pectinicaornis (Geoffroy, 1785) [] 260
Nematus sp. - =2
Nematinae  |Pontania sp. [ ] 430
Pristiphora conjugata (Dahlbom, 1835) I 1030
Pristiphora platycerus (Hartig, 1840) I 1050
Dolerus vestigialis (Klug, 1818) e 1012
Selandrinae Dolerus pratensis (Linné, %]'.58) [ ] 638
Dolerus germanicus (Fabricius, 1775) [ ] 856
Tenthredinidae Selandria serva (Fabricius, 1793) [ ] 320
[ Aglaostigma aucupariae (Klug, 1817) I 1056
Aglaostigma fulvipes (Scopoli, 1763) [ ] 042
Macrophya diversipes (Schrank, 1782) s2s |
Macrophya superba (Tischbein, 1852) aso
Rhogogaster viridis (Linné, 1758) [ ] 323
Tenthredo costata (Klug, 1817) iEoo
Tenthredininae |Tenthredo asiatica (Enslin, 1910) 1 104
Tenthredo zonula (Klug, 1817) [] 103
Tenthredopsis andrei (Konow, 1898) | 79
Tenthredopsis annuligera (Eversmann 1847) || 77
Tenthredopsis friesei (Konow, 1884) [ 30
Tenthredopsis guichardi Benson, 1968 [] 145
Tenthredopsis litterata (Geoffroy, 1785) i 81
Xiphydriidae Xiphydriinae  |Xiphydria prolongata (Geoffroy, 1785) |:|
Kyelidae Kyelinae | Xvela curva (Benson, 1938) [ ] 400
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Cizelge 3.2 PZR asamasinda kullanilan primerler (+/- basarili/basarisiz)

Familya

Altfamilya

Tiirler

Cas5pBsFt-Cas285B1d

AMI-AN2

Argidae

Arginae

Arge dimidiata (Fallén, 1808)

+

+

Arge ochropus (Gmelin, 1790)

Arga pleuritica (Klug, 1834)

Arge enodis (Linné 1767)

Arge sp.

Sterictiphorinae

Sterictiphora angelicae (Panzer, 1799)

Sterictiphora furcata (Villers, 1789)

Cephidae

Cephinae

Calameuta pygmaea (Poda, 1761)

Cephus pygmeus (Linné, 1767)

Caphus rjabovi (Dovnar-Zapolskij, 1926)

Hartigia linearis (Schrank, 1781)

Pachycephus smyrnensis (JPEF. Stein, 1876)

Trachelus iudaicus (Konow, 1907)

Trachelus tabidus (Fabricius, 1775)

Calameuta idolon (Rossi, 1794)

S R R R O I R [ e R

Cimbicidae

Abiinae

Abig sericea (Linné, 1767)

Corynidinae

Carynis crassicornis (Rossi, 1790

Corynis lateralis (Brullé, 1832)

Diprionidae

Diprioninae

Neodiprion sertifer (Geoffroy, 1785)

Megalodontesidae

Megalodontes cephalotes (Fabricius, 1781)

+ 4+ [+

Pamphiliidae

Cephalciinae

Acantholyda posticalis (Matsumura, 1912)

Siricidae

Siricinae

Sirex nactilio (Fabricius, 1793)

Tenthredinidae

Allantinae

Allantus cinctus (Linné, 1758)

Allantus didymus (Klug, 1818)

Athalia circularis (Kng, 1815)

Athalia scutellariae (Cameron, 1880)

Blennocampinae

Monophadnoides rubi (T.W. Harris, 1845)

Nematinae

Cladius pectinicornis (Geoffroy, 1785)

Nematus sp.

Ponitania sp.

Pristiphora conjugata (Dahlbom, 1835)

Pristiphora platycerus (Hartig, 1840)

Selandriinae

Dolerus vestigialis (Klug, 1818)

Dolerus pratensis (Linné, 1758)

Dolerus germanicus (Fabricius, 1775)

+ |+ |+

Selandria serva (Fabricius, 1793)

Tenthredininas

Aglaostigma aucupariae (Kg, 1817)

Aglaastigma fulvipes (Scopoli 1763)

Macrophya diversipes (Schrank, 1782)

Macrophya superba (Tischbein, 1852)

Rhogogaster viridis (Linné, 1758)

Tenthredo costata (Klug, 1817)

Tenthredo asiatica (Enslin, 1910)

Tenthredo zonula (Klug, 1817)

Tenthredopsis andrei (Konow, 1898)

Tenthredopsis annuligera (Eversmann, 1847)

Tenthredopsis friesei (Konow, 1884)

Tenthredopsis guichardi Benson, 1968

Tenthredopsis litterata (Geoffroy, 1783)

Niphydriidae

Niphydriinae

Xiphydria prolongata (Geoffroy, 1783)

Xyelidae

Xyelinae

Xyela curva (Benson, 1938)

R [y R R S T (R [ T R e

R RS U (VOR[N (RS U (U (R RN R (I (O U VIR (TR (Y (NI U (TR (U (R (U [ (U RN R [ (OO RN I (IO (U (IR U (U (U (I (TN [ (R O A (NI (O I R (IR (i

3.2 ITS2 Bolgelerinin Uzunlugu ve Niikleotid Kompozisyonlar:
Symphyta alttakimi tiyelerinde 10 familyay1 kapsayan veri seti ITS2 bolgelerini iceren

diziler sinirlandirilmig ve olusturulan tam ITS2 bdlgelerinin niikleotid uzunlugu ve
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%GC igerigi belirlenmistir. Cizelge 3.3’de tim tirlere ait 1TS2 bdlgesi nikleotid
uzunlugu ve %GC igerigi bilgisi sunulmus olup, tiir igerisinde uzunluk ve %GC

bakimindan varyasyonlar gézlemlenmistir.

Alttakim icerisinde ITS2 bolgesi en uzun olan tir 1351 baz ¢ifti (bg) ile T. iudaicus tiri
iken, E. pallimacula tirt 406 bg. ile en kisa ITS2 bolgesine sahiptir. Argidae familyasi
icerisinde 442 bg (S. furcata) ile 661 bg¢ (Arge sp.) arasinda degisen biiyiikliige sahip
ITS2 bolgesi, A. pleuritica tiriine ait érnekler icerisinde 582-591 bg arasinda varyasyon
gostermektedir. Cephidae familyasi icerisinde 1TS2 bolgesi 733 bg (T. tabidus) ile 1351
bc (T. iudaicus) arasinda degisen uzunluga sahiptir. Cephidae familyasindan 16 birey ile
temsil edilen C. pygmeus tiiriinde tiir i¢i uzunluk varyasyonu goriilmemistir. Cimbicidae
familyasinda ITS2 bolgesi, 688 bg (C. crassicornis) ile 697 b¢ (C. lateralis) arasinda
degismektedir. Tek tir ile temsil edilen Diprionidae, Megalodontesidae, Pamphiliidae,
Siricidae, Xiphydriidae ve Xyelidae familyalarina ait tiirlerin ITS2 bolgeleri, sirasi ile
476 bg (N. sertifer), 1251 b¢ (M. cephalotes), 559 b¢ (A. posticalis), 1183 bc¢
(S.noctilio), 600 bg (X. prolongata) ve 488 bg¢ (X. curva) uzunlugundadir. Symphyta
alttakimi igerisinde tiir ¢esitliligi bakimindan en genis grubu olusturan Tenthredinidae
familyas1 ¢alismamizda da 5 altfamilya ile temsil edilmistir. Allantinae altfamilyasi
icerisinde ITS2 bolgelerinin uzunlugu 406 bg (E. pallimacula) ile 538 b¢ (A. didymus)
arasinda degismektedir. Bu altfamilyanin M. pulveratum (445-468 bc), E. tridens (469-
470 bg), E. quadrimaculata(493-494 bc), E. minuta (468-467 bg), E. liturata (415-422
bg), E. basalis (470-472 bg) ve E. alpina (470-471 bg) turlerinde tur ici ITS2 buyukluk
varyasyonu gozlemlenmistir. Tenthredinidae familyasinin bir diger altfamilyasi olan
Blennocampinae, tek tiir ile ¢alismada yer almistir ve ITS2 bolgesi 455 bg (M. rubi)
uzunlugundadir. Nematinae altfamilyasinda ise ITS2 bolgesi 421 bg¢ (Nematus sp.) ile
549 bg¢ (P. platycerus) arasinda degismektedir. ITS2 bolgesi Selandriinae
altfamilyasinda ise 521 bg (D. vestigialis) ile 699 bg (S. serva) arasinda degismektedir.
Tenthredininae altfamilyas1 igerisinde 482 bg¢ (M. diversipes) ile 603 b¢ (T. litterata)
arasinda degisin ITS2 bolgesi T. guichardi (540-541 bg), T. litterata (592-603) ve T.
annuligera (547-548) turlerinde tir ici buyUklik varyasyonu gostermektedir.

ITS2 nlkleotid kompozisyonu agisindan oldukga gesitlilik gosteren Symphyta alttakimi
tirlerine ait ITS2 bolgelerinin GC igerigi %44,9 (M. cephalotes) ile %64,8 (E.

quadrimaculata) arasinda degismektedir. Argidae familyasinda %52,7 (A. enodis) ile
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%62,7 (S. furcata) arasinda degisiklik gostermektedir. Cephidae familyasi igerisinde ise
GC igerigi %47,4 (C. pygmeus) ile %56,9 (P. smyrnensis) arasinda degismektedir.
Cimbicidae familyasinda % 53,9 (C. lateralis) ile %56,3 (A. sericea) arasinda
degiskenlik gosteren GC igerigi; Diprionidae, Megalodontesidae, Pamphiliidae,
Siricidae, Xiphydriidae ve Xyelidae familyalarinda sirasi ile %60,5 (N. sertifer), %44,9
(M. cephalotes), %56,5 (A. posticalis), %62 (S. noctilio), %59 (X. prolongata) ve %54,2
(X. curva) arasinda degismektedir. En yiiksek %GC igerigine sahip olan Tenthredinidae
familyasi, %51,5 (Tenthredopsis guichardi) ile %64,8 (E. quadrimaculata) arasinda
degisen GC igerigine sahiptir.
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Cizelge 3.3 ITS2 bolgelerinin uzunlugu ve nikleotid kompozisyonlari

Familya

Altfamilya

Tiirler

Birey Sayis1

Argidae

Arginae

Arge dimidiata (Fallén, 1808)

Arge ochropus (Gmelin, 1790)

Arge pleurifica (Klug, 1834)

.Arge enodis (Linné, 1767)

Arge sp.

Sterictiphorinae

ictiph gelicae (Panzer, 1799)

Sterictiphora furcata (Villers, 1789)

Calameuta pygmaea (Poda, 1761)

GGG LS

Cephus pygmens (Linné, 1767)

Cephus rjabovi (Dovnar-Zapolskij, 1926)

Hartigia linearis (Schrank, 1781)

Pachycephus smyrnensis (J.P.E.F. Stein, 1876)

Trachelus iudaicus (Konow, 1907)

Trachelus tabidus (Fabricius, 1775)

Calameuta idolon (Rossi, 1794)

Cimbicid

Abiinae

Abia sericea (Linné, 1767)

Carynis crassicornis (Rossi, 1790

Corynidi

Corynis lateralis (Brullé, 1832)

Diprionid

Dipri

Neodiprion sertifer (Geoffroy, 1785)

Megalodontesidae

| Megalodontes cephalotes (Fabricius, 1781)

Pamphiliidae

dcantholyda posticalis (Mat 1912)

Siricidae

Siricinae

Sirex noctilio (Fabricius, 1793)

Tenthredinidae

AHantus cinctus (Linné, 1758)

Alantus die (Klug, 1818)

Arhaiia circularis (Klug, 1815)

Athalia scutellariae (Cameron, 1880)

Empria alector

%GC Uzunlugzu (b.c.)

62,8-63

Empria alpina

(SRS R R R R R R e R A R R

63.1-63,2 470-471

Empria basalis

Empria did

Empria excisa

Empria fletch

Empria honsh

Empria hungarica

Empria immersa

Empria improba

Empria japenica

Empria liturata

63,1-63,2 470-472

61.4-61,7 415-422

Empria lokrini

(RIS R R R A

62,0-63,1 [ 466

Empria longicornis

Empria minuta

Empria multicolor

Empria pallimacula

Empria parvula

Empria plana

Empria p

Empria quadrimaculata

Empria rubicola

Empria sexpunctata

Empria takeuchii

I I I

Empria tridens

Empria tridentis

P

M hadnoides rubi (I.W. Harris, 1845)

Nematinae

Cladius pectinicornis (Geoffroy, 1785)

\Nematus sp.

Pristiphora conjugata (Dahlbom, 1835)

Pristiphora platycerus (Hartig, 1840)

Dolerus vestigialis (Klug, 1818)

\Dolerus pratensis (Linné, 1758)

iinae

\Dolerus germanicus (Fabricius, 1775)

Selandria serva (Fabricius, 1793)

Tenthredini

Aglaostigma aucupariae (Klug, 1817)

Aglaostigma fulvipes (Scopoli, 1763)

\Macrophya diversipes (Schrank, 1782)

\Macrophya superba (Tischbein, 1852)

Rhogogaster viridis (Linné, 1758)

Tenthredo costata (Klug, 1817)

Tenthredo asiatica (Enslin, 1010)

Tenthredo zonula (Klug, 1817)

Tenthredopsis andrei (Konow, 1898)

CY I I G I Gl G G e G G G R G Y

62,0631 | 469

[
52,1-52,5 (D s37

Tenthredopsi i (Ever 1847)

Tenthredopsis friesei (Konow, 1884)

Tenthredopsis guichardi Benson, 1968

Tenthredopsis litterata (Geoffroy, 1785)

52,6-52,8 547-548
[ 545

51,5-52 540-541

Xiphydriidae

Xiphydriinae

Xiphydria prolongata (Geoffroy, 1785)

Xyelidae

Xyelinae

Xyela curva (Benson, 1938)
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3.3 Barkod Araci Olarak ITS2 Bolgesi

3.3.1 Primer Niikleotid Dizisi Kullamlarak Gergeklestirilen Analizler

Yalnizca niikleotid dizisi aracilig ile uzaklik temelli analizler yapilarak ITS2 bolgesinin
Symphyta alttakiminda barkod araci olarak etkinligini test edilmistir. Bu amagla tiir
icerisinde, yeterli 6rnekleme sahip olan gruplarda familya ve altfamilya duzeyinde

genetik uzakliklar ve NJ agaglar1 insa edilmistir.

3.3.1.1 Tiir ici Analizler

Symphyta alttakiminda barkod araci olarak ITS2 bdlgesinin test edilmesi amaciyla tiir
ici p-distance analizi yapilmistir. Analiz sonuglar1 Cizelge 3.4’de 6zetlenmistir. Tiir
icinde en ¢ok farklilasma %3,75 ile E. liturata tiiriinde gozlemlenmistir. Allantinae tur
ici uzaklik degerleri %0 ile %3,75 arasinda degismektedir. Bu altfamilyada tiir ici
degiskenlik ortalama olarak % O ile % 3,75 degerleri arasindadir. Ancak bu en yliksek
degeri olusturan E. liturata tiiriinden sadece iki bireyin ITS2 dizi bilgisi bulunmaktadir
ve Allantinae altfamilyasinda ortalama genetik uzaklik degerlerinin standart sapmasi
%1 olarak hesaplanmistir. Arginae altfamilyasinda tiir i¢ci uzaklik degerleri %0-1,5
degerleri arasinda degismektedir. Arginae familyasinda tiir i¢i ITS2 bolgesindeki
degiskenlik ortalama olarak % 0 ile % 0,76 degerleri arasindadir. Arginae
altfamilyasinda ortalama genetik uzaklik degerlerinin standart sapmasi %0,3 olarak
hesaplanmistir. Tek tiir ile temsil edilen Cephidae familyas1 (C. pygmeus) bireyleri

arasinda ise varyasyon gozlemlenmemistir.
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Cizelge 3.4 Tiir ici genetik uzaklik analizleri

. . p-distance

Tiirl Birey Sayi

arier frey Sayst Min. Max. Ortalama
Arge dimidiata (Fallén, 1808) 00000 [@o151 [ 00076

Argidae Arginae  |Arge ochropus (Gmelin, 1790)

Arge pleuritica (Kiug, 1834)

Cephidae Cephinae | Cephus pygmeus (Linné. 1767)
Tenthredopsis andrei Konow, 1898
Tenthredopsis annuligera (Eversmann, 1847)
Tenthredininae | Tenrhredopsis friesei (Konow, 1884)
Tenthredopsis guichardi (Benson, 1968)
Tenthredopsis litterata (Geoffroy, 1785)
Empria alector (Benson, 1938)

Empria alpina (Benson, 1938)

0.0000 0.0000 0.0000
00000 M 00051 W 0.0028
0,0000 0,0000 0,0000
| 0.o019 [Mo.0094 [ 0.0047
00000 M 00055 1 00016
0,0000 0.0000 0,0000
00000 MMo.0093 [  0.0034
-

| 0.0017 (ON171 0.0090
0.0000 1 00021 00010
0,0000 0,0000 0,0000

Empria basalis (Lindgvist, 1968) 0.0000 0.0000 0.0000
Empria immersa (Khug, 1818) 00000 I oo0022 | 0.0015
.. Empria japonica (Heidemaa & Prous, 2011) 0.0000 0.0000 0.0000
Tenthredinid:
enfredinidas Empria liturata (Gmelin, 1790) (00375 100375 ] 00375 |

00000 M o0043 W  0.0028
00000 M o0043 | 0.0020
B0z Ho12o 0129

looo22 I oo0022 0 00022

Empria loktini (Ermolenko. 1971)
Allantinae | Empria longicornis (Thomson, 1871)
Empria minuta (Lindqvist, 1968)
Empria plana (Jakowlew, 1891)

L R L T e P B e e = N Tl = B S

Empria quadrimaculata (Takeuchi, 1952 0,0000 0,0000 0,0000
Empria takeuchii (Prous & Heidemaa, 2011) 0,0000 0,0000 0,0000
Empria tridens (Konow, 1896) o0oo0 M oooss W0 00023
Empria tridentis (Lee & Ryu, 1996) 0,0000 0,0000 0,0000
ﬂr_fors.mma Eufverarum (Retz'rils. 1783) m_g

Gergeklestirilen ¢alismadan her familyadan tiir i¢i genetik uzaklik analizi i¢in temsilci
bulunmayis1 nedeniyle Argidae, Cephidae, ve Tenthredinidae gergeklestirilen tiir igi
genetik uzaklik analizinden elde edilen veri diger gruplarin genetik uzakliklarinin
yorumlanmasinda referans olarak kabul edilmistir. Bu nedenle Symphyta alttakiminda

ITS2 bolgesinin tiir iginde genetik uzaklik degerleri %0 ile %3,75 arasindadir.

3.3.1.2 Altfamilya ve Familya Analizleri
ITS2 bodlgesine ait primer nikleotid dizisinin barkodlamada bir ara¢ olarak
kullanilabilirliginin test edilmesi sonucunda agiga cikan veriler her familya veya

altfamilya icin asagida maddeler halinde sunulmustur:

a)Cephidae Familyasi

Cephidae familyasindan 8 tiiriin ITS2 dizi verisi kullanilarak ikili uzaklik degerleri (p-
distance) hesaplanmistir. Calameuta cinsine ait C. pymaea ve C. idolon arasinda %
20,73’lik farklilasma bulunmustur. Cephus cinsine ait C. pygmeus ve C. rjabovi
arasinda ise %10,53’lik bir farklilagma degeri vardir. Trachelus cinsine ait T. iudaicus
ve T. tabidus tiirleri arasinda ise %8 farklilasma tespit edilmistir. Diger iki cins olan
Hartigia ve Pachycephus birer tiir ile temsil edilmektedir. Cephidae familyasinda en

cok farklilasma %67 ile T. iudaicus-H. linearis tiirleri arasinda gézlemlenirken, en
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diisiik farklilasma %8 ile T. tabidus-T.iudacius tiirleri arasindadir. Calisma kapsaminda
kullanilan Cephidae tiirlerine ait tim ikili uzaklik degerleri Cizelge 3.5°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.5 Cephidae tiirleri arasindaki ikili uzaklik degerleri

C. pygmaea [C. idolon [C. pygmeus |C. rjabovi |H. linearis [P.smyrnensis |T. iudaicus |T. tabidus

I 0,2073
I 0,2849|000,2766
1 0,2983[0000,2957 1

C. pygmaea
C. idolon
C. pygmeus
C. rjabovi

0,1053

H. linearis __|ISN01608 7 |I0587 3 016145 015081
P. smyrnensis_[FS01021 | FN0/49 78| ME0Wa25 04 430 01551 3

[ 04438[1010,4669| - 110,3954(11110,3803 [ 110,6795| 10,6013
00,3269 1000,3169 I 0,3085 [ 0,2291 [IN0,6551 (054100 0,0808

T. iudaicus
T. tabidus

Hizalanmis niikleotid verisi kullanilarak K2P modeli kullanilarak 1000 dongiilii seg-
bagla (“bootstrap”) testi kullanilarak NJ agaci insa edilmistir (Sekil 3.1). Agag iizerinde
Cephus, Trachelus, Calameuta ve Hartigia cinsleri ayr1 konuglanmistir. Bu cinslere ait
tiirlerin her biri farkli dallar tizerinde ¢ikmistir ve birbirlerinden ayrilmislardir. Yani
cins ve tiir diizeyinde Cephidae familyasinin monofilisi saglanmistir. Cephidae
familyas1 ITS2 bolgelerinde, tiir i¢i genetik uzakligin ¢ok diisiik olmasi (%0) ve tiirler
arasinda genetik uzakligin fazla (%8-67) olmasi nedeniyle DNA barkodlamanin etkili

bir ara¢ oldugu bulunmustur.

52 Cephus pygmeus
T Cephus rjabovi
Trachelus iudaicus
100 Trachelus tabidus

EEEE— Calameuta pygmaea
) Calameuta
60 Calameuta idolon

—— Hartigia linearis TJHartigia
wol— Pachycephus smyrnensis

Sekil 3.1Cephidae familyasi ITS2 niikleotid dizi verisi ile olusturulan NJ agaci

b) Argidae Familyasi
Argidae familyasindan Arge ve Sterictiphora cinslerine ait 7 tlre ait ITS2 nikleotid
dizileri hizalanmigtir. Arge cinsi turleri ikili genetik uzaklik degerleri en az %21,26 ile

A. pleurita-A. ochropus arasinda bulunmustur. Bu cins igerisinde en biiyiik uzaklik ise
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%31,37 ile A. sp-A. enodis tiirleri arasinda bulunmustur. Sterictiphora cinsinde S.
furcata-S. angeliacae tiirleri arasinda %?29,43 farklilagma bulunmustur. Familyaya ait

ikili uzaklik degerleri Cizelge 3.6’da sunulmustur.

Cizelge 3.6 Argidae tiirleri arasindaki ikili uzaklik degerleri

A. dimidiata |A. ochropus |A. pleuritica |A. enodis |A. sp. |S. angeliacae |S. furcata

A. dimidiata

A. ochropus

A. pleuritica

A. enodis

A. sp.

S. angeliacae
S. furcata

| 05428] 05783  05314] 05676| 05808
| 0533 015221 01490 5 [W015104| K0I5264 I 0,2043

Insa edilen NJ agac1 Sekil 3.2°de gosterilmis olup, farkli cinslerin tiirleri farkli dallarda

yer almistir. Ayni zamanda tiirler birbirinde farkli dallarda yer almislardir.

_21|: Arge ochropus 3
18 Arge ochropus 4

Arge ochropus 2

100 Arge ochropus

Arge ochropus 1

2 .
6 Arge enodis ] Arge enodis

46 Arge sp. | Arge sp.

Arge pleuritica 1

Arge pleuritica 2
95 —|: Arge pleuritica 3
91 Arge pleuritica 4

Arge dimidiata 3

100 Arge pleuritica

Arge dimidiata 1
34 Arge dimidiata 4
Sterictiphora angeliacae ] Sterictiphora angeliacae
—
T S— Sterictiphora furcata ] Sterictiphora furcata

100 Arge dimidiata

Sekil 3.2 Argidae familyas1 ITS2 niikleotid dizi verisi ile olusturulan NJ agaci

ITS2 bolgesi kullanilarak yapilan analiz sonucunda Argidae familyasinin cins ve tiir
diizeyinde monofilisi saglanmistir. Tiir i¢i ve tlrler aras1 genetik uzaklik gbz oOne
alimarak Argidae familyasinda ITS2 boélgesinin etkili bir barkod araci oldugu
sOylenebilir.

¢) Cimbicidae Familyasi
Cimbicidae familyasinda Corynis ve Abia cinsinleri ile yapilan genetik uzaklik tabanli

analizler sonucunda C. crassicornis-C. lateralis arasinda %6,67 farklilasma
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hesaplanmistir. Familya igerisinde en biiyiikk farklilasma %55,35 ile A. sericea-C.

lateralis arasinda bulunmustur. Ikili uzaklik degerleri Cizelge 3.7’ de gosterilmistir.

Cizelge 3.7 Cimbicidae tiirleri arasindaki ikili uzaklik degerleri

A. sericea |C. crassicornis [C. lateralis

A. sericea
C. crassicornis
C. lateralis 05535 0,0667

— Corynis crassicornis
. . Corynis
I Corynis lateralis

Abia sericea | Abia

Sekil 3.3 Cimbicidae familyas1 ITS2 niikleotid dizi verisi ile olusturulan NJ agaci

Insa edilen NJ agacinda Cornis ve Abia cinsleri farkli dallarda yer almistir. Corynis
tiirleri de birbirinden ayrilmistir (Sekil 3.3). Symphyta altfamilyasi tiir i¢i genetik
uzaklik degerleri gbz Oniine alinarak Cimbicidae familyasi i¢in ITS2 bdolgesinin bir

barkodlama araci olarak kullanilabilir oldugu goriilmiistir.

d) Allantinae Altfamilyasi

Allantinae altfamilyasina ait Allantus, Athalia, Empria ve Monsoma cinslerine ait 31 tlr
ile gergeklestirilen analiz sonucunda en az farklilasma %0,15 ile E. tridens-E.basalis
tirleri arasinda gozlemlenirken, en fazla farklilasma %51 ile A. circularis - Allantus
didymus tiirleri arasinda goriilmiistiir. Analizler sonucunda baz1 Empria tirleri arasinda
farklilagsmanin tiir i¢i genetik uzaklik hesplamalarinda en biiylik deger olarak bulunan
%3,75’den daha az oldugu gorilmiistiir (Cizelge 3.8’de bu tiirler kirmizi ile

isaretlenmistir).
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Cizelge 3.8 Allantinae tlrleri arasindaki ikili uzaklik degerleri

A i | A diimr | A civeudaric | 4 sewellrias |E dlscor \E.alping |E. basalc |E. condidta |F. eveice |E. flchert | hovshuzna (. hungarca |E. immerna |E. improba |E.japonica (£ Fwata |E. loktni |E. longizomi \E. minuta |E. mufoalor |E. pallimacda |E. pavia |E plana £ quadimaculata |E. mebivla |E sexpomctata £ tiders |E. identis

. cinetus

4 dimc 05y

ol | 048030

oo | 04 0|

g oo 08 oa
F gy (0 O IV N
b (g O R O AT
i | 0308 03| 047

[ e 0263 02

- e N2 I Yo e

F horhuma 1255

[E hungaica 02607 02

- iunea 537 I
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E inprab 02766 04187 ) O ) |

F jmonica 0274 0441 ) 1 A

[ litoaa 0287 030 043 NS ) D L N ) 8

F ok 02802 03031 04408 U3 1 1| 0173

F longiomi 074 0. 043l 006 01088 00875 00635 00847 00| 0I8%0) 0024

F minuta 02 01T 0440 02684 0IOI) 003% 01038 00682 008 0050 07 0G| 0l

i | 0300 048

i | 03] 12

I pona 0267 04 043

[ plna 0274

[ pum

F podieedae | 03| 03|04 0| O30 01

 nbicl 0 P NV W3 A0 A N A 0 AN R W N s A1 R N 0l

R N N N 051 I 5 ) O 0 0 A0 W R 3 A

S P T3 0 s 0 Y N I

- side: oo oew | oo

[ s VT VT R v

Wpboum | 038 028




T rpeia basaks
] i basaks
7] Ervpia basals
T By basals
] Erpria basalks
] Empia basalks
] Ervpwia bassals
13 ] Grprin tridens
E ia trid, 4 7] Emprio tridens
E #a tri 6 7] Erpwio tridens
Empria tidens 8 ] Crmprio triders
E ia trid, 7 JGmewia tridens

— Empria tidens 2
65 L — Empria tridens 3

IiEnlwia tridens 10 ] Grewia triderns
E i3 alector 2

Empria alector 3
65 Enpwia alector
Ermpria alector 1

] Ervgwin triclesess

21 Empria alector 4
Empria 8 ] Empes tridens
Em icomis 8
4”7 Em: xi:unis - ]ﬁ'lﬂhwm
a Empria tridens 12
14 Empria 14 ]mm
]— Empria tridens 11
=4 27 1
2
Empria longicomis 3 g bongiconmis
Empria longicomis 4
Empria longicomis 5
Ii Empria alpina 1 | Bgwia adpina
padd v Empria alpina 2 ] Brpria akpina
2 Empria japenica 1
oo Empria japonica 2 Errprts faponkca
17 Empria japonica 3
21 Empria japonica 4
as £ Empria minuta 1 :Il"Tl'h
Empria minuta 2
az Empria koktini 3
o Empria loktini 1 :||muun
28 &a Empria loktini 2
- = b bicola ] Grewia
o0 l—': Empria quadrimaculata 1 :IE'“"h i macdata
Lo Empria quadrimaculata 2

Empria tridenlis 1

a9 ‘—E Empria tridentis 2 Engwia tridentis
34
o

Empria tridentis 3

™ Empria , Jrremia b
56 T Fveeia
Empria panula ] Fprs panats
Empria excisa ] Frona excis
Jermwes
sex T Frrpee sexqunctns
Empria mmesa 2
o4 E wia 2 :|Lnt.llu Frrnersa.
[ | I Empria mmmersa 1

Empria takeuchs 1
Empria takeuchs 2
E ia np T i knpwoba

Empria Setchen | Brpria flotdherd

'|.,..,..,.m..ﬂ

ar
Empria plana 1
2 l: Emywria plana
L2d Empria plana 2
Empria Eturata 1
| Ermprio Bhurata
99 | Empria lturata 2 ]
E & i la _|Emprio palimocuds
o L a cdnctus
’—E . 1
hy Jd
. E N didata | Grewia
E L sltic ol 7] Ervperies

Monsoma pubermatum 2
— Athalia circularis 7] Athiolia circulars
@9 L Athalia i Jatholo

Sekil 3.4 Allantinae altfamilyas1 ITS2 niikleotid dizi verisi ile olugturulan NJ agaci
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Hizalanan ITS2 dizi verisi kullanilarak NJ agact insa edilmis olup insa edilen aga¢ Sekil
3.4’de gosterilmistir. Allantinae altfamilyas icerisinde Allantus, Athalia ve Monsoma
cinslerinin monofilisi desteklenmistir. Ancak Empria cinsi parafiletik bir grup olarak

bulunmustur.

e) Nematinae Altfamilyasi

Nematinae altfamilyasindan Cladius, Nematus, Pontania ve Pristiphora cinslerinden 5
tirtin ITS2 dizileri karsilastirilmigtir. Pristiphora cinsine ait P. conjugata ve P.
platycerus tirleri ile C. pectinicornis arasindaki farklilagsma sirasi ile %0,92 ve %2,39
olarak belirlenmistir. Tiim Nematinae tiirlerinin ikili uzaklik degerleri Cizelge 3.9’da
sunulmustur. Hizalanan diziler ile insa edilen Nematinae NJ agact Sekil 3.5°de

sunulmustur.

Cizelge 3.9 Nematinae tiirleri arasindaki ikili uzaklik degerleri

C. pectinicornis |Nematus sp. |Pontania sp. [P. conjugata |P. platycerus

C. pectinicornis
Nematus sp.
Pontania sp.
P. conjugata
P. platycerus

69 Pristiphora conjugata

Pristiphora platycerus

Cladius pectinicornis

Nematus sp.

100 Pontania sp.

Sekil 3.5 Nematinae altfamilyas1 ITS2 niikleotid dizi verisi ile olusturulan NJ agaci

f) Tenthredininae Altfamilyas:

Tenthredininae altfamilyasina ait Aglaostigma, Macrophya, Rhogogaster, Tenthredo ve
Tenthredopsis cinslerine ait tiirlerin ITS2 bdlgeleri gore yapilan uzaklik analizlerinde
Tenthredopsis tiirleri arasinda en az %3,47 (T. friesei-T. annuligera), en fazla ise
%14,53 (T.friesei-T. litterata) farklilasma gozlenmistir. Benzer sekilde Tenthredo tiirleri
arasinda en az %21,09 (T. zonula-T. asiatica), en fazla %23,55 (T. zonula-T. costata)

farklilasma bulunmustur. Tiim Tenthredininae tiirleri arasinda en az farklilasma %2,02
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(A. aucupariae-A. fulvipes), en fazla farklilasma %39,26 (A. aucupariae-R. viridis)

olarak belirlenmistir.

Cizelge 3.10 Tenthredininae tiirleri arasindaki ikili uzaklik degerleri

A. aucupariae |A. fulvipes |M. diversipes |M. superba |R. viridis |T. costata |T. asiatica |T.zonula |T.andrei |T. annuligera |T. friesei |T. quichardi |T. litterata

A. aucupariae

Afubvipes | 0,020

T. friesei 0,0347

T. guichardi 005298 0,008

T. litterata -02073-2008-890-18 I0,1141- 0,1343(000, 145300 0,1222

Niikleotid verisi kullanilarak olusturulan NJ agaci iizerinde tiim cinsler ayrilmistir. Sekil
3.6’da gosterilen agag topolojisi tiir ve cins diizeyinde Tenthredininae altfamilyasinin

monofilisini desteklemistir.
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Tenthredopsis annuligera 4
Tenthredopsis annuligera 10
Tenthredopsis annuligera 9
Tenthredopsis annuligera 8
Tenthredopsis annuligera 7

) . Tenthredopsis annuligera
Tenthredopsis annuligera 6

Tenthredopsis annuligera 5

Tenthredopsis annuligera 2

Tenthredopsis annuligera 1

Tenthredopsis annuligera 3

Tenthredopsis friesei 1

100

Tenthredopsis friesei 2

o . Tenthredopsis friesei
Tenthredopsis friesei 3

Tenthredopsis friesei 4

Tenthredopsis andrei 5

Tenthredopsis andrei 1
100

Tenthredopsis andrei 6
70 ] ] Tenthredopsis andrei
Tenthredopsis andrei 3

47 Tenthredopsis andrei 2

41 Tenthredopsis andrei 4

100

Tenthredopsis guichardi 1

Tenthredopsis guichardi 3

Tenthredopsis guichardi 4

Tenthredopsis guichardi 2

Tenthredopsis guichardi 5

Tenthredopsis guichardi 6

Tenthredopsis guichardi 7 Tenthredopsis guichardi
Tenthredopsis guichardi 8

Tenthredopsis guichardi 9

Tenthredopsis guichardi 10
Tenthredopsis guichardi 11
Tenthredopsis guichardi 12
Tenthredopsis guichardi 13

Tenthredopsis litterata 3

Tenthredopsis litterata 6
100

Tenthredopsis litterata 4
45 Tenthredopsis litterata
Tenthredopsis litterata 5

35 Tenthredopsis litterata 1

54 Tenthredopsis litterata 2

— Aglaostigma aucupariae ] Aglaostigma aucupariae

100 L— Aglaostigma fulvipes 7] Aglaostigma fulvipes

— Macrophya diversipes ] Macrophya diversipes

100 L— Macrophya superba | Macrophya superba

Rhogogaster \iridis ] Rhogogaster viridis

Tenthredo asiatica ] Tenthredo asiatica

%8 Tenthredo costata | Tenthredo costata

76 Tenthredo zonula ] Tenthredo zonula

Sekil 3.6 Tenthredininae altfamilyas1 ITS2 niikleotid dizi verisi ile olusturulan NJ agaci
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g) Selandriinae Altfamilyasi

Selandriinae altfamilyasindan Dolerus ve Selandria cinslerine ait 4 tiir kullanilarak
gerceklestirilen uzaklik analizi sonucunda en az farklilasma %28,22 ile D. germanicus-
D. paratensis arasinda, en fazla farklilagsma ise %060,74 ile S. serva-D. vestigialis
arasinda bulunmustur. ikili uzaklik degerleri Cizelge 3.11°de verilmis olup, olusturulan
NJ agact Sekil 3.7°de verilmistir. insa edilen NJ agact Dolerus cinsinin monofilisini

desteklemistir.

Cizelge 3.11 Selandriinae tiirleri arasindaki ikili uzaklik degerleri

D. vestigialis | D. pratensis | D. germanicus [S. serva

D. vestigialis

D. pratensis
D. germanicus
S. serva
36 Dolerus vestigialis ] Dolerus vestigialis
4|— Dolerus germanicus ] Dolerus germanicus
Dolerus pratensis ] Dolerus pratensis
Selandria serva ] Selandria serva
—
0.1

Sekil 3.7 Selandriinae altfamilyas1 ITS2 niikleotid dizi verisi ile olusturulan NJ agact

3.3.1.3 Tiim Veri Kullanilarak Gerceklestirilen Analiz
ITS2 dizi bilgisi kullanilarak Argidae, Cephidae, Cimbicidae, Diprionidae,

Megalodontesidae, Pamphiliidae, Siricidae, Tenthredinidae, Xiphydriidae ve Xyelidae
olmak iizere 10 farkli familyadan tiirler kullanilarak NJ agaci insa edilmistir. Insa edilen

agac Sekil 3.8’de verilmistir. Sonug olarak;

1. Arginae altfamilyasinin monofilisi desteklenmemistir. Arge cinsinin monofilisi
desteklenmistir. A. dimidiata, A. ochropus ve A. pleuritica tlrlerine ait Ornekler
monofiletiktir. Sterictiphora tiirleri Pamphiliidae familyasiyla parafiletik bir grup

olusturmustur.
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2. Cephidae familyasinin monofilisi desteklenmistir. Trachelus ve Cephus cinslerinin
monofilisi saglanmigtir. C. pygmeus turine ait oOrnekler monofiletik bir grup

olusturmustur.

3. Cimbicidae familyasinin monofilisi desteklenmemistir. Corynis cinsi tarleri

monofiletik bir grup olugturmustur.

4. Diprionidae familyasinin Cimbicidae familyas1 ile kardes grup iliskisi

desteklenmistir.

5. Pamphilioidea (Megalodontesidae + Pamphiliidae) iistfamilyasinin monofilisi

desteklenmemistir.

6. Tenthredinidae familyas1 monofilisi saglanamamuistir. C. pectinicornis ve Pristiphora
cinsi T. annuligera tiirii ile birlikte kiimelenmistir. Ayn1 zamanda Empria turlerinin

monofilisi desteklenmemis olup, bir grup halinde konumlanmiglardir.

7. Barkodlama perspektifinden bakildiginda 6. maddede verilen gruplar disinda tiim
tiirler ITS2 belirteci kullanilarak genetik uzaklik tabanli NJ agaci ile birbirinden

ayrilmstir.
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Empria_tridens_1
Empria_tridens_5
Empria_basalis_5
Empria_basalis_1
Empria_basalis_7
Empria_basalis_2
Empria_basalis_§
Empria_tridens_6
Empria_basalis_4
Empria_tridens_7
Empria_basalis_3
Empria_tridens_4
Empria_tridens_8
Empria_tridens_13
Empria_tridens_2
Empria_tridens_3
Empria_tridens_10
Empria_alector_2
Empria_alector_3
Empria_alector_1
Empria_alector_4
Empria_tridens_3
Empria longicornis
Empria_tridens_11
Empria_tridens_12
Empria_tridens_14
Empria longicornis
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Sekil 3.8 Tiim Symphyta tiirlerinin dahil edildigi NJ agaci
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3.3.2 ikincil Yapilar Kullanilarak Gergeklestirilen Analizler

ITS2 bolgesinin olusturdugu ikincil yapilar hem niikleotid dizisi ile kombine edilerek
(4SALE ile hizalama ve ProfDist ile PNJ agaglar1) hem de CBC varligi kullanilarak
(4SALE ile CBC tablosunun olusturulmast ve CBCAnalyzer ile CBCTree ingasi)
Symphyta alttakiminda barkodlamada bir ara¢ olarak sinanmistir. Bu amagla ayni

familya ya da altfamilyaya ait tiirler ve tiim verisi seti ayr1 ayr1 analiz edilmistir.

3.3.2.1 Altfamilya ve Familya Analizleri

Calismay1 olusturan toplamda 78 tiir ait oldugu familya ve altfamilya gbéz Oniine
alinarak parcalara ayrilmistir. Bu kapsamda Cephidae (8 tiir), Argidae (7 tiir) ve
Cimbicidae (3 tiir) familyalar1 ve Tenthredinidae familyasinin altfamilyalar1 olan
Allantinae (31 tlr), Nematinae (5 tur), Tenthredininae (13 tur) ve Selandriinae (4 tir)
ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. ikincil yapinin barkodlamada bir ara¢ olarak
kullanilabilirliginin test edilmesi sonucunda aciga ¢ikan veriler her familya ve

altfamilya icin asagida maddeler halinde sunulmustur:

a) Cephidae Familyasi

Cephidae familyasinin 8 tiirli i¢in olusturulan ikincil yapi1 verisi niikleotid dizisi ile
birlikte hizalanarak CBC tablosu olusturulmustur. CBC tablosu {izerinde tiirler arasinda
her bir CBC’nin varligt 1 degerine sahiptir ve CBC yoklugu 0 olarak tabloya
girilmektedir. Cephidae familyas: i¢in olusturulan CBC tablosu Cizelge 3.12°de

verilmistir ve iki tiir arasinda CBC yoklugu kirmizi renk ile isaretlenmistir.

Cizelge 3.12 Cephidae familyas1 CBC tablosu

C.pygmeus |C. rjabovi [C.pygmaea [C.idolon |H.linearis |P.smyrnensis |T.iudaicus |T.tabidus

Cephus pygmeus 0 1 4 7 3 4 6 2
Cephus rjabovi 1 0 3 6 3 1 1 1
Calameuta pygmaea 4 3 0 2 3 4 1
Calameuta idolon 7 6 2 0 4 4 2 3
Hartigia linearis 3 3 3 4 0 3 3 2
Pachycephus smyrnensis 4 1 4 4 3 0 4 4
Trachelus iudaicus 6 1 H 2 3 4 0

Trachelus tabidus 2 1 1 3 2 4

CBC varlig1 yada yoklugu durumlarini analiz ederek NJ agaglari olusturan CBCanalyzer
programi kullanilarak Sekil 3.9°daki aga¢ topolojisi elde edilmistir. Cephus ve
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Calameuta cinslerinin  monofilisi desteklenmistir. Ancak Trachelus cinsinin tlr

dizeyinde monofilisi saglanamamustir.

Cephus_rjabovi

Cephus_pygmeus

Pachycephus_smymensis_

Hartigia_linearis

Cal ta_idolon_

Calameuta_pygmaea

Trachelus_iudaicus

Trachelus_tabidus.

0.5

Sekil 3.9 Cephidae familyas: CBC tablosu verisi ile insa edilen BIONJ agaci

Cephus rjabovi
100
Cephus pyg
100
Cal gl
100
Calameuta idolon
Trachelus tabidus
100
Trachelus iudaicus
Pachycephus smyrmensis
100,

Hartigia linearis

0.3

Sekil 3.10 Cephidae familyasinin ProfDist programi ile olusturulan PNJ agac1
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Ikincil yap1 verisi ile birlikte analiz olanagi taniyan ProfDist programi kullanilarak
Cephidae familyasinda NJ agaci insa edilmistir (Sekil 3.10). Analiz sonucunda tiim

cinslerin monofilisi desteklenmistir.

b) Argidae Familyasi

Argidae familyasinin 7 tiirQi i¢in olusturulan ikincil yap1 verisi niikleotid dizisi ile
birlikte hizalanarak CBC tablosu olusturulmustur. Argidae familyasi i¢in olusturulan
CBC tablosu Cizelge 3.13’de verilmistir. CBC analizi sonucunda tiir i¢i CBC varligt
tespit edilememistir. Ayn1 zamanda A. dimidiata-A. pleuritica tiirleri arasinda CBC
yoktur. Cizelge 3.13’deki Argidae familyasi CBC tablosu; yesil ile boyali alanlar tiir igi,

kirmizi ile boyali alanlar taksonlar arasinda CBC bulunmayisini géstermektedir.

Cizelge 3.13 Argidae familyas1 CBC tablosu

) A B G Bl B T VI AT B B I BSCH B
= slc|lzlzlz|l=le|lelelelsS|E|ls5]|Es
JEHEHEHHEEHEBEEEEEEEE
< | ||| L L|[L|L|L|[ L[ L[ L[ L] <L

A. enodis of 7| 5 6 71 71 71 71 4 4 4 4 5/ 5 5/ 5
A. sp. 700 71 7 7 7 6 7 51 5 5 5 2| 2[ 2| 2
S. angeliacae 5/ 7] O 4 5/ 51 5 5 2| 2| 2 2| 2| 2[ 2| 2
S. furcata 6| 7| 4 0 3 3 3 3 2| 2| 2| 2| 3 3 3 3
A.dimidiata 1 71 71 51 3 0 0O 0O 0 2| 2| 2| 2

A.dimidiata 2 71 71 5 3 0 O O 0 2| 2| 2| 2

A.dimidiata 3 71 6/ 5 3 0 0O 0O 0 2| 2| 2| 2

A.dimidiata 4 71 71 5 3 0 O O 0 2| 2| 2| 2

A. ochropus 1 4 51 2 2 2 2 2 2f 0 0 O 0 2 2| 2| 2
A. ochropus 2 a0 51 2 2| 2 2 2 2f 0 O O 0O 2 2| 2| 2
A. ochropus 3 4 51 2 2| 2| 2[ 2 2 Of Of O O 2[ 2 21 2
A.ochropus 4 4 51 2 2 2 2 2 2f 0 0 0 0 2 2 2] 2
A. pleuritica 1 5( 2| 2| 3 2 2 21 2 0 0Of Of O
A. pleuritica 2 5 2| 2| 3 2| 21 21 20 0 0O O O
A. pleuritica 3 5( 2| 2| 3 2 2 21 2 0 Of Of O
A. pleuritica 4 5 2] 2| 3 2 21 21 2f 0 0 Of O

CBC verisi kullanilarak olusturulan BIONJ agaci Sekil 3.11°de verilmis olup, A.
pleuritica tiiriiniin bireyleri farkli dallarda yer almistir. Aymi zamanda cins diizeyinde

monofili saglanamamustir.
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Sekil 3.11 Argidae familyas1 CBC tablosu verisi ile insa edilen BIONJ agaci

Hizalanmis ikincil yap1 ve niikleotid dizisini igeren veri ile olusturulan PNJ agac1 Sekil
3.12’de verilmistir. A. dimidiata, A. sp ve A.enodis tiirleri aga¢ lizerinde politomik

olarak yer almistir.
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Sekil 3.12 Argidae familyasinin ProfDist programui ile olusturulan PNJ agaci

¢) Cimbicidae Familyasi

Cimbicidae familyasinin 3 tiirii kullanilarak gercgeklestirilen ikincil yapi analizleri
sonucunda tdrler birbirinden ayrilmistir. Cizelge 3.14’de sunulan CBC tablosunda her
tiir taksonun en az 1 CBC varlig1 ile CBC tiir kavramimi destekledigi goriilmektedir.
Cimbicidae familyast icin BIONJ ve PNJ agaglart olusturulmustur ve Sekil 3.3’de

verilen nukelotid dizi verisi ile olusturulan aga¢ ile ayni topolojiye sahiptir.

Cizelge 3.14 Cimbicidae familyast CBC tablosu

Corynis lateralis |Corynis crassicornis |Abia sericea
Corynis lateralis 0 1 2
Corynis crassicornis 1 0 2
Abia sericea 2 2 0
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d) Allantinae Altfamilyasi

Allantinae familyasina ait 31 tiirden 75 6rnegin dahil edildigi analizler sonucunda tiirler
arasinda CBC analizi gercgeklestirilmistir. Analiz sonucunda olusturulan CBC tablosu
Cizelge 3.15’de sunulmustur. Tiir igerisinde CBC’ye rastlanmamustir (Cizelge 3.15’de
yesil ile isaretli alanlar). CBC verisi ile olusturulan BIONJ agaci Sekil 3.13’de
verilmistir. Empria ve Allantus cinsinin monofilisi desteklenmemis olup, CBC verisi ile
Empria cinsinin tiirleri ayrilmamustir. Ikincil yap1 verisinin niikleotid dizisi ile birlikte
kullanilmasiyla olusturulan PNJ agacinda ise E. longicornis, E. tridens ve E. basalis

tiirlerinin monofilisi saglanamamistir (Sekil 3.14).
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Cizelge 3.15 Allantinae altfamilyas: tiirleri CBC tablosu

E.basalisl

E.liturata2

E lituratal
E.pumiloides
E fletcheri
E.immersa3
E.immersa2
E.immersal
E.minuta2
E.minutal
Ascutellariae
A.circularis
Addidymus
Acinctus

1 0000O0O0O0O0OO0OO0O0OOO0O0DO0O0O0O0O0O0O0O00O0O0O0O000000

001100000O0O0O0O0O0O0O0O0O00O0O0O0O0O0O0O0O0O0O0O00O0O0O0O000O00D000000

Adcinctus

oo0120000000O0O0OO0OO0OO0CO0COCDOSOOOOSOSOOOCOOOOOOSOOCOOOOOOOOTI1IO0©O0OOOOOOSOOOOOOOOOOOOO0OO0OOO0OO0O0O0O0O0O0O0O0

Adidymus

11

1

11111

t11111111111121111111111111111111111111

1111111111111 11

11111

110011111
120033222

0013

Adcircularis

1333322333222 22
10000O0O0O0GO0COODOGO0T11

12222 2223323233323231:?:2

1222 333332323233333232333332323323333222

Ascutellariae

000O0110000O0O0O0O0OOO0OOO0OOOOO0OOOOOO0OOOOO1L1200000222220000O0O0O0O0I1T1000000O0O0O00D000 11

0o0o0O0100000O0OO0OOOSOOOOOOOOOOSOSOOOOOOOOOOOI1I12000O0TO0?22220000O0T0T0T01

0013

E.minutal
E.minuta2

0 100000O0O0O0O0DOO0O0O0O0O0O0O0O0OO0O0O0OOO0OO0OO0O0OOTL120000O02222000000O0O0T1I00000000UO0O0O0O00O0T00

01000000O0OO0DOOOOO0O0OOOOOCOOOOOCOOOT?L120000O02222000000O0O0O01I000O0O000O00O00O0O0O0O0O0O00

0001200
001200
001200

E.immersal

E.immersa2

0 1000000O0O0O0OOOOO0O0OOOOOCOOOOOOOOI120000O022222000000O0O0O0T1I000O0O000O000O0O000T00

E.immersa3

122200000000 10000O00000O0D00000

001100000011 000O00O00O0O0O0O0000O00O0O000O0O0O0O0O0O0O00O0O0O0O01I1100000

E fletcheri

111111111

1110011111

11110111100201122012111111

001211111100011111111111111111
000120000000 00000O0O0OOOO0O0OOO0O0OO0O0O0O0O0O0DO0O0O0O0O0O0D030000011

001 20000O0TU0FUO0

E.pumiloides

1100000000O010000D0000O00D0O0O0GO0T10
1100000O0O0COOI11I000O0O0O0O0O0O0O0O0OD0TO0T10

E lituratal

000O0O0CO0OOOOOOOOOOOOOOOOOOO0OOOOOOS30UO0O0GO0TO0T11

E liturata2

E basalisL

0000000OO0OCOOOOOOOOOO?L1200000222200000O0O00O011000000O0O0O0O000 11

000000O0OO0O0O0OOO0OO0OO0OOOO0I1I1200000222200000O0GO0O01

00000DO0OOOOODO0OO0OO0O0O0O0O0D0TO0O01

0013000000100
0013000000100

0

1 000000000O0O0O0O0 11

E.basalis2

1100000000O0GO0GO0GO0T11

12000002 22200000O0TGO0TO0

13000000100

0

E.basalis3

1
1

0000O0OCO0OOOOOOOOOOOOOI1 120000022 220000000O0T1I10000D0000O00O0O001

0013000000T1O00
00 1300000O0T1ITQ0T0
0013000000100
0013000000100

E basalis4

0oo0oo0o000000O0OO0OO0OO0OOOOODOO?112000O0O002222¢000000001100000000O0O000T01

E.basalis

000000O0OOOCOOOOOOOOOO?L12000002222200000O00011000000O0O0O0O0O00 11

000000O0O0O0O0OOO0OO0OO0OOO0O0OILI1200000222200000O0GO0O0°1

E basalis

1000000000O0O0O0GO0 11
10000O0O0O0GOCOODO0GO0T11

E.basalis?

000O0OCI1I120000O0222200000O0T0FT01

001300000O0O0T1O0O0GO0TO0GO0TOD0DT OO0

E.tridensl
E.tridens2

1
1

0000011 20000022220000000O0T1I10000D0000O00O0GO001
0000011 20000022220000000O0T1I1000000000O0GO0O01

00130000001 000000000
000 1300000O0T10000O0GO0GO0GO0O0
001350000O0O0T1IO0O0GO0TO0TOD0DTO0TO0TUD0O0
001300000011 000000000
00 130000001000000000

00 130000O0O01100000000 0

E.tridens3
E. tridensd
E.tridens5
E.tridens6
E.tridens?

000001120000H0222200000000110000O0©0©0000O0O0O0T1T1
000001120000022220000©00O000O0T1100000O0O00O0O0O0U0011

000001

1 000000000O0O0O0O0 11

1200000222 2000000GO0TC0°1

1
1

00000011 20000022220000000O0T1I100000000O00GO0GO001

0000011 20000022220000000O0T1I100000000O0O0TU0GO001

00000

001300000O0T10000O0GO0GO0GO0O0
00130000O0O0T1IO0O0O0O0GOD0OTO0DTO0TUD0O0
00 13000O000O01000000000
00 130000001000000000

001300000O0T1O0O0O0TO0GO0GO0TO0TU00O0

E.tridens8

E.tridens

1120000022220000HO000011000000000O0O0O0T11

00000112000002222000O00000°1100000O0O0O0O00O0011

000001
000001

E.tridens10
E.tridensl1
E.tridens12

1 00000000O0DO0UD0O0O0 11

1200000222 2000000GO0TC01

120000022220000000011000000000O0O0O0T0T1T1

1
1

0000011 20000022220000000O0T1I1000000000O0O001

00000

001300000O0T10000GO00GO0G00
0001300000O0T10000O0GO0O0GC00

E.tridens13
E tridens14

1'1000000000O0TO0O0 1

11200000222 2000000T00

001200000000O0O00O000O0O0O0O0O0OOOOO0O0O0OOOO0O0O0O0OO0OO0OOCO0OO?200011000000O0O0O00O00O0O0O0O00O0DO0O0O0D0000O00O00G00

E pallimacula

1 0000000O00O0O0OD0O0O0 11

1 000000O0O0GO0CTD0GO0TU0 1

112000002 2220000000 °0°1

o
o
o
o
o
o
o
o
o
=
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o

E.alectorl

1
1
1
0

1200000222 2000000GO0TC0°1
11200000222 20000000O0011000000O000O00T001

11200000222 200000O0GO00O0
11002011 2201111

1
1100 2

130000001 000000O0O0O000000D000000D00000

0

0

E.alector2

001300000O010000O0O00O00O0O0O0O0O0000O0O0O000O00D00000
001300000O0T110000O0O000O00O0O0O0O0000O0O0O00000000

0012

E.alector3

11000000000O0GO0O0 1

E.alector4

0

1

110011111111 111

11111

1111110001111 11111111111111111011

E.parvula

$11111110011111111111111

1112200001

0012111111000111111111111111111111011

E.excisa

1122222221 23322222222222222222222222222220222222333222222212222222222222231
00110000HO0O0OCO0CO0ODO0OOOOSOSOOOOCOOOOOOOSOOOOOOOOOOSOOOO1I200O0O0OO0O0O0CO0O0ODO0OOOOO0OO0OO0OOCOO11000UO0UO0GO0GO0CO0O0OD0O00T00

001200000O010000O0O0O00O00O0O0O0O0O00O00O0O0O0O0O0O0O0O0O0O00O00O00O01I120
00120000001 0000000O0O0O00000D0O0O0000O0O0O0O00O00O0D0O0001120

E.sexpunctata

E.candidata

002222000000001000000000O000000
00 22220000000O010000O00000O0D00000

E.planal

E.plana2

111100000000 2000O0O0O00O00O00O0O0O0O0O0O00

1

00120000002000O000O00O0O0O0O0O0O0O0O0O0O0O0O00O0O0O0O0O01100002220°00
0012000000 2000O000O000O0O0O0000O0O0O000O00O0O0O0O0O0100002220°00

0012222221011 22222222222222

E.takeuchiil

10000000020 0000O0D0000O00D0OD00O000

1

1

E.takeuchii2

2222222¢02222002022110000222222210022222222222200

E.honshuana
E.rubicola

1 030221100002%222222200222222222222¢00
1030221100

1222222 222222222222222022221030221100

001222222211 1222222222222222222222¢02222

10222 22222222200

22222222

Equadrimaculatal 0 0 1 2 2 2 2 2 2 2 2 112222222 222222222222220222:

E.quadrimaculasta2 0 0 1 3 2 2 2 2 2 2 1 1

22222 22200222222222222¢00

1 0000000O0DO0O0GD0O0O0 11

1
01 1000000O00O0OD0T0TO01

01 1000000O0O0O0O0T0O01

0

00130000O0O011000000O00O0O0O0O000O00O0O0O0O0O0O0O0O0O0O0O0O0O0O0O0O0112000002222

0

E.longicornisl

1
1

11000000000O0O0TO0T11

2222

1200000

130000001 00000O00O0O0O0O0000O0O0D0000O0O0O0D000O00O00U0001

0

E.longicornis2

001300000O010000O0O0O00O0O0O0O0O0O00O0O0O0O0O0O0OO0O0OO0O0O0O0O0O011I1200000222?2

001300000O0T10000O0O0O0O00O0O0O0O000O00O0O0O0D00O00O00O0O0O0O00000

E.longicomis3

112000002222

E.longicornis4

01 10000000000O0O0O011
01 1000000000D00D0O0GO0 11

00 13000000O0110000000O0O0O0000O0O0O0000O0O0O0O0O0O0O0O0O0DO0O01120000022?22
0013000O0O0O0110000000O0O0O0O00O00O0O0O0O0O0O0OO0OO0O0O0O0O0O0O0O0O011200000?2222

0

E.longicorniss

E.longicornis6

1 0000000O0O0O0O0O0O0 11

1

12000002222

130000001 00000O00O0O0O0O000O00O0O0O0O0O00O0O0O0DO00O00O00O000001

0

E.longicornis7

oo0110000001000O0000O0O0O0O0CO0OO0OO0COCO0OCOOOOOOOOCOCOOOOOTII11000001222000000O0O0O0T1O0O0O0O00O0O0O0O0GO0GO0O0TO0O0O0TO0

E.improba

Tt 0111111110011 111111111111

12200

111110111100 2°01

1111111111111 11
1 1 1 1

001211111100 °01

E.hungarica

1110011100000

1000 1

10000000011 1111

1100 2

11011

1

1

111

1

111

11111

1

1

1

11000001

0011

E.multicolor

00000©O0ODTO0TI11

001300000O0O0OT1O0O0O0CO0OO0OO0OO0COSO0OSO0OOCOCOOOOOOSOOOCOOOOOOOOOTI112000O0O0?222200000O0TU0TU0T11

001300000011 000000O00O0O0O0O0O00O00O0O0O00O00O0O0O0O00O00O00D00O0001

E.japonical

0000000O0GUD0 11
000000O0O0TO0 1

1

1200000222 200000O0GO0TC01

E japonica2
E.japonica3

1

00130000O0O011000000O0O0O0000O0O0O000O0O0O0O0O0O0O0O0O0O0OO0O0O0O0111200000222200000000T171
00130000001 00HO0O0SO0CO0O0ODO0OO0OO0OSO0OGO0OO0OOCOCOOOOOOOOCOOOOOOT112000002727220000°O0TQ0TU0SF©0

00000O0GO0TO0 11

1

E.japonicad

00000011

001200000011 0000000O0O0O00O00O0O0O00O0O0O0OO0O0O0O0O0O0OO0OO0O11120000022220000000O0T1I00000
00120000001 0000O00O00O0O0O0O00O00O0O0O000O00O0O0OO0O0O0O0O0O0O0O0O0O111200000222200000000T1000°00

0

E.alpinal

00000011

E.alpina2

1000000

1200000222 200000O0GO0TQ01

130000001 00000O00O0O0O0O000O00O0O0O0O0O0O00O0O0O0O00O00O00O00D0O0001

0

E.loktinil

00130000O0O011000O0O0O0O0O0O0O0O0O0O0O0OO0O0O0O0OO0O0O0O0O0O0OOO0O011120000022220000000O0T1I1000000

00130000001 00HO0O0O0CO0O0ODO0ODO0OO0OSO0OO0OO0OCOCOCOOOOOOOOCOOOOOOTLI1 200000222 220000O0TO0TU0SF©O0

E.loktini2

11000000

E loktini3

001200000010000000O0O0O0O00O0O0O0O0O0O0OO0OOOO0OO0O0GO0OOO011120000022220000O000O0O0TI1IO000000O0O0O00

E.tridentisl
E.tridentis2
E.tridentis3

0012000000O011000000O00O0O0O000O00O0O0O0O0O0O0O0OO0OO0OO0OOO0O0OO011120000022222000000O0O0TI1IO0D00000UO0O0TO0O0

0

12000002 22200000O00O0O010000O0O0O0GO0GC0O0

12000000100000O0O0O0GO0O0OOCOOOOO0ODO0O0OO0O0O0OO0OO0O0OD0O000O001

0

1111

11111

111101111013 00000000011111110101 11
1

1111111111

11111

0012110000111 11
001 2 1

M.pulveratum1

1

$1 111101111011 0000000001111111010111

11111111111

1

1

1

1100001001

M.pulveratum2

51



Empria_takeuchii_2
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Sekil 3.13 Allantinae altfamilyasinin CBC tablosu verisi ile insa edilen BIONJ agaci
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100 pul 2
100 M pul 1
100 Empria multicolor
100 Empria candidata
100 100 Empria liturata 2
43333333 e Empria liturata 1
83333333 . Empria palimacula
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66.666667 Empria excisa
] 100 Empria pumiloides
100 Empria
83.333333 Emgpria parvula
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Empria basalis 4
100 Empria tridens 3
50 Empria tridens 2
Empria tridens 13
Empria tridens &
£3.333333 Empria basalis 2
Empria tridens 7
Empria tridens &
83.333333 Empria tridens 4
Empria basalis 7
Empria basalis &

§3.333333

Empria tridens 9

83.333333

Empria alector 4
Empria tridens 10
Empria tridens 1

83.333333

Empria tridens 12
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—m: Empria lengicoris 7
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Empria japonica 2
Empria japenica 1
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100
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Empria alector 2
Empria alector 1

Emgpria alector 3

Empria longicornis 2
Empria lengicornis 1
Empria longicomis 3

Empria longicomis 4

Empria longicomis 5

Empria tridens 11

Sekil 3.14 Allantinae altfamilyasinin ProfDist programi ile olusturulan PNJ agaci
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¢) Nematinae Altfamilyas:

Nematina tiirleri arasinda yapilan CBC analizi sonucunda higbir tiir arasinda CBC
bulunmadigr belirlenmistir. Bu nedenle yalnizca ikincil yap1 bilgisi kullanilarak
gerceklestirilen PNJ agaci insa edilmistir (Sekil 3.15). Pristiphora cinsinin monofilisi

saglanamamustir.

Pontania sp.

Mematus sp-

Cladius pectinicon TS

platycerus

02

Sekil 3.15 Nematinae ProfDist programui ile olusturulan PNJ agaci

f) Tenthredininae Altfamilyasi

Tenthredininae familyas1 tiirlerinde tiir i¢i CBC varligi tespit edilememistir. T.
guichardi-T. annuligera, T. annuligera-T. litterata, T. annuligera-T. friesei (T.
annuligera tiiriniin yalnizca bir 6rnegi), T. annuligera-T. andrei, T.zonula- T.asiatica,
M. diversipes-M. superba ve A. aucupariae-A. fulvipes tiirleri arasinda bir CBC

bulunamamaistir (Cizelge 3.16).
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Ruviridis
Adfulvipes
A.aucupariae

M.superba
M.diversipes

T.andrei6
T.andreis
T.andreid
o
T.andreid
£
T.andrei2
T.andreil
T frieseid
T.friesei3
T.friesei2
T frieseil
Tlitteratag
Tlitteratas

T.litteratad

Tlitterata3

Cizelge 3.16 Tenthredininae altfamilyas: tiirlerinin CBC tablosu

Tlitterata2

Tlitteratal
B
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T.annuligerad
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T guichardil

=
T.costata.

o
T.zonula

T.zonula

T costata

T asiatica

T guichardil
T guichardi2
T guichardia
T guichardid
T guichardi
T guichardis
T.guichardi7
T guichardig

T guichardio
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]
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T.annuligera2

T annuligera3

T annuligerad

T annuligeras

T annuligeras

T annuligera?

T.annuligera8

T annuligerad

T annuligeral0

T litteratal

T litterata2

T litterata3

T litteratad

T litteratas

T litteratas

T frieseil

T friesei2

T friesei3

T frieseid
T.andreil
T.andrei2
T.andrei3

T.andreid
T.andreis
T.andrei6

12

M.diversipes

M.superba

A.aucupariae
Afulvipes

6 12 12

6

R.viridis

uru

len BIONJ agacinda T. annuligera t
Imistiir (Sekil 3.16). Bu tiir disindaki

i

d

insa e

tablosu kullanilarak

CBC vern

iger

g1 goru

-

bireylerinin farkli dallarda ¢ikti

desteklenmistir.

isi

turlerin monofil
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Tenthredopsis_annuligera_g
Tenthredopsis_annuligera_10

Rhogogaster_viridis

Tenthredo_zonula

Tenthredo_asiatica

Tenthredo_costata

Tenthredopsis_litterata_1
Tenthredopsis_litterata_3
Tenthredopsis_litterata_2
Tenthredopsis_litterata_4
Tenthredopsis_litterata_6
Tenthredopsis_|itterata_5

Aglaostigma_fulvipes

Aglaostigma_aucupariae_

r Macrophya_superba
]

acrophya_diversipes

Tenthredopsis_annuligera_3
Tenthredopsis_guichardi_2
Tenthredopsis_guichardi_1
Tenthredopsis_guichardi_3
Tenthredopsis_guichardi_4
Tenthredopsis_guichardi_5
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Tenthredopsis_guichardi_7
Tenthredopsis_guichardi_g
Tenthredopsis_guichardi_8
Tenthredopsis_guichardi_10
Tenthredopsis_guichardi_11

Tenthredopsis_guichardi_12

Tenthredopsis_guichardi_13
08

Sekil 3.16 Tenthredininae altfamilyasi CBC tablosu verisi ile insa edilen BIONJ agaci

Dizi verisi ile birlikte ikincil yapilarin hizalanarak analiz edilmesi sonucunda
olusturulan agac¢ topolojisi politomik olsa da, tlim tiirlerin monofilisi saglanmistir (Sekil

3.17).
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Tenthredopsis annuligera 1
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T
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20

Sekil 3.17 Tenthredininae altfamilyasinin ProfDist programui ile olusturulan PNJ agact

g) Selandriinae Altfamilyasi
Selandriinae altfamilyasindan Dolerus cinsi tiirleri arasinda en az bir CBC varlig1 tespit
edilmistir. Ancak S. serva - D. germanicus ve S. serva - D. vestigalis tiirleri arasinda

CBC bulunamamustir.
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Cizelge 3.17 Selandriinae altfamilyasi tiirleri CBC tablosu

D. germanicus | D. pratensis | D. vestigialis
1

D. germanicus
D. pratensis
D. vestigialis

S. serva

CBC verisi kullanilarak insa edilen BIONJ agaci Sekil 3.18de gosterilmistir. Dolerus

tiirlerinin monofilisi saglanamamuistir.

Dolerus_pratensis

Dolerus_vestigialis.

Selandria_serva

03

Sekil 3.18 Selandriinae altfamilyas1t CBC tablosu verisi ile insa edilen BIONJ agaci

Crolerus_germanicus.

Dclerus vesbgiaks

Dolarus pratensis

Salandria_sers

Sekil 3.19 Selandriinae altfamilyasinin ProfDist programu ile olusturulan PNJ agaci

ITS2 ikincil yap1 ve niikleotid dizisinin birlikte analizi sonucunda olusturulan PNJ agaci

CBC verisi ile uyumludur.
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3.3.2.2 Tiim Veri Kullamlarak Gerg¢eklestirilen Analiz

Symphyta alttakimina ait tiim familyalar ikincil yap1 verisi ve niikleotid dizisi
kullanilarak analiz edilmistir. Insa edilen PNJ agaci Sekil 3.20°de gosterilmistir ve
familyalar gore agacin dallar1 renklendirilmistir. Familya ve altfamilya dlzeyinde

monofili saglanamamustir.

Empria tridens 9
Empria tridens 10
Empria tridens 1
Empria alector
Empriatridens 14
Empria tridens 12
Empria tridens 11
Empria longicornis
Empria longicornis
Empria japonica
Empria loktini
Empria alpina
Empria minuta
Empria tridentis
Empria plana
Empria immersa
Empria takeuchii
Empria parvula
Empria pumilaides
Empria hungarica
Empria excisa
Empria honshuana
Empria sexpunctata
Empria rubicola
Empria guadrimaculata
Empria pallimacula
Empria liturata
Xiphydria_prolongata
Trachelus iudaicus
Calameuta pygmaea
100 Sterictiphora furcata
_E;— Sterictinhora angeliacae
. Acantholyda_posticalis
Calameuta idalon
Pachycephus smyrensis
Hartigia linearis
Trachelus tabidus
Cephus rjahovi
Cephus pygmeus

66,67

Empria multicolor
Empria candidata
Monsoma pulveratum

o3jp

Empriaimproba
Empria fletcheri
Hyela curva
Sirex_noctilio
Corynis_lateralis
Corynis_crassicomis
Arge sp,
Arge enodis
h‘ Arge dimidiata
T —— Arge pleuritica
Arge ochropus
Rhogogaster viridis

Tenthredo zonula
Tenthredo costata
Tenthredo asiatica
Macrophya superba
Macrophya diversipes
Allantus didymus

Pontania sp
Nematus sp
Abia_sericea
Megalodontes_cephalotes
Diprion_sertifer
Athalia scutellariae
Athalia circularis
Monophadnoides rubi
Dolerus pratensis
Dolerus_germanicus
Dolerus vestigialis
Allantus cinctus
Aglaostigma fulvipes
Aglaostigma aucupariae
Selandria_semnva
Tenthredopsis litterata 6
Tenthredopsis litterata
Tenthredopsis friesei 4
Tenthredopsis friesel
Tenthredopsis guichardi 2
Tenthredopsis guichardi
Tenthredopsis andrei
Tenthredopsis andrei
Pristiphora platycerus
Tenthredopsis annuligera
Pristiphora conjugata
Cladius pectinicornis
Empria basalis 2
Empria tridens 7
Empria tridens 13
Empria tridens 3
Empria tridens 2
Empria basalis 3
Empria basalis 4
Empria hasalis &
Empria tridens &
Empria basalis 1
Empria hasalis &
Empria basalis 7
Empria tridens 4
Empria tridens 6
Empriatridens 8

0,8

0.0

Sekil 3.20 TUm tdrler dahil edilerek olusturulan PNJ agaci
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Symphyta alttakimindan tiim bireylerin (Cephus pygmeus tiirliniin ayni olan 15 dizisi
yerine 1 temsilci kullanilmigtir, toplam165 birey, 78tiir) ikincil yap1 verisi ile birlikte
nikleotid dizisi hizalanarak CBC tablosu olusturulmustur. Tablo 27.225 (165x165)
hiicreden olugmaktadir ve teorikte ayni tiiriin bireyleri arasinda hic CBC olmamasi ve
farkli tiirden bireyler arasinda CBC bulunmasi iki tiirli ayirmak icin gereklidir. Ancak
CBC tiir kavramina gore farkl tiirler ile bir CBC’nin varlig1 arasinda bir korelasyon
vardir, yani iki tlir arasinda CBC olmamasi durumu bu iki tiiriin ayni tiir oldugunu ileri
sirmemektedir (Miiller ve ark. 2007). Olusturulan CBC tablosunda “0” CBC durumu
841 pozisyonda ayni tiirlerin ¢akistigi pozisyonda beklenmektedir (iki tiir arasinda CBC
olmama durumu-<0~). Tiir i¢in beklenen 841 pozisyon saglanmistir, ancak toplam “0”
10.055 olarak bulunmustur. Sonug olarak farkli tiire ait bireyler arasinda “0” CBC
durumu % 33,84 olarak hesaplanmigtir. Ancak bu rakam Cephidae familyas1 i¢in %0,
Argidae familyasi i¢in %12,5, Cimbicidae familyas1 i¢in %0, Tenthredininae familyasi
iIcin %21,5, Selandriinae familyas1 i¢in %25 ve Allantinae familyasi i¢in %63 olarak

hesaplanmistir. Ancak ayni tiire ait bireyler igerisinde hi¢c CBC bulunamamastir.

3.4 Symphyta Alttakimi ITS2 ikincil Yapilar1 ve Korunmus Dizi Motifleri

Symphyta alttakimindan 78 tiire ait DNA dizi bilgisi kullanilarak, ITS2 ikincil yapilari
olusturulmustur. Olusturulan ikincil yapilarin standart korunmus bolgeleri, heliks
sayilar1 ve korunmus motifleri belirlenmistir. ikincil yapilarin karsilastirmasinin daha
anlasilabilir olmasi i¢in Symphyta alttakimindaki farkli taksonomik dlzeylerde ayr1 ayr
degerlendirilmis olup, sonuglar karsilastirilarak alttakim diizeyinde korunmus motifler

tespit edilmistir.

3.4.1 Familya Diizeyinde Ikincil Yapilar ve Korunmus Yapilar

a) Argidae familyasi

Symphyta alttakimi igerisinde ortalama ITS2 niikleotid uzunluguna sahip olan Argidae
familyas1 tiirlerinin ITS2 ikincil yapilari, dkaryotlar i¢in dnerilen genel ITS2 yapisina
baz1 farkliliklar1 olsa da uygundur. Tiim Argidae ITS2 ikincil yapilarinda primidin-
primidin hatali eslesmelerine sahip heliks II ve uzun heliks III tespit edilmistir. Ayni
zamanda heliks III’iin 5' apeksine yakin bir bolgede olduk¢a korunmus bir motif tespit
edilmistir (5'-...CGA UCG UCG CGU C...-3'). Sekil 3.21°de Argidae familyas1 ITS2

bolgelerinin genel yapist ve korunmus motifleri verilmistir. S. furcata hari¢ tim Argidae
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tdrleri helik II ile heliks III arasinda Ila olarak adlandirilan fazladan bir helikse daha
sahiptir. Ayn1 zamanda heliks IV; A. dimidiata, A. ochropus, A. pleuritica turlerinde iki
tane (IVa ve IVb) diger tiirlerde ii¢ tanedir (IVa, IVb, IVc).
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Sekil 3.21 Argidae familyas: tiirlerinin ITS2 ikincil yapilarinin genel yapisi ve bazi

korunmus dizi motifleri

b) Cephidae Familyasi

Symphyta alttakimi igerisinde en uzun ITS2 nukleotid dizisine sahip olan Cephidae
familyas1 ITS2 ikincil yapilar okaryotik organizmalar i¢in Onerilen standart yapidan
oldukca farklidir. Heliksler 11l ve heliks IV dallanma yapmistir. Familya diizeyinde
heliks II’ (n 5' apeksine yakin herhangi bir bolgede tam bir korunmus motif
bulunamamis olmasina ragmen P. symrnensis ve H. linearis tirleri disindaki tiirler igin
korunmus bir motif bulunmustur (5'-...YGAMGCGA...-3"). Cephidae ITS2 ikincil

yapilarinin genel 6zellikleri Sekil 3.22°de verilmistir.
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O pygmiens I

Calamenta idolon
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Sekil 3.22 Cephidae familyast tiirlerinin ITS2 ikincil yapilariin genel yapisi ve bazi

korunmus dizi motifleri

¢) Cimbicidae Familyasi

Cimbicidae familyasindan 2 farkli cinse ait toplam 3 tiiriin ITS2 ikincil yapist verisi
olusturulmustur. U-U eslemesi yapan heliks II, korunmus motife sahip heliks III ve
diger heliksler tanimlanmistir. Corynis cinsine ait iki tir toplam 7 heliksli, A. sericea
tiiri ise 8 heliksli bir yap1 olusturmaktadir. Standart dort heliksli ITS2 yapisindan farkli
olarak heliks I ile heliks II arasinda heliks Ia; heliks II-heliks III arasinda heliks Ila yer
almaktadir. Ayrica standart Okaryotik ITS2 ikincil yapisindan farkli olarak, Corynis
cinsi tdrleri heliks 1Va ve heliks IVb olmak Uzere iki A. sericea ise U¢ (heliks 1\Vc)
heliks IV olusturmaktadir. Cimbicidae tiirlerine ait ikincil yapilar Sekil 3.23’de

Ozetlenmistir.
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Sekil 3.23 Cimbicidae familyasi tiirlerinin ITS2 ikincil yapilarinin genel yapisi ve bazi

korunmus dizi motifleri
d) Tenthredinidae

Tenthredinidae familyasinin Tenthredininae, Allantinae, Blennocampinae, Nematinae
ve Selandriinae altfamilyalarina ait tiirlerin ITS2 ikincil yapilari olusturularak heliks
sayisi, korunmus motifleri ve Okaryotik organizmalar i¢in 6nerilen 4 heliksli standart
yapidan farkli olarak bulundurdugu yapilar karakterize edilmistir. Tenthredininae
altfamilyasindan Aglaostigma, Macrophya, Rhogogaster, Tenthredo ve Tenthredopsis
cinslerinin ITS2 ikincil yapilar karakterize edilmistir ve Sekil 3.24’de sunulmustur.
Aglaostigma ve Tenthredopsis cinsinlerine ait tdrlerde standart dort kollu ITS2
yapisindan farkli olarak heliks IVa ve IVb olarak adlandirilan yapilar bulunmustur.
Macrophya ve Tenthredo cinslerinde ise heliks IVa ve 1Vb’ye ek olarak helik 1Vc
olarak adlandirilan fazladan bir heliks daha tespit edilmistir. Ayrica Tenthredo asiatica

tirti ITS2 ikincil yapisi helik II ile heliks III arasinda Ila ve IIb olarak adlandirilan
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yapilari igermektedir. R. viridis tiiriinde heliks II ile heliks III bolgesi arasinda heliks Ila
olarak adlandirilan bir heliks yapis1 daha tespit edilmistir.

e % VB % % Ve
‘ > Vb
T oo :
iVa - tia e i v
0 i K IVa
1 Jom . i
Agloostignia flicvipes : i Tenthreda asiarica
Aglacstigma aucupariae Tenthredo costata
A, & W)
& A )i ) ‘g‘d‘
TS
I i Iy
U U ‘t‘(“i'\ § f ;L:f‘
‘L,} 154 _g-)? Vb
s ¢ ; 3
I
L exnaeg &
a
s c"akf‘?ﬁ'aea‘t b «1 va
S z‘ k}imﬂswma orised Rexer exatersaes
‘; 1 o Geﬁ‘ &, At *4‘
Ve .
%, 7 ‘t*°° h ] Ve
<L 1%, g
: fia { ) Vb
it i e e e TV
& i
""—_o‘
:
5
11[ i
.. i Rhogaster viridis i n
Macropiya diversipec ’g s & ]
Macrophya suprba
1 Vb
IV
1 "
It
Wa
m
n
1
Tenthredapsis andrei » Tanthowcopsis friesei
I o
1 Vb Va
Wa
i Vb
1] 1
I il Va
m
n Tenrhrodapsis ¥rrevata
m
Tenthredopsis guichardi Tentivadopsis annuligera

Sekil 3.24 Tenthredininae altfamilyasi tlrlerinin ITS2 ikincil yapilarinin genel yapisi ve

bazi korunmus dizi motifleri
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Tenthredininae altfamilyasina ait tiim tiirlerin ITS2 ikincil yapilarimin U-U hatal
eslesmeleri iceren heliks I, 5' apeks bolgesinde korunmus bir motif iceren ve gorece
uzun heliks 111 bolgesi tanimlanmistir. Heliks IIT 5' ucunun apeksine yakin bir bolgede
oldukc¢a korunmus 5'-...CGU CGC GUC CCA G...-3' dizisi tespit edilmistir.

Allantinae altfamilyasina ait Allantus, Athalia, Empria ve Monsoma cinsleri ait turleri
ve Blennocampinae altfamilyasina ait M. rubi tirtinin ITS2 ikincil yapisi
olusturulmustur. Allantus cinsinden A. cinctus 6 heliksli bir ikincil yap1 olustururken A.
didymus 5 heliksli bir ikincil yap1 olusturmaktadir. Athalia cinsinden, A. circularis 6
heliksli, A. scutellariae 7 heliksli bir ikincil yap1 olusturmaktadir. Empria cinsine ait
tirler ve Blennocampinae altfamilyasinin tek temsilcisi olan M. rubi standart 4 heliksli
ITS2 yapist olusturmaktadir. M. pulveratum tirQ ise 6 heliksli bir ITS2 ikincil yapisi
olusturmaktadir. Tenthredininae altfamilyasindan farkli olarak Allantinae ve
Blennocampinae altfamilyalar1 heliks II ile heliks III arasinda fazladan heliks yapilari
bulundurmamaktadir, heliks sayilarindaki farkliliklar standart yapidaki heliks IV
konumunun igerdigi heliks sayisi1 nedeniyle meydana gelmektedir. Allantinae ve
Blennocampinae altfamilyalar1 U-U hatali baz eslesmeleri yapin bir heliks II, gérece
uzun ve 5' apeks bolgesinde korunmus bir motif bulunduran heliks III yapisi
bulundurmaktadir (Sekil 3.25). Korunmus dizi motifi Tenthredininae altfamilyasi ile
ortaktir (5'-...CGU CGC GUC CCA G...-3") ve her iki altfamilyada da oldukca

korunmustur.
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Sekil 3.25 Allantinae ve Blennocampinae altfamilyasini ait olan tirlerin 1TS2 ikincil

yapilarinin genel yapisi ve bazi1 korunmus dizi motifleri

Nematinae altfamilyasina ait Cladius, Nematus Pontania ve Pristiphora cinslerine ait
tiirlerin ITS2 ikincil yapis1 karakterize edilmistir. Nematinae icerisinde tum ttrler heliks
I, IT ve IIT olarak adlandirilan yapilar1 bulundurmaktadir. Ancak heliks IV bolgesi heliks
sayilarin1 degistirmektedir. C. pectinicornis P. conjugata ve P. platycerus heliks 1Va-
heliks IVb olarak adlandirilan yapilar1 igermekte iken Nematus sp. heliks 1Va-1Vb-1Vc
yapilarini, Pontania sp.turu ise heliks 1Va-1Vb-IVc yapilarini icermektedir (Sekil 3.26).
Nematinae tiirlerinin heliks III korunmus motifi Tenthredininae, Allantinac ve
Blennocampinae altfamilyadan farkli olarak fazladan 5 nukleotidlik bir bolgeyi daha
kapsamaktadir (5'-...CGU CGC GUC CCA GUG CUA...-3).
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Sekil 3.26 Nematinae altfamilyas tiirlerinin ITS2 ikincil yapilarinin genel yapist ve bazi

korunmus dizi motifleri

Selandriinae alttafimyasina ait Dolerus cinsinin D. vestigalis, D. pratensis ve D.
germanicus tiirlerinin ITS2 ikincil yapisit karakterize edilmistir. D. vestigalis ve D.
pratensis tlrleri 6 heliksli bir yapiya sahipken D. germanicus tir 5 heliksli bir ITS2
yapisina sahiptir. Dolerus tiirlerinin gorece uzun heliks III bolgesi korunmus 5'-...CGU
CGC GUC CCA GU...-3" dizi motifine sahiptir.
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Sekil 3.27 Selandriinae altfamilyas: tiirlerinin 1TS2 ikincil yapilarinin genel yapisi ve

baz1 korunmus dizi motifleri

e) Diger Familyalar

Diprionidae, Megalodontesidae, Pamphiliidae, Siricidae, Xyelidae ve Xiphydriidae
familyalar1 ¢alismada tek tlirle temsil edilmistir. Bu nedenle bu familyalarin ITS2
bolgelerinin ikincil yapilarinin ve korunmusmus dizileri bu baslik altinda toplanmistir
ve Sekil 3.28°de gorsellestirilmistir. Xiphydriidae familyasini temsil eden X. prolongata
tiiri 7 heliksli ITS2 yapisina sahiptir. Standart ITS2 yapisin heliks IV olarak
adlandirilan boélge IVa, IVb, IVc ve IVd helikslerinin oldugu tespit edilmistir. Xyelidae
familyasindan X. curva tiirliniin ITS2 ikincil yapis1 heliks II ile heliks III arasinda heliks
[la ve IIb olarak adlandirilan yapilart icermektedir. Siricidae familyasindan S. noctilio
tiiri Symphyta alttakiminda en uzun ITS2 bolgelerinden birine sahiptir. Bu nedenle S.
noctilio tarinun heliks IIT bolgesi olduk¢a uzun ve dallanmistir. Heliks 1l ile heliks 111
bolgesinde heliks Ila olarak adlandirilan bir yapiya daha sahip olan S. noctilio ayni
zamanda 5' bolgesinin bitisiginde heliks la olarak adlandirilan bir heliks yapisina daha

sahiptir ve toplamda 6 heliksi bulunmaktadir. Diprionidae familyasinda N. sertifer tlr(
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4 heliksli bir ITS2 yapisina sahiptir. N. sertifer gorece uzun ve dallanmis bir heliks 11

yapisina sahiptir.

Sekil 3.28 Diger Symphyta familyalar1 ITS2 ikincil yapilarinin genel yapisi ve bazi

korunmus dizi motifleri

Cephidae familyasindan sonra ITS2 niikleotid uzunlugu bakimindan ikinci sirada yer
alan Megalodontesidae familyasi oldukca uzun bir heliks III yapisina sahiptir. Heliks II1
yapist oldukca dallanmistir ve iizerinde 7 heliks bulunmaktadir. Ancak genel ITS2
yapist bu familyada da korunmustur ve 4 heliksli bir yapiya sahiptir. Pamphiliidae
familyasindan A. posticalis tri 8 heliksli bir ITS2 yapisina sahiptir. Heliks 1l ve heliks
IIT bolgesi arasinda Ila, IIb ve Ilc olarak adlandirilan heliks yapilarina sahiptir. Ayni

zamanda heliks IVa ve IVb olarak adlandirilan yapilara da sahiptir.
3.4.2 Symphyta Alttakiminda Korunmus ITS2 Dizi Motifleri

Symphyta alttakimi ITS2 bolgesi 415-1351 bg gibi ¢ok genis bir aralikta uzunluk
varyasyonu gostermektedir. Ancak alttakim igerisinde olduk¢a korunmus bazi dizi
motifleri bulunmaktadir. Biitiin Symphyta alttakimi1 ITS2 bolgeleri 5'-TTH-3' dizi ile

baslamakta ve 5'-HGA-3' dizisi ile sonlanmaktadir. Bu durumun tek istinasi olarak
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Tenthredo cinsi Uyelerinde ITS2 bélgesi 5'-TCT-3' ile baslamaktadir ve bu karakter
Symphyta alttakimi igerinde Tenthredo cinsi igin otoapomorfik bir karakterdir. Alttakim
icerisinde korunmus bir diger dizi motifi heliks | Uzerinde yer alan 5-ACTGC-3'
dizisidir, ancak A. sericea (Cimbicidae) ve A. orchropus (Argidae) turlerinde adenin
niikleotidi yerine guanin bu dizi igerisinde yer almaktadir. Heliks 11’nin 3' bolgesinde
yer alan 5-GGC GUC GYC YSA AA-3' dizisi olduk¢a korunmustur. Heliks 111
Symphyta alttakiminda olduk¢a degiskendir ancak 5' ucuna yakin bir bdlgede 5'-
TCGCG-3' dizisi tiim alttakimda korunmustur, yalnizca Megalodontesidae familyasinda
5-TTGTG-3" ve Xiphydriidae familyasinda 5-TTGTG-3' dizileri bu bolgede
korunmustur. Bu korunmus dizilerin heliks III iizerinde en az iki kopyasi
bulunmaktadir. Korunmus dizi motiflerinin bazilarimin heliksler Gzerinde gdsterimi
Xiphydriidae familyasina ait X. prolongata ve Tenthredinidae familyasina ait M. rubi

tarleri kullanilarak Sekil 3.29°da gosterilmistir.

X prolongata k ‘; M. rubi

Sekil 3.29 Symphyta alttakimdan iki familyaya ait korunmus ITS2 bolgeleri
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4. TARTISMA ve SONUC

Biyolojik ¢esitlilik ya da biyogesitlilik olarak adlandirilan kavram, modern ¢agimizin
felaketi olan ekolojik dengenin tahribati nedeniyle olduk¢a 6nem kazanmistir. Ancak
canlilarin essiz  ¢esitliligi ve karmasikligi, biyolojik ¢esitliligi anlamazi ve
tanimlamamizi zorlagtirmaktadir. Biyolojik cesitliligin dnemli unsurlarindan biri olan
bocekler, eklembacaklilar (Arthropoda) subesinin siniflarindan yalnizca bir tanesini
ifade etmektedir. Bocekler; otuz iki takim, 762’den fazla familya ve bir milyondan fazla
tanimlanmus tiir ile biyogesitliligi olusturan en 6nemli canli grubudur (Foottit ve Adler,
2009). Ancak simdiye kadar tanimlanmis bocek tiirlerinin 2-50 kati1 kadar, yani 2- 50
milyon arasinda tiiriin diinya {izerinde oldugu ydniinde bazi spekiilatif hesaplamalar
bulunmaktadir (Stork, 1988, 1993). Bu nedenle bdceklerin biyolojik, ekolojik ve genetik
cesitliliginin  tanimlanmast  olduk¢a Onemlidir. Ancak biyolojik cesitliligin
tanimlanmasinin ilk agamasini olusturan tiirlerin sinirlandirilmas: ve tanimlanmasi
geleneksel morfolojik yontemler ile tiir sayisi, yasam sekli ve karmasik evrimsel tarihi
gibi nedenlerle ile bocek gruplarinda oldukga yavas ilerlemektedir ve bircok siirlamay1

beraberinde getirmektedir (Packer ve ark., 2009).

Teknolojik ilerlemelere paralel olarak DNA dizileme ve bilgisayar sistemlerinin daha
pratik ve ekonomik hale gelmesi ile geleneksel morfolojik yontemlere alternatif olarak
DNA barkodlama yaklagimi dogmustur (Hebert ve ark., 2003a). Ancak bocek gruplari
icin kullanilan DNA barkod aracinin (COIl Folmer bolgesi) bazi eksiklikleri oldugu ve
baska araglarla desteklenmesi gerektigi bildirilmistir (Yao ve ark., 2010). Son
zamanlarda nukleer cekirdek DNA 1TS2 bolgesi DNA barkodlama calismalarinda
siklikla kullanilmaya baslanmistir (Schultz ve ark.,, 2005; Rampersad, 2014; Wolf,
2015; Zhang ve ark., 2015). Korunmus iki rRNA geni (5.8S ve 28S rDNA) arasinda yer
alan ITS2 bolgesi bu 6zelligi sayesinde evrensel primerler ile ¢ogaltilabilme 6zelligine
sahiptir ve DNA barkodlama acgisindan elverisli bir aragtir. Ayn1 zamanda ITS2 bolgesi
ile birlikte transkribe oldugu rRNA genleri gibi ikincil yapilar olusturmaktadir.
Ozellikle bitki ve alg gruplarinda yapilan calismalarda olduk¢a korunmus dért heliksli
bir yap1 kazandiklar1 goézlenmistir (Mai ve Coleman, 1997). Daha sonra bu yapi tim

Okaryotik organizmalar i¢in tanimlanmis ve bazi korunmus dizi motifleri tanimlanmistir
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(Coleman, 2007). Tiim bu 6zelliklerinin yan1 sira ITS2 bolgesi ikincil yapilarin heliks
bolgelerinde CBC olarak adlandiran bir 6zelligin varligr ile eseysel uyumsuzluk
arasinda bir korelasyon bulunmustur (Coleman, 2000, 2009). Bu durum daha sonra
yaklasik 300.000 ITS2 dizisi ikincil yapi olusturularak Miiller ve ark. (2007)
stnanmistir. Sonug olarak eger iki ITS2 dizisi arasinda bir CBC varsa %93 olasilikla
farkli tiir ve eger iki dizi arasinda hic CBC yok ise %76 olasilikla ayni tiir olarak
bulmuslardir. CBC varlig1 ya da yoklugunun tiirlesme ile bir iliskisinden ziya bu durum
yalnizca bir korelasyonla agiklanmaktadir ve biyolojik tiir kavramina atifta bulunarak
iriime izolasyonu sonrasinda tiirlesme i¢in gegen siirenin CBC olusumu i¢in gerekli

oldugu diistintilmektedir (Coleman, 2007; Coleman, 2015; Wolf, 2015).

Symphyta alttakimi ITS2 bolgeleri hakkindaki bilgilerimiz, yalnizca Prous ve ark.
(2011) tarafindan Empria ve Monsoma cinslerinin taksonomik revizyonu calismasinda
COI genine ek olarak molekiiler belirte¢ olarak kullanmasiyla simirlidir ve Allantinae
alttakimina ait bu iki cins diginda Symphyta alttakimi ITS2 dizileri hakkinda dizi bilgisi
mevcut degildir. Ayn1 zamanda Hyemoptera takimi igerisinde ikincil yapr bilgisi
kullanilarak daha o©nce higbir calisma yapilmamistir. Ayrica ikincil yapr verisi
kullanilarak bir ¢aligma yapilmadigi i¢in CBC tiir kavrami da bu grupta daha 6nce hig
test edilmemistir. Bu kapsamda Symphyta alttakimini1 familya diizeyinde temsil edecek
sekilde bir 6rneklem olusturulmus olup, ITS2 bolgesinin yapisi, DNA barkodlama araci
olarak etkinligi, olusturulan ikincil yap1 verisinin DNA barkodlamada kullanilabilirligi
ve CBC tiir kavramini test edilmigtir. Ayni1 zamanda Symphyta alttakimi1 ITS2 ikincil
yapilarinin 6zellikleri ve korunmus motifleri incelenmistir. Elde edilen sonuglar
“Symphyta Alttakimdan Barkod Araci Olarak ITS2” ve “Symphyta Alttakimi ITS2

Ikincil Yapis1” olmak iizere iki ana baslik altinda toplanmis ve tartigilmastir.
1. Symphyta Alttakiminda Barkod Araci Olarak ITS2 Kullanilmasi

Symphyta alttakimimi temsilen Cizelge 3.1°de verilen 6rneklerden DNA izolasyonu
gergeklestirilmistir. DNA i1zolasyonu sirasinda izlenen yontem basarili sonug¢ vermistir,
ancak Orussidae familyasindan Ophrella eldorado tiiriinden DNA izolasyonu basarili
bir sekilde gergeklestirilememistir. Bu tiir Natural History Museum’dan (UK, Birlesik
Krallik) temin edilmis olup 6rnegin toplanma sekli ve saklanma kosullar1 nedeniyle

DNA izolasyonun basarisiz oldugu diistiniilmektedir (Mitchell, 2015). Bu 6rnek disinda
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PZR reaksiyonlarinda engel teskil edecek sekilde nitelik ve nicelik yoniinden DNA
izolasyonunda sorunla karsilagilmamistir. Molekiiler verinin olusturulmasinda DNA
izolasyonundan sonra gergeklestirilen PZR reaksiyonlarini etkileyen en 6nemli faktor
kullanilan primerin ilgili bolgeye dogru ve etkili bir sekilde baglanmasidir. DNA barkod
araci olarak aday gosterilen bir bolgenin PZR asamasinda yiiksek bagar1 oranina sahip
olmasi beklenmektedir (Valentini ve ark., 2009). ITS2 bolgelerinin gogaltilmasi igin
White ve ark. (1990) tarafindan gelistirilen 1TS4-5 primerleri yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir, ancak bu primerler mantar gruplari i¢in tasarlanmistir ve Symphyta
alttakimu iiyelerinin bazilarmin fungus simbiyotu bulunmaktadir (Sritka ve ark., 2007).
Bu nedenle ilk olarak Ji ve ark. (2003) tarafindan tasarlanan Cas5p8s-Cas28SB1d
primer ¢ifti kullanilmistir. Ancak bu primer ¢iftinin ileri yonlii olarak baglanan primeri
(Cas5p8s) 3' ucunda Symphyta 5.8S rDNA baglanma bolgesine tiim tiirler i¢in uyumlu
degildir. Bu durum Prous ve ark.(2011) tarafindan rapor edilmistir ve ¢6ziim olarak
Diptera takimi {iyeleri igin gelistirilen AM1-AM2 primerleri kullanilmistir (Marinucci
ve ark.,, 1999). Boylelikle Symphyta alttakimindan tiim tiirlerin ITS2 bdlgeleri
cogaltilmistir (Cizelge 3.2). Dizileme islemleri i¢inde bu primer c¢ifti CasS5p8s-
Cas28SB1d primer giftinden daha basarilidir (Her iki primer ¢ifti kullanilarak dizileme
yaptirilmistir).

ITS2 bolgeleri komsu oldugu 5.8S ve 28S korunmus rRNA dizilerini de kapsayan bir
PZR iiriiniin olusturmaktadir. Dizileme sonrasinda ¢ift yonlii olarak kontrol edilen
dizilerin ITS2 bdlgesinin siirlarinin belirlenmesi gerekmektedir. Bu asamanin basart ile
sonuclanmasi ikincil yapi analizlerinin sorunsuz bir sekilde ilerlemesi i¢in gereklidir.
Bu amagla Keller ve ark. (2009) tarafindan HMM-temelli (hidden markov model) bir
yontem kullanilarak ITS2 bdlgelerinin  smirlarinin - belirlenmesi  basarilmistir  ve
algoritma ITS2 veri tabanina entegre edilmistir. Ancak HMM-temelli ITS2 sinirlarinin
belirlenmesi sistemde yliklii referans dizilerin varligina ve sinirlandirilacak dizinin 5.8S-
28S ¢rDNA dizilerini igeren sinyal dizisinin uzunluguna bagldir. Ozellikle T. iudaicus
(1.351 bg.), S. noctilio (1.183 bg.) ve M. cephalotes (1.251 bg.) tlrleri gibi uzun ITS2
dizilerine sahip turlerin 5.8S-28S ¢rDNA sinyallerinin bulunmasinda ve ITS2 dizilerinin
siirlandirilmasinda sorun yasanmistir. Cilinkii bu tiirler gibi PZR {iriinlerinin uzunlugu
1000 bg.’den daha fazla olan tiirlerin dizileme asamasinda sinyal dizilerini igeren ug

kisimlarin kaliteli okumasi yapilamamaktadir.
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Gerek PZR etkinligi gerekse ITS2 bolgelerinin sinirlarmin kolaylikla belirlenebilmesi
icin Symphyta alttakim1 ITS2 bolgesinin uzunluk araligimin bilinmesi gerekmektedir.
Gergeklestirilen bu calisma ile Symphyta alttakimi ITS2 bolgelerinin niikleotid
uzunlugu belirlenmistir. Bu kapsamda Cephidae, Megalodontesidae ve Siricidae
familyalarina ait tiirlerin ITS2 boélgesinin 1.000 bg.’den biiyiik oldugu tespit edilmistir.
Diger familyalarda ise 406-699 bg. araliginda olan ITS2 bdlgesi Symphyta alttakiminda
ortalama olarak 576 b¢. (standart sapma:194) uzunlugundadir (Cizelge 3.3). Genbank
veri tabaninda yapilan arama sonucunda Hymenoptera takiminda en uzun ITS2 bolgesi
2.052 bg. ile Bombus ignitus (Genbank erisim no: HQ228482) tiiriine ait iken en kisa
ITS2 bolgesi 232 be. ile Sycoryctes sp. (Genbank erisim no: AY536490) tiiriine ait
oldugu goriilmiistiir. Bocek gruplari igerisinde ise 49 familyadan 378 tiir ile yapilan bir
caligmada ITS2 bolgesinin ortalama olarak 269 b¢. uzunlugunda oldugu bulunmustur
(Wang ve ark., 2014). Bir baska ¢alismada ise hayvan gruplarinda i¢in ITS2 bolgesinin
100-1.209 bg. (y181lma 195-510 bg. araliginda) araliginda oldugu bildirilmistir (Yao ve
ark., 2010). Symphyta takimi igerisinde ITS2 niikleotid uzunlugu familyalara gore
farklilik gostermektedir ve bazi familyalar hayvan gruplar igin asir1 sayilabilecek
niikleotid uzunluguna sahiptir. Bu asir1 niikleotid uzunlugu DNA barkodlama yaklasimi
icin bir dezavantajdir. DNA barkodlama yaklagiminda kullanilacak bdlgenin kolaylikla
cogaltilabilmesi icin bir diger parametre PZR verimini etkileyen %GC igerigidir
(McDowell ve ark., 1998). Symphyta alttakimi1 ITS2 bdolgeleri 44,9-64,8 araliginda %
GC igerigine sahiptir (ortalama %57). PZR reaksiyonlarinda %GC igerigine bagl olarak

herhangi bir sorunla karsilagilmamaistir.

ITS2 bolgesinin barkod araci olarak sinanmasinda primer niikleotid dizi verisi ve ikincil
yapt verisi ayri ayri degerlendirilmistir. Ideal bir barkod aracinin tiir igerisinde
neredeyse hi¢c degismemis tiirler arasinda ise yeterince farklilasmis olmasi
beklenmektedir (Hebert, 2003a). Bu ama¢ Symphyta alttakimi igerisinde tiir igi
farklilasma degerleri hesaplanmistir ve %0-%3,75 arasinda bulunmustur. Yao ve ark.
(2010) tarafindan yapilan c¢alismada hayvan gruplarinda ITS2 tir i¢i farklilasma
degerleri ortalama olarak %35 olarak bulunmustur. Sonug olarak tiirler arasinda genetik
uzakligin %3-5 biiyiik olmasi durumu ITS2 bolgesini Symphyta alttakiminda etkili bir
ara¢ kilmaktadir. Bu amacla familyalar ayr1 ayr1 degerlendirilerek son olarak tiim veri

seti birlestirilerek niikleotid diizeyinde analiz edilmistir. Ayn1 zamanda ikincil yap1 ve
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CBC verisi kullanilarak ITS2 bolgesi farkli bir boyutta barkodlamada arag¢ olarak test
edilmistir. Gergeklestirilen tiim analizlerin sonuglar1 her grup i¢in maddeler halinde

tartisilmastir:
a) Cephidae Familyasi

Primer niiklotid dizisi kullanilarak gerceklestirilen analiz sonucunda en az farklilasma
% 8 ile T. tabidus ve T. iudaicus tiirleri arasinda goriilmistiir. Bu deger tiir igi
farklilasma degerinin neredeyse iki katina yakindir. Ayni zamanda insa edilen uzaklik
temelli NJ agacinda tiim cinsleri monofilisi saglanmistir ve ITS2 bolgesi primer
niikleotid dizisi kullanilarak. Cephidae familyasinin barkodlamasi basarili olmustur.
ITS2 ikincil yap1 verisi kullanilarak olusturulan PNJ agacinda primer niikleotid dizisine
benzer olarak tiim cinslerin monofilisi saglanmistir. Ancak PNJ agacinda 1000 tekrarli
gerceklestirilen seg-bagla testi destekleme degerleri daha yiliksek ¢ikmistir. Bu nedenle
ikincil yap1 verisi kullanilarak gerceklestirilen Cephidae familyasinin barkodlanmasi
basarili olmustur. Gergeklestirilen CBC analizi sonucunda T. iudaicus-C. pgmaea ve T.
iudaicus-T. tabidus tiirleri disinda her tiir arasinda en az bir CBC oldugu goriilmiistiir.
CBC tablosu iizerinde farkl: tiirler arasinda “0” CBC olmasi durumu %6,25 ve farkli
tiirlere ait tiirler arasinda “>1" olma durumu %93,75 olarak hesaplanmistir. Boylelikle
ITS2 bolgesi diger barkod araglarina gore ekstradan bir bilgi daha sunmustur. CBC
verisi kullanilarak insa edilen BIONJ agacinda yalnizca Trachelus cinsinin monofilisi
saglanamamigstir. Bu cins diginda diger tiim cinslerin monofilisi desteklenmistir. Sonug

olarak Cephidae familyasinda ITS2 bolgesi basarili bir barkod aracidir.
b) Argidae Familyasi

Argidae familyasindan Arge ve Sterictiphora cinsler ile gerceklestirilen analizler
sonrasindan niikleotid dizi verisinin %21-%31 arasinda farklilasma sergiledigi
bulunmustur. Bu nedenle primer niikleotid dizisine bakilarak ITS2 bolgesinin Argidae
familyasindan 1yi bir barkod arac1 oldugu sdylenebilir. Niikleotid dizi verisi kullanilarak
insa edilen NJ agaclar cinslerin ve tiirlerin monofilini desteklemistir ve ITS2 bolgesinin
Argidae familyasinda iyi bir barkod araci oldugunu dogrulamustir. ikincil yap: bilgi
bilgisiyle birlikte niikleotid dizisinin hizalanmasiyla insa edilen aga¢ Arge cinsinin
monofilisini desteklememistir ve politomi icermektedir. Ikincil yap1 bilgisiyle

gerceklestirilen CBC analizi sonucunda A. pleuritica-A. dimidata tiirleri disinda tiim

75



farkl tiirler arasinda en az bir CBC bulunmaktadir. CBC tablosu iizerinde farkli tiirler
arasinda “0” CBC olmasi durumu %12,5 ve farkl: tiirlere ait tiirler arasinda “>1" olma
durumu %87,5 olarak hesaplanmistir. Tiir i¢inde bireyler arasinda hi¢ CBC
bulunmamaktadir ve sonug¢ olarak teorikte CBC tiir kavrami hatasiz olarak taksonlari
ayrmigtir. Ancak pratikte Argidae familyas: tiirlerinde %87,5 oraninda dogruluk ile
ayrim yapmustir. CBC veri tablosu karakter matrisi olarak kullunilarak BIONJ agaci
insa edilmistir ve agac topolojisinin diger sonuglara gore oldukca farkli oldugu
goriilmiistiir. Bununla birlikte A. dimidiata ve A. pleuritica turlerini bu analiz

aylramamigtir.
¢) Cimbicidae Familyasi

Cimbicidae familyasini temsil eden 3 tiir ile gerceklestirilen analizleri sonucundan ITS2
bolgesinin bu familya igerisinde %6-%55 arasinda farklilasma sergiledigi goriilmiistiir.
Tiir i¢i genetik uzaklik degerlerine yakin bir deger olan %6’lik farklilasma Corynis
cinsinin bireyleri arasinda godzlemlenmistir. Olusturulan ikincil yap1 veri seti
kullanilarak insa edilen PNJ ve BIONJ agaglar1 niikleotid dizi verisi ile olusturulan NJ
agacin desteklemistir. Ayrica olusturulan CBC tablosu iizerinden farkli tiirler arasinda
“0” CBC olmast durumu %0 ve farkli tiirlere ait tiirler arasinda “>1" olma durumu
%100 olarak hesaplanmistir. Boylelikle analize dahil edilen ii¢ tiir birbirinden
barkodlama yaklagimiyla ayrilmistir. Ayrica CBC tiir kavrami yaklasimi Cimbicidae
familyas1 tiirleri arasinda diisiik farklilasma oranimi telafi ederek barkodlama

yaklagimini giiclendirmistir.
d) Allantinae Altfamilyasi

Allantinae altfamilyasi ¢alismada en ¢ok tiir ile temsil edilen grubu olusturmaktadir. Bu
grubu olusturan Empria ve Monsoma cinsleri GenBank veri tabanindan elde edilmistir.
Niikleotid dizisi ile gerceklestirilen analizler sonucunda E. tridens, E. basalis, E.alector,
E. alpina, E. japonica, E. loktini, E. minuta, ve E. longicornis tiirleri arasindaki genetik
uzaklik %0,15-3,17 arasinda degistigi goriilmistiir. Benzer olarak E. fletcheri, E.
immersa, E. improba ve E. plana arasindaki genetik uzaklik %0,64-1,21 degerleri
arasindadir. Yine ayni cins igerisinden E. quadrimaculata-E. rubicola tiirleri arasindaki
genetik uzaklik %2,51 ve E. alector-E. basalis, E. alector-E. longicornis, E. basalis-E.

longicornis, E. alector-E. tridens, E. basalis-E. tridens, ve E. longicornis-E. tridens
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tlrlerinin baz1 bireyleri arasinda ITS2 bdolgeleri arasinda hi¢ farklilagma goriilmemistir
(Cizelge 3.8). Bu diisiik farklilasma oranlar tiirlerin adlandirilmalarinda bir hataya
isaret etmektedir. Ancak yine de CBC tiir konseptinin test edilebilmesi ve barkodlama
yaklasiminin pratik olarak test edilmesi ig¢in bu gruplar analizlere dahil edilmistir.
Niikleotid dizi verisi kullanilarak insa edilen NJ agacinda E. basalis-E. tridens-
E.alector-E. longicornis bir grup halinde ve E. alpina-E. japonica bir grup halinde
olarak adlandirilan tiirleri kiimelemistir. Yani tiirler bir birinde ayrilamamistir. Bunun
nedeninin  ITS2  belirtecinin  yetersiz  kalmasi  olarak  degil taksonlarin
adlandirilmalarinda bir hata yapildigr yoniinde yorumlamasi yapilabilir. Ciinkii ayn
altfamilya icerisinde yer alan ve bu ¢alisma sonucunda dizi verisi iretilen Allantus ve
Athalia cinslerinin tiirleri arasinda sirasiyla %15 ve %33 ITS2 farklilasmasi oldugu
bulunmustur. Ayrica yine Empria cinsine ait E. fletcheri-E. multicolor tiirleri arasinda
%24°liik bir genetik farklilasma bulunmaktadir. Ikincil yap: verisi ile inga edilen PNJ
agacinda ise yine E. basalis-E. tridens-E.alector-E. longicornis bir grup halinde yer
almiglardir. Hem niikleotid dizisi hemde ikincil yap1 verisi ile olduk¢a yakin gruplar
olarak gortlen baz1 Empria tiirleri CBC analizi sonucunda da birbirinden ayrilamadigi
goriilmistiir (Cizelge 3.15). CBC tablosu iizerinden farkli tiirler arasinda “0” CBC
olmasi durumu %63 ve farkl tiirlere ait tiirler arasinda “>1" olma durumu %36 olarak
hesaplanmistir. Bu degerler Symphyta alttakimdaki genel 6riintiiye uymamaktadir ve
boylesine diisiik bir basar1 oran1 Empria cinsi tiirleri arasinda “0” CBC durumunun

coklugu nedeniyle meydana gelmektedir.
e) Tenthredininae Altfamilyasi

Tenthredininae altfamilyas1 tiirleri kullanilarak gerceklestirilen genetik uzaklik
analizlerinde %2-%39 araliginda oldugu goériilmistiir. Niikleotid dizi verisi kullanilarak
inga edilen aga¢ tim tilirleri ayr1 ayri gruplamistir ve cins diizeyinde her grubun
monofilisi desteklenmistir. Ancak Aglaostigma ve Macrophya cinslerinin tirleri
arasindaki genetik uzaklik %3,75’den daha az olarak olarak bulunmustur. Ayni durum
Tenthredopsis cinsinin bazi tiirleri arasinda mevcuttur. Olusturulan ikincil yap1 verisi
kullanilarak insa edilen PNJ agaci niikleotid verisi ile insa edilen agactan farkli bir
topoloji olustursa da, genel olarak ayni tiiriin bireylerini bir arada kiimelemistir. Ancak
cins diizeyinde monofiliyi desteklememistir. Ikincil yapr verisi kullanilarak

gergeklestirilen CBC analizi sonucunda farkli tiirler arasinda “0” CBC olmasi durumu
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%21 ve farkli tiirlere ait tiirler arasinda “>1” olma durumu %79 olarak hesaplanmistir.
CBC analizi sonuglar1 genetik uzaklik verisi ile uyumludur ve Aglostigma, Macrophya
ve bazi Tenthredopsis tiirleri arasinda CBC yoktur. CBC verisi kullanilarak insa edilen

BIONJ agacinda T. annuligera tiiriiniin monofilisi desteklenmemistir (Sekil 3.16).
f) Selandriinae Altfamilyasi

Selandriinae ITS2 bolgeleri %28-%60 oraninda genetik olarak farklilasmigtir. Niikleotid
dizi verisi kullanilarak insa edilen NJ agac1 Dolerus cinsinin monofilisini desteklemistir
ve tiirleri birbirinden aymrmugtir. Ikincil yapi verisi kullanilarak gergeklestirilen
analizlerde Dolerus cinsinin 3 tiirii en az bir CBC’nin varligi ile birbirlerinden
ayrilmiglardir. Ancak S. serva-D. germanicus ve S. serva-D. vestigalis tiirleri arasinda
CBC yoktur. Farkl tiirler arasinda “0” CBC olmas1 durumu %25 ve farkl: tiirlere ait
tiirler arasinda “>1” olma durumu %75 olarak hesaplanmistir. ikincil yap1 verisi
kullanilarak ingsa edilen PNJ agacim1i niikleotid verisi ile olusturulan agaci

desteklemektedir ve Dolerus cinsinin monofilisi desteklenmemistir.
g) Symphyta Alttakiminin Birlikte Degerlendirilmesi

Tiim familyalara ait ITS2 bolgesi dizi, ikincil yap1 ve CBC verisi kullanilarak
degerlendirilmistir. Niikleotid dizi verisi kullanilarak insa edilen NJ agacinda yalnizca
Cephidae familyasinin monofilisi saglanmistir. Yani Symphyta ITS2 bolgeleri familya
ve istfamilya diizeyinde bilgi verici degildir. Benzer sekilde ikincil yapr verisi
kullanilarak gerceklestirilen analizde ITS2 bolgesi familya ve iistfamilya diizeyinde
bilgi verici olmamistir. Niikleotid dizi verisi ve ikincil yapisi verisi ile gerceklestirilen
analiz sonucunda Allantinae altfamilyasi maddesinde verilen Empria cinsine ait bazi
tdrlerinin birlikte kiimelenmesi durumu gozlemlenmistir. Bunun disinda tiim tiirler
birbirinden ayrilmistir. Tiim tiirler dahil edilerek gerceklestirilen CBC analizi
sonucunda farkl tiirler arasinda “0” CBC olmast durumu %33 ve farkl: tiirlere ait tiirler
arasinda “>1” olma durumu %67 olarak hesaplanmistir. Fakat “0” CBC durumun
cogunlugunu Empria cinsin tiirleri arasinda kaynaklanmaktadir ve bu cins analizden
cikarilarak yeniden hesaplama yapilirsa Symphyta alttakiminda, “0” CBC olmasi
durumu %16 ve farkli tiirlere ait tiirler arasinda “>1" olma durumu %84 olarak
hesaplanmaktadir. Sonug olarak Symphyta alttakiminda ITS2 bdlgesi primer niikleotid

dizisi, ikincil yapt verisi ve CBC analizi ile basarili bir barkod aracidir. Ancak
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gerceklestirilen calisma tiir ve familya sayisiyla Symphyta alttakimi temsil edecek
diizeyde olsa da tiir i¢i ve ayn1 cinsin farkl tiirlerini icerme agisinda yetersiz kalmaistir.
Bu nedenle, tiirii temsil eden daha fazla 6rnek ve aymi cinsin tiirlerini iceren farkl
familyalardan olusturulacak bir ¢alisma ile grubu ile ITS2 bolgesinin bir barkod araci
olarak test edilmesi Symphyta alttakiminda ITS2 barkod aracina olan giiveni

artiracaktir.
2. Symphyta Alttakinu ITS2 Ikincil Yapisi

Gergeklestirilen ¢aligma sonucunda Symphyta alttakimdan 10 familyanin ITS2 ikincil
yapilar1 karakterize edilerek korunmus motifleri tespit edilmistir. Symphyta alttakimi
ITS2 ikincil yapilar1 Okaryotik organizmalar igin Onerilen korunmus bazi yapilar
icermektedir. Bunlardan ilki tim Symphyta Gyeleri primidin-primidin hatali baz
eklesmeleri yapan, gorece korunmus ve dallanma yapmayan bir heliks II yapisina
sahiptir. Ikinci olarak ise tiim Symphyta ITS2’leri en uzun heliks olma 6zelligine sahip,
gorece az korunmus fakat igerisinde korunmus dizi motifleri barindiran bir heliks III
yapisina sahiptir. Bunun yani sira bocek gruplarinda daha 6nceden bildirilen heliks II ile
helik III arasinda yer alan heliks Ila bazi Symphyta {iyelerinde de gdzlemlenmistir
(Coleman, 2007). Heliks sayis1 Symphyta alttakimda cins diizeyinde bile degiskenlik
gostermekte olup, Symphyta Uyeri 4-8 heliksli ITS2 yapilar1 olusturmaktadir. Bocek
gruplarin heliks sayisinin 6karyotik organizmalar i¢in 6nerilen 4 heliksli yapidan farkl
olabilecegi bildirilmistir (Coleman, 2007). Ancak daha 6nce Symphyta alttakimindan ya
da Hymenoptera takimindan ITS2 ikincil yapist bildirilmemistir ve Hymenoptera
takimi i¢in heliks sayist ilk defa bu c¢alisma ile aci8a ¢ikarilmistir. Symphyta
alttakiminda 6zellikle heliks IV pozisyonunda ve heliks II-heliks III arasinda heliks
sayis1 degismektedir. Bazi Symphyta tiirlerinde heliks IV pozisyondan dort farkli heliks
yapist goriilebilmektedir. Symphyta ITS2 ikincil yapilar1 yapilart {izerinde bazi
korunmus dizi motifleri tanimlanmis olup, bu motiflerin rRNA’nin olgunlastiriimasi

sirasinda gorev aldigi farkli canli gruplarinda bildirilmistir (Coleman, 2015).

Sonug olarak yapilan ¢aligma ile ITS2 bolgelerinin Symphyta alttakiminda barkodlama
bir ara¢ olarak kullanilabilecegi belirlenmistir. Ayni zamanda CBC tiir kavraminin
barkodlamada yardimci ve dogrulayici bir ara¢ olarak kullanilabilir oldugu olarak

belirlenmistir. Symphyta ITS2 ikincil yapilar1 hem CBC’lerin tanimlanmasi ile
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barkodlamada bir ara¢ olarak test edilmistir hem de yapilarin korunmus motifleri
tanimlanarak bundan sonra gergeklestirilecek calismalar i¢in temel nitelikte bilgi

tretilmistir.
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