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Liriomyza sativae Blanchard, 1938 (Diptera: Agromyzidae)'nin DNA Barkodlamasi
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Oz: Bu calismada incirliova ve Kocarli ilgelerinde (Aydin) sebze alanlarindan toplanmis Liriomyza sativae’ nin DNA
barkodlamasi 2020-2022 vyillari arasinda yapilmistir. Morfolojik olarak tir teshisi yapildiktan sonra; 6rneklerin COIl gen
bélgesinin ¢ogaltilmasi icin HCO/ LCO evrensel primerler kullanilmis ve 612 bg COI bélgesi elde edilmistir. Orneklerin sekans
analizi Triogen Biyoteknoloiji (istanbul-Tiirkiye) tarafindan yapilmistir. Ornekler NCBI’da bulunan BLAST araciligiyla kontrol
edildiginde tirlerin L. sativae (% 99-100) ve L. trifolii (%97-99) oldugu gérilmiistiir. Ornekler Genbank’a kaydedilmistir.
Calisma sonucunda genetik gesitlilik distik bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: COIl, DNA barkodlama, Liriomyza. sativae, Tiir tanimlama
DNA Barcoding of Liriomyza Sativae Blanchard Agromyzidae, 1938 (Diptera: Agromyzidae)

Abstract: In this study, DNA barcoding of Liriomyza sativae collected from vegetable areas in Incirliova and Kogarl districts (Aydin) was
performed between 2020-2022. After the morphological diagnosis of L. sativae, HCO/LCO universal primers were used to reproduce the COI
gene region of the samples and 612 bp COI regions were obtained. The sequence analysis of the samples was performed by Triogen
Biotechnology (Istanbul, Tiirkiye). When the samples were checked through the BLAST located at NCBI, it was found that the species were L.
sativae (99-100%) and L. trifolii (97-99%). The samples were registered to Genbank. As a result of the study, genetic diversity was found to be

low.

Keywords : COI, DNA barcoding, Liriomyza. sativae, identification

GiRiS

Yaprak galerisinekleri polifag olup tim yil boyunca zarar
yapabilmektedir. Larvalari yapragin iki epidermisi arasinda
galeri acarak yaprak alaninda %98’e kadar kayiplara yol
acabilmekte ve bitkinin klorofil iceriginde de azalmalara
neden olabilmektedir (Yildirim ve ark., 2010). Erginlerin
yapraklarda yumurta koyma davranisi nedeniyle dolayli
olarak zarar vererek virlslerin tasinmasina da yol
acabilmektedir (Costa ve ark.,1988; Civelek ve Onder, 1997).
Diinyada 27 cinse ait yaklasik 2700, Avrupa’ da ise 776 tiri
bulunan Agromyzidae familyasina ait Tlrkiye’de simdiye
kadar 165 tir saptanabilmistir (Spencer, 1972, 1976, 1990;
Giray, 1970; Uygun ve ark., 1995; Deeming ve Civelek, 1997;
Civelek ve Ulusoy, 2000; Civelek, 2002, 2003; Cikman ve
Uygun, 2003; Civelek, 2004, Mart ve ark., 2005; Cikman ve
Civelek, 2005, Civelek ve ark., 2007). Yaprak
galerisinekleri’nin tir teshisleri dis morfolojik 6zelliklerinden
(renk, kil dagilimi ve sayilari vb.) ve aedeagus’larindan
yararlanilarak yapilmaktadir. Boylarinin ¢ok kigiik olmasi ve
tirler arasi teshis 6zelliklerinin birbirine gok benzer olmasi ve
ayni zamanda bu konuda yeterli uzmanin bulunmamasi gibi
nedenler teshiste morfolojik tekniklere yonelmeyi
gerektirmektedir. COl gen bélgesi ¢cogu hayvan gurubunda
oldugu gibi boceklerle yapilan galismalarda da tanimlama
markéri olarak kullanilabilmektedir. Diger protein kodlayan
genlerle kiyaslandiginda genis filogenetik veriye sahip
olabilmesi ve islem kolayligi gibi birgok 6nemli avantaja
sahiptir (Polat ve ark., 2018). Bu nedenlerden dolayi bu
¢alismada Aydin ilinin iki farkh ilgelerinden toplanan yaprak
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galerisinekleri'nin morfolojik olarak teshis edilerek bu
tirlerin gen barkodlama ve filogenetik uzakliklarinin
belirlenmesi amaglanmistir.

MATERYAL ve YONTEM

Orneklerin toplanmasi

Ornekler Aydin iline ait incirliova ve Kogarli ilgelerinden 2020
yilinin Haziran-Eylil aylari arasi toplanmis olup koordinatlar
Cizelge 1 de verilmistir. Erginler atrap yardimiyla ve ilaveten
galerili yapraklarin laboratuvarda kiltire alinmasiyla elde
edilmistir.

Laboratuvar ¢alismalari

Ornek teshisleri Prof. Dr. Hasan Sungur CIVELEK (Mugla Sitki
Kogman Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Bélimi)
tarafindan yapilmistir. DNA izolasyonunda QIAGEN DNA
izolasyon kiti protokoliinde belirtildigi sekliyle kullaniimistir.
COlI bélgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilan evrensel HCO/LCO
primerler Cizelge 1'de verilmistir (Amin ve ark., 2014; Polat
ve ark., 2018).

Cizelge 1. Calismada kullanilan evrensel primerler
LCO 1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG
HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA
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Liriomyza sativae Blanchard, 1938 (Diptera: Agromyzidae)’nin DNA
Barkodlamasi

PZR dongusu Cizelge 2’de belirtildigi sekliyle yapilmistir. kullaniimistir. Her iki pirimerle elde edilen diziler Bioedit,
Calismaya ait orneklerin dizi analizi Triogen Biyoteknolojide  Clustal X yazilimi (Hall, 1999) kullanilarak hizalanmis ve ortak
ABI 3730XL DNA sequencer (Applied Biosystems) kullanilarak  bir dizi elde edilmistir.

yapilmistir. PZR’da kullanilan primer cifti dizilemede de

Cizelge 2. PZR kosullar

Asamalar Sicaklik/Zaman Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 94°C /4 dk 1
Denatiirasyon 94°C/45sn 36
Basamaklar Primer Baglanmasi 55°C/1dk 36
Uzama (1 kbg/dk) 72°C/1dk 36
Son Uzama 72°C/10dk 1
BULGULAR ve TARTISMA incelendiginde; L. sativae’de %99-100 arasinda sonug verdigi L.
Orneklerin PZR sonrasi bant goriintileri Sekil 1’de verilmistir. trifolii de ise %97-100 arasinda sonug verdigi saptanmistir. Orneklere
Orneklere ait COl DNA dizileri NCBI GenBank Blast yazilimi ait NCBI GenBank erisim numarasi alinmis olup bu numaralar ve
kullanilarak Liriomyza spp. ile benzerlik oranlari karsilastirildiginda; lokalite bilgileri Cizelge 3’de verilmistir.

tirlerin L. sativae ve L. trifolii oldugu saptanmistir. Sonuglar

Sekil 1. Orneklerin PZR bant goériintiileri
Cizelge 3. Orneklerin erisim numaralari ve lokalite bilgileri

Ornek no Genbank erisim numarasi Lokalite
Cs4 MZ983369 incirliova 37052’38"’K 27°42’6"D
CS5 MZ983370 incirliova 37052’38""K 27°42°6”D
KC1 Mz983371 Kogarl 37050'37”’K 27°43'25”D
KC2 MZ983372 Kogarl 370950'37"K 27°43'25”"D
KC3 MZ983373 Kogarl 370950'37"K 27°43'25"D
KC4 MZ983374 Kogarl 370950'37"K 27°43'25”D
KC6 MZz983375 Kogarl 37050'37”’K 27°43'25”D
KC9 MZ983376 Kogarl 37050'37”’K 27°43'25”D
MN1 MZ983377 incirliova 37052'38""K 27°42'6”D
MN2 MZ983378 incirliova 37052'38""K 27°42'6”D
MN3 Mz983379 incirliova 37052'38""K 27°42'6”D
MN6 MZ983380 incirliova 37052’38""K 27°42°6”D
MN8 MZz983381 incirliova 37052'38""K 27°42'6”D
KC7 MZ983403 Kogarl 370950'37"K 27°43'25”’D
KC8 MZ983404 Kogarl 370950'37"K 27°43'25”’D
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Calismamiza ait diziler ile NCBI'dan elde edilen Liriomyza
spp.’ye ait COI gen dizileri MEGA10 programina yuklenerek
modelleme yontemleri ve mesafeleri belirlenmistir.
Neighbor joining metodu, Tamura-Nei Modeli (1993),
Bootstrap 1000’de filogenetik agaglari olusturulmustur
(Felsenstein,1985). NCBI genom veri bankasindan oOrnek
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erisim numaralari alinmistir. Daha sonra Orneklerin DnaSP
programina (Librado ve Rozas, 2009) DNA COI gen dizileri
aktarildiktan sonra tir i¢i hesaplamalar yapilmistir. L.
sativae’nin mtDNA COI gen bolgesinin DNA niikleotid dizisi
ile yapilan BLAST analiz sonucu Sekil 2'de, L. trifolii’nin
mtDNA BLAST analiz sonucu ise Sekil 3’ de verilmistir.

Query 1  GGATCAAMAAATGATGTATTAAAATTTCGATCTGTTAATAATATAGTAATTGCTCCAGCT 60
_ FELLEREERETE R et e e e e et e e eer eennre
sbict 641 GGATCAAAAAATGATGTATTAAAATTTCGATCTGTTAATAATATAGTAATTGCTCCAGCT 582
Query 61 AGCACAGGCAATGATAAAAGTAATAATACAGCAGTAATTAAAACTGATCACACAAATAAA 128
_ FECCERELEETERE e e e e e e e e e s e e e e e e nnre
sbjct 581 AGCACAGGCAATGATAAAAGTAATAATACAGCAGTAATTAAAACTGATCACACAAATAAA 522
Query 121 GGTATTCGATCAAAACTAATTCCTGTTGATCGTATATTAATAATTGTTGTAATAAAATTT 188
_ CELLERECRRTEER e e e e e et e e e eenyre
Sbjct 521 GGTATTCGATCAAAACTAATTCCTGTTGATCGTATATTAATAATTGTTGTAATAARATTT 462
Query 181 ACTGCCCCTAAAATAGAAGAAATTCCAGCTAAATGGAGAGAAAAAATAGCTAAATCTACT 248
_ NN
Sbjct 261 ACTGCCCCTAAAATAGAAGAAATTCCAGCTAAATGGAGAGAAAARATAGCTAAATCTACT 482
Query 241 GAAGCACCACCATGTGCAATAATTGAAGAAAGTGGAGGGTAAACCGTTCATCCTGTCCCA 208
_ FECLERELEETE R e e e e e e e e e e e e e e e nre
sbjct 481 GAAGCACCACCATGTGCAATAATTGAAGAAAGTGGAGGGTAAACCGTTCATCCTGTCCCA 3242
Query 381 GCCCCATTTTCTACTATACTGCTTATTAATAAAAGAGTTAAAGCAGGGGGTAATAATCAA 3268
_ CELLEREIRE e et e e e e e e e e e
sbjct 341 GCCCCATTTTCTACTATACTGCTTATTAATAAAAGAGT TAAAGCAGGGGGTAATAATCAA 282
Query 361 AAACTTATATTATTTATTCGAGGAAATGCTATGTCTGGAGCTCCTAATATTAAAGGAACT 428
_ FECLERELEETEREE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e re
Sbjct 281 AAACTTATATTATTTATTCGAGGAAATGCTATGTCTGGAGCTCCTAATATTAAAGGAACT 222
Query 421 AATCAATTACCAAATCCTCCAATTATAATAGGTATAACTAT23332333aTTATAATAAAL 488
_ FETCEREEETERR e e e e e et e bt e e i e et
Sbjct 221 AATCAATTACCAAATCCTCCAATTATAATAGGTATAACTATAAAAAAAATTATAATAAAA 162
Query 481 ACAATAACATTATAAATTTGGTCATCACCAATTAAAGCACCCGGATGT 548
_ IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII RN RN AR NRnN ANy
sbict 161 CAGTTACAATAACATTATAAATTTGETCATCACCAATTAAAGCACCCGGATGT 182
Query 541 CCTAATTCTGCTCGAATAAGAATTCTAAGAGAAGTTCCTACTATTCCAGCTCAGGCTCCA 688
_ FELCEREEEETERE e e e e e e e ee et e e e e e e e re
shbjct 181 CCTAATTCTGCTCGAATAAGAATTCTAAGAGAAGTTCCTACTATTCCAGCTCAGGCTCCA 42
Query 681 AATATAAMATAT 612
FETLIELEELT
Sbjct 41  AATATAAAATAT 38

Sekil 2. L. sativae’nin mtDNA COI gen bolgesinin DNA nikleotid dizisi ile yapilan BLAST analiz sonucu

*Karsilastirilan ¢calismanin GenBank Kayit numarasi (Sequence ID): MN525177.1 Uzunluk: 612 Benzerlik: 612/612 (% 100)
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Liriomyza sativae Blanchard, 1938 (Diptera: Agromyzidae)’nin DNA
Barkodlamasi

Query 1 GGEETCAAAAAATGATGTATTAAAATTTCGGT =)

Shijct 523 GEGTCAAAARATGATETATTAAAATTTCGET

Query &1 AAAACGEECAATGATAAAAGTAATAATACAGCAGTAATTAACACAGATCAAACAAATAAA 128

Sbjct 583 ARAACGGGCAATGATAAAAGTAATAATACAGCAGTAATTAACACAGATCAAACAAATAAL 582

Query 121 GETATTCOGTCAAAATTAATTCCCATTOATCETATATTAATAATTATTETAATAARATTT 182

Sbjct 583 GeTATTCGATCAARATTAATTCCCATTGATIGTATATTAATAATTGTTGTAATAARATTT 444

Query 181 CCTAAAATAGAAGAAATTCCTGCTAAATGTAAGGAAAAAATTGCTAAATCAACT 240
_ ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbict 243 CCCCTAAAATAGAAGAAATTCCTGETAAATGTAAGGAAAAAATTGCTAAATCAACT 384
Query 241 GAAGCTCCACCATGTGCAATAATTGAGGAAAGGEGGAGGGTAAACGGTTCATCCTGTACCA @@
_ CECELELPEETEEEE e e e e e e e e L e e e ey
Sbict 383 GAAGCTCCACCATGTGCAATAATTGAGGAAAGGGGAGGGTAAACGGTTCATCCTGTACCA 324
Query 381 GCTCCGTTTTCTACTATTCTGCTTATTAATAAAAGAGTTAAAGCGGGGEGTAATAACCAA 368
_ CELCLELTEETEEE e e er e bt Eee e e e Ee e e b ey
Sbict 323 GCTCCGTTTTCTACTATTCTGCTTATTAATAAAAGAGTTAAAGCGGGGGGETAATAACCAL 264
guery 381 CGAGGGAAAGCTATATCTGGGGCTCCTAATATTAAAGGGACT 428
_ ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbjct 283 ATTCGAGGGAAAGCTATATCTGEGECTCCTAATATTAAAGGGACT 284

Query 421 AATCAATTTCCAAATCCTCCAATTATAATAGGCATAACTATaaaaaada TTATAATAAAA 488

Shjct 283 AATCAATTTCCAAATCCTCCAATTATAATAGECATAACTATARARAAAATTATAATARAS 144

Query 481 CAGTTACAATAACATTATAAATTTGETCATCA AT S48
I

ACCAA
[
ACCAAT

G
|

TAGG
[I11]
TAGGSE

Sbjct 143 AGCAGTTACAATAACATTATAAATTTEATCATE 24

Query 541 CCTAATTCTGCTCGAATAAGAATTCTAAGAGAAGTTCCTACTATTCCAGCTCAAGIACCA  BE2

sbjct 83 CCTAATTCTGCTOGAATAAGAATTCTAAGAGAAGTTCCTACTATTCCAGCTCAAGCACCA 24

Query 521 AATATAAARATAT k12

sbjct 23 AATATAAAATAT 12

Sekil 3. L. trifolii nin mtDNA COI gen bolgesinin DNA niikleotid dizisi ile yapilan BLAST analiz sonucu
*Kargilastirilan galismanin GenBank Kayit numarasi (Sequence ID): EU219614.1 Uzunluk: 612 Benzerlik: 612/612 (% 100)
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Sekil 4. Orneklerin filogenetik analiz
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Liriomyza spp.” nin tanilanmasinda DNA barkodlamanin
onemli bir sekilde kullanilabildigi bilinmektedir (Bhuiya ve
ark.,2011; Nakamura ve ark., 2013; Liang ve ark.,2023). Bizim
¢alismamizda elde edilen 6rnekler Genbank sonuglariyla
karsilastirildiginda bu tirlerin Liriomyza sativae (% 99-100)
ve L. trifolii (%97-99) oldugu saptanmistir. Daha oOnceki
¢alismalarda da benzer sonuglar elde edilmistir (Amin ve
ark., 2014). Bizim ¢alismamizda 6rneklerin 612 bc dizi analizi
degerlendirildiginde 45 parsimonik bilgi verici alan 49
polimorfik alan gozlenmis ve gesitliligin disik oldugu
saptanmistir. Onceki birgok calismada da genetik gesitliligin
distuk oldugu ve ozellikle cografi mesafenin bunda bir
etkisinin olmadigi bildirilmistir (Ferreira ve ark.,2017; Tang
ve ark.,2016) Galismamizda ilgeler arasindaki benzerlik %99
bulunmus olup, ilgeler arasindaki gegisin yiiksek oldugu
gbzlenmistir. Calismamizda haplotip gen cesitliligi 0.648,
olarak saptanmis, belirlenen 6 haplotip’in polimorfizm
degeri (P>0,10) olarak bulunmustur. Haplotip ortalama
degeri 0,01790 olarak hesaplanmistir. Tajim D testi -0,93891
olarak bulunmus, dolayisiyla ilgeler arasinda genetik
farklihgin 6nemli olmadigl sonucuna ulasilmistir (Tajima,
1989). Calismamizda elde edilen érneklerin tir igi varyans
yapildiginda ortalama deger 0,0000871 olarak
bulunmustur. Bu da 6rneklerin tir ici varyasyonunun distik
oldugunu gdéstermektedir. Onceki calismalarda da bu
degerin  %0-1.9 arasinda oldugun dair g¢alismalar
bulunmaktadir (Scheffer, 2006).

Calismamizin  sonucunda olusturulan filogenetik agag
incelendiginde 3 ana soy hatti gozlenmektedir. Bu
orneklerden CS4, CS5 KC1, KC2, KC3, MN1, MN3, MNS,
orneklerinin kardes grupken, MN2 6rneginin ise yakin akraba
oldugu belirlenmistir. KC4, KC9 drneklerinin ise KC7 ve KC8
ornekleriyle yakin akraba oldugu gorulmustir (Sekil 4).
SONUGC

Yaprak galerisinekleri’nin kiigtk yapil bir bocek olmasi ve bu
konuda ¢alisan uzman sayisinin az olmasi gibi nedenlerden
dolayi, hem daha hizli bir tanilama yapilabilmesi hem de
tanilamada guvenilirligin arttirilmasi icin  DNA barkod
¢alismalari daha etkin olarak kullanilabilir. Calismamizda
Aydin ilinin iki farkli ilgesinde sebze alanlarindan elde edilen
béceklerin L. sativae ve L. trifolii oldugu belirlenerek
Genbank erisim kayitlari alinmistir. ilceler arasindaki genetik
cesitlilik distk bulunmustur.

Tirlerin evrimsel ve filogenetik iliskilerinin belirlenmesi hem
zararlilari daha iyi tanimamiza hem de bundan sonraki
galismalarda karsilagabilecegimizi
anlamamiza yardimci olabilmektedir. Ayni zamanda bu tarz
¢alismalarin ¢ok yiksek dizeyde kesin sonuglar vermesi
6nemini arttirmaktadir. Bununla beraber; DNA barkod
¢alismalari diger molekiler yéntemlere gore nispeten daha
ucuz ve daha hizh olsa da artan ekonomik maliyetler ve
dovizdeki dalgalanmalar bu konuda ¢alisma yapmayi

analizi

nasil  bir durumla
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zorlastirmaktadir. Oniimiizdeki yillarda bu kaynaklara daha

¢ok ulasilabilmesi bu tarz ¢alismalarin artmasina ve boylece

biyolojik gesitliligi daha iyi anlamamiza yardimci olacaktir.
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