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OZET

BORULCE TOHUM BOCEGI’NIN, Callosobruchus maculatus (F.),
(COLEOPTERA:BRUCHIDAE) FARKLI POPULASYONLARINDA
BiYOLOJiK PARAMETRELERIN iNCELENMESi VE POPULASYONLAR
ARASINDAKI DNA POLIMORFiZMiNiN AFLP TEKNiGi iLE TARANMASI

Esra ALAGOZ
Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dah
Damsman: Yrd. Doc. Dr. Cengiz IKTEN
Arahk 2010, 70 Sayfa

Bu caligmada Aydin, Antalya ve Isparta’dan toplanan boriilce tohum boceginin
(BTB), Callosobruchus maculatus (F.), 7 cesit/tir nohut, 1 cesit fasulye ve 1 cesit
boriilce olmak iizere 9 tohum genotipinde tercihli ve zorunlu testleme yontemi ile
biyolojik parametreleri gozlemlenilmistir. Calismada populasyonlar arasindaki
polimorfizmi belirlemek amaciyla AFLP yontemi kullamilmistir. Calisma sonuglari,
Antalya populasyonun diger iki populasyona gore daha fazla yumurta biraktigini
gostermistir. Populasyonlarin en ¢ok yumurta biraktigi tohum materyalleri boriilce,
fasulye ve CA2969 nohut cesidi olmustur. Bu tohumlardan bdériilce tizerinde ergin ¢ikis
oran1 Aydin, Isparta ve Antalya populasyonlarinda siras1 ile %84, 80 ve 73 olarak
gerceklesmistir. Fasulye tohumlar {izerinde ergin cikisi yok denecek kadar az
bulunurken, CA2969 nohut cesidinde oran %45-63 arasinda degismistir. Tercihli
testleme yonteminde en ¢ok yumurta birakilan genotipler bériilce ve fasulye
tohumlaridir. Boriilce iizerinden toplanan Aydin ve Isparta populasyonlari, boriilce ve
fasulye tohumlarim esit oranlarda (%40-45) tercih ederken, Antalya populasyonunda
boriilce tohumlan fasulyeye gore daha fazla (%54 ve 27) tercih edilmistir. Antalya
populasyonu nohut iizerinde yetistiriliyor olmasina ragmen (36 generasyon), nohut
genotiplerini tercihi %13 seviyelerini gecememistir. Aydin ve Isparta populasyonlarinda
nohut genotiplerini tercih oranlart %10-16 diizeylerinde kalmistir. Her iic populasyon

icinde Yar nohut cesidinde %80-90 arasinda ergin ¢ikisi goriiliirken, populasyonlarin bu



genotipi tercih oranlan %]1-2 diizeyinde kalmistir. Populasyonlarin tohumlarda meydana
getirdikleri yiizde-kayip oranlarinin her ii¢ populasyon icin de boriilce tohumlarinda

birinci sirada oldugu gézlenmistir.

Molekiiler calismalarin sonucunda, Isparta populasyonunda % 83.6, Aydin
populasyonunda %72.5 ve Antalya populasyonunda %56,5 oraninda polimorfizm
seviyesi belirlenmistir. Populasyonlar arasi farklilasmay1 gosteren Gst degerinin ¢alisma
sonucunda 0,50 diizeyinde bulunmasi, populasyonlarin farklilastigim gostermektedir.
Populasyonlar aras1 genetik uzakliklar ve olusturulan dendogram incelendiginde,
boriilce iizerinden toplanan populasyonlarin (Aydin Isparta) nohut iizerinden toplanan
Antalya populasyonundan genetik olarak daha uzak bulundugu ve farkli yerde

gruplastig1 belirlemistir.

ANAHTAR KELIMELER: Callosobruchus maculatus (F.), biyolojik parametreler,
AFLP, Polimorfizm
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ABSTRACT

DETERMINATION OF BIOLOGICAL PARAMETERS AND DNA
POLYMORPHISM THROUGH AFLP, AMONG DIFFERENT COWPEA
BEETLE, Callosobruchus maculatus (F.), (COLEOPTERA:BRUCHIDAE)

POPULATIONS

Esra ALAGOZ
M. Sc. Thesis In Plant Protection
Adyviser: Asst. Prof. Dr. Cengiz IKTEN
December 2010, 70 Pages

Several biological parameters of cowpea beetle, Callosobruchus maculatus (F.),
populations collected from Aydin, Antalya and Isparta provinces are measured under
choice and no-choice conditions. A total of nine different legume seeds including seven
varieties/species of chickpea, a bean and a cowpea variety were employed for the study.
Furthermore, AFLP technique was used for determination of polymorphism among the
populations. The results showed that overall eggs laid was higher in Antalya population
than the other two. In general, populations laid more eggs on cowpea, bean and CA2969
chickpea variety. Adult emergence ratios on cowpea seeds were found to be 84%, 80%
and 73% for Aydin, Isparta and Antalya populations, respectively. With the exception
of an individual, there were no adult emergence recorded for all populations on bean
seeds. Chickpea variety CA2969 had adult emergence ratios changing between 45-63%.
In choice tests, cowpea and bean were most preferred seeds for egg laying. While Aydin
and Isparta populations originally collected from cowpea preferred bean and cowpea
seeds equally (40-45%), Antalya population preferred cowpea over bean seeds for egg
laying (54% and 27%). Although Antalya population have been reared on chickpea
seeds around 36 generations, the most preferred chickpea variety ratio was under %13.
Similar egg laying ratios on chickpea varieties (10-16%) were obtained for Aydin and
Isparta populations. Although all three populations had adult emergence ratios of 80-
90% on chickpea variety Yar, their egg laying preferences were 1-2% for the same

variety. Furthermore, populations caused the highest weight loss on cowpea seeds.
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The results of the molecular study showed 83.6%, 72.5% and 56.5%
polymorphism levels for Isparta, Aydin and Antalya populations, respectively. The Gst
value was found to be 0.50, an indication of population differentiation. The genetic
distance values and phylogenetic tree indicated that the populations collected from
cowpea (Aydin and Isparta) were clustered together and geneticaly more distant to

chickpea collected Antalya population.

KEY WORDS: Callosobruchus maculatus (F.), biological parameter, AFLP,
Polymorphism

COMMITTEE: Asst. Prof. Dr. Cengiz IKTEN (Adviser)

Assoc. Prof. Dr. Biilent UZUN
Asst. Prof. Dr. Fatih DAGLI
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ONSOZ

Baklagiller insan beslenmesi i¢in Onemli bir yere sahiptir. Baklagillerde
kayiplara neden olan bircok zararli bulunmaktadir bunlardan en Onemlileri tohum
bocekleridir. Tohum bdocekleri familyasinda bulunan Boériilce tohum boécegi (BTB),
Callosobruchus maculatus, ise diinya tiizerinde depolanmig boriilcelerin ve diger
baklagillerin en 6nemli zararlisidir. Ancak iilkemizde BTB’i iizerinde cok fazla ¢alisma
yapilmamustir bu calisma ile iilkemizdeki populasyonlarin birbiri arasinda gen aligverisi
ortaya konulmasi ve bu populasyonlarin farkli baklagiller iizerinde gelisme potansiyeli

belirlenmeye calisilmistir.

Yiiksek lisans Ogrenimim boyunca ve bu calismanin her asamasinda degerli
bilgilerini, tecriibelerini ve yardimlarin1 esirgemeyen danisman hocam Sayin Yrd. Dog.
Dr. Cengiz IKTEN’e, tezimde kullanilan tohum materyallerinin temin edilmesi ve
yardimlarindan dolay1 Prof. Dr. Cengiz TOKER’e, katkilarindan dolay1 Yrd. Dog. Dr.
Fatih DAGLI ve Dog¢. Dr. Biilent UZUN’a, &zellikle yardimlarini esirgemeyen
arkadaslarim Ars. Gor. inci SAHIN’e ve Ars. Gor. Ayse ASCI’ya, Akdeniz Universitesi
Bitki Koruma Anabilim Dali’nda bulunan hocalarim ve calisma arkadagslarima tesekkiir

ederim.

Sevgi ve desteklerini hayatim boyunca hissettigim, ¢cok sevdigim annem Hacer
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1. GIRIS

Baklagiller (Fabaceae) diinyanin en genis ii¢ bitki familyasindan birisidir
(Ceyhan 2007). Cigekli bitkiler igerisinde bulunan en biiylik ikinci familyadir.
Ekonomik onem acisindan bakildigi zaman ise dikotiledonlar arasinda en ©nemli
familya oldugu goriilmektedir. Bu familyanin igerisinde yaklasik 18,000 tiir ve 700 cins
bulundugu bildirilmektedir (Ozdemir 2006). Baklagiller genellikle tek veya ¢ok yillik,
ot, cali ve aga¢ formundaki bitkileri icerirler. Yetiskin bir insanin beslenmesinde
bitkisel proteinlerin %22’si, karbonhidratlarin %7’si, hayvan beslenmesindeki
proteinlerin ise %38’i ve karbonhidratlarin %5’i yemeklik dane baklagiller tarafindan
saglanmaktadir. 2009 yilinda Tiirkiye’de 8,009,592 dekarlik tarimsal arazide baklagil
ekimi yapilmis olup 1,101,348 ton iiriin elde edilmistir. Uretilen toplam
baklagillerin %351’ini nohut, %27,4’sini mercimek, %16,4’ini fasulye ve %35,2’sini ise

digerleri olusturmaktadir (TUIK 2009).

Ulkemiz bakliyat yetistirmeye cok elverisli bir iilke olmasina ragmen her gecen
yil ekilen bakliyat alanlarinin azaldig goriilmektedir. Bu duruma iilkenin genel sosyo-
ekonomik politikalarinin yam sira baklagillerde abiyotik ve biyotik faktorlerden dolay1
meydana gelen kayiplar da sebep olmaktadir. Biyotik faktorlerin en Onemlilerinden
birisi tohum bocekleridir. Tohum bocekleri arasinda en yaygin ve en zararh tiirlerden

birisi ise boriilce tohum bocegi (BTB), Callosobruchus maculatus,’ dir.

BTB miicadelesinde giiniimiizde kullanilan belirli birkac strateji bulunmaktadir.
Bunlardan baghicalari; bakteri, protozoa, nematod, virus ve fungus kullamlarak
(Chapman 1974, Kaya ve Gaugler 1993, Lenger 1995, Becker ve Ascher 1998, Scholte
vd 2004) biyolojik miicadele, (Jackai ve Adalla 1997), kimyasal miicadele (Tederson

vd 2006) ve hasat sonrasi iyonize radyasyon yontemleridir (Delincée vd 1998).

Genetik c¢alismalardan elde edilen veriler basarili bir miicadele stratejisinin
temelini olusturmaktadir (Sluss ve Graham 1979). Bir bocegin genetik yapisinin,

genetik varyasyonunun ve populasyonlar arasindaki gen tasimmmasinin daha iyi



anlasilmasi, mevcut olan miicadele programimin gelistirilmesi, degistirilmesi ve

dayaniklilikla miicadele yapilmasinin temelini olusturmaktadir (Krumm vd 2008).

Bocekler iizerine genetik alaninda yapilan ilk ¢alismalar 1910 yilinda Thomas
Hunt Morgan ve arkadaslar1 tarafindan baslatilmistir. Bu ¢alismalardada Morgan ve
arkadaslan, sirke sinegi, Drosophila melanogaster Meigen,’nin farkli morfolojik
karakterlerini arastirmislardir. Sirke sinegi genetik acidan calisilan ilk bdceklerden
birisi olmasinin yani sira daha sonraki yillarda genetik calismalarda model organizma
oldugu icin Onemi biiyiiktiir. Giliniimiize kadar bdcekler iizerinde genetik calismalar

hizla artmistir.

20. yiizyithin sonlarina dogru molekiiler yontemlerin gelistirilmesi ile bdcek
genlerinin yapisi, organizasyonu ve isleyisi hakkinda gelisme saglanmistir. Molekiiler
yontemler sayesinde boceklerde; genom yapisinin arastirilmasi, populasyon biyolojisi,
ik belirlenmesi, baglanti haritalarinin olusturulmasi, 6zgiin bir gen lokusunun
belirlenmesi, kolonizasyon ve orijin tayini, bocek-bitki interaksiyonu, insektisit
dayanikliligi, DNA temelinde polimorfizm, ekoloji, taksonomi vb. gibi bir¢cok alanda
biiyiik kolayliklar saglanmistir. Bu gelismeler 1s183inda populasyon genetigi, davranis
genetigi ve filogenetik gibi konularda bocekler daha iyi anlasilmistir. Boylece insan

sagligi ve tarimsal alanlardaki problemlere ¢coziimler tiretilmesine yardimei olmustur.

Ulkemizde BTB ile ilgili; Keyder vd (1973) yayilis1 ve biyolojisi, Karman vd (1970)
ile Ozer ve Yiicel (1989) zarar1, Mengi (1988) ile Tamer (1996) gelisimi, Ozar vd (1993)
miicadelesi, Mergen vd (1996) sistematigi, Tuncer ve Kansu (1990) gama
radyasyonunun kisirlastirict ve oldiiriicii dozlarinin tespiti, Cikman ve Yiicel (2002)
biyolojisi, Is¢i (2001 ve 2002) Mersin ilinde tammlanmasi iizerine arastirmalar
yapmistir. Fakat zararlinin genetigi lizerine iilkemizde yapilan herhangi bir calisma

bulunmamaktadir.

Bu nedenle, bu calisma Tiirkiye’de bulunan 3 ayr1 populasyonunun hem
genetiksel olarak farkliliklarinin ortaya konulmasini, hem de zararlinin farkli baklagiller

izerinde gelisimine ait gosterdigi biyolojik parametrelerin arastirilmasinm kapsamaktadir.



2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI

2.1. C.maculatus Hakkinda Genel Bilgiler

2.1.1. Sistematigi ve yayilisi

BTB’i Coleoptera takimi, Chrysomeloidea iist familyas1 ve Bruchidae familyasi
icerisinde yer almaktadir. Bruchidae familyas: yenilebilir baklagillerde meydana
getirdigi zarar nedeni ile ylizyillardir taninmaktadir (Shade vd 1999, Tuda vd 2006). Bu
zarar dogrudan kaynagin tiiketilmesinin yaninda ticari mallarin kalitesinin diigsmesi veya
depolanmis tohumlarda c¢imlenme oraninin azalmasi ile de ikincil zarara neden

olmaktadir (Southgate 1979, Salunkhe vd 1985).

Tohum bocekleri Yeni Zellanda ve Antartika hari¢ biitiin diinyaya yayilmis
durumdadir. Fakat 1liman kusak yerine tropikal bolgelerde daha yogun olarak
bulunmaktadir. Bruchidlerin en az 30 tiiri diinyadaki en Onemli zararlilan
kapsamaktadir ve bunlardan en azindan 9’u kosmopolit zararlidir (Kingsolver 2004).
Bu zararh tiirlerin ¢ogu Callosobruchus cinsinde yer almaktadir. Callosobruchus tiirleri
baklagillerin kosmopolitan zararlilarindan olup Vigna, Phaseolus, Glycine, Lablab,
Vicia, Pisum, Cicer, Lens, Cajanus ve Arachis gibi bitki cinslerini iceren 35 baklagil
tiiriinde zarar meydana getirmektedir (Credland 1987, Desroches vd 1995, Yadav 1997,
Ajayi ve Lale 2000, Somta vd 2006). Callosobruchus Pic cinsi icerisinde en az 20 tiir
bulunmaktadir. Bu tiirlerin 3/4'i Asya orijinlidir (Tuda vd 2003) Bunlardan en 6nemlisi

Callosobruchus maculatus, Callosobruchus chinensis, Callosobruchus analis turleridir.

BTB’i ilk defa 1775 yilinda Fabricus tarafindan taksonomi diinyasina giris
yapmistir. Callosobruchus cinsi igerisinde diinya iizerinde en yaygin olarak BTB
bulunmaktadir. BTB aym1 zamanda diinya iizerinde depolanmis boriilcelerin ve diger
baklagillerin en 6nemli zararlisidir (Taylor 1981). BTB 6zellikle subtropikal ve tropikal
ilkelerde bulunmaktadir (Singh 1997). Orijininin Bat1 Afrika oldugu diisiiniilmektedir
(Decelle 1981). Aklan (1996)’a gore Tiirkiye‘de ilk defa 1952°’de bulunmustur. Su an

itibari ile iilkemizin biitiin bolgelerinde yerlesik ve yaygin olarak bulunmaktadir.



2.1.2. Yasayisi ve biyolojisi

Bir¢ok tohum boceginde oldugu gibi BTB hayat devresinin neredeyse tamamini
diginin sectigi tohum igerisinde gecirmektedir (Yang 2006). Ergin disiler konukcu
tiirline, boyutuna, sayisina ve konukcuda bulunan yumurta sayisina gore yumurta
birakma aligkanliklarin1 diizenleyebilmektedir (Messina ve Renwick 1985, Mitchell
1990). Disilerin bu davranis1 yumurtanin daha iyi tutunabilmesi ve daha yiiksek gelisim
gostermesini garanti altina almak istemesindendir. Ciinkil disi bireyin yumurta biraktigi
konukc¢unun yeni neslin sayis1 ve gelisim hiz1 {izerinde biiyiik tesiri bulunmaktadir
(Credland 1987). Eger larva kendisine uygun olmayan bir konuk¢uda gelisirse, olusan
yeni erginin hayat siiresinin daha kisa oldugu ve daha az yumurta biraktig

gozlemlenmistir (Wilson 1988).

Sekil 2.1. BTB’nin disisi tarafindan nohut yiizeyine birakilan yumurtalar

Disiler hayat devreleri boyunca ¢oklu ciftlesmeye girerler ( Fox 1993 ). Ciftlesen
digiler yumurtalari tarlada olgun baklalara veya depoda tohum yiizeylerine
birakmaktadir (Boeke vd 2004). Populasyonlar arasinda birakilan yumurtalarin
biiyiikliigli acisindan farklilik gozlenmektedir (Fox 1993, 1994). Daha biiyiik disiler
daha biiyiikk yumurta birakirken (Fox 1993), daha yash bireylerin daha kiiciik yumurta
biraktigl gézlemlenmistir (Wasserman ve Asami 1985, Fox 1993). Fakat genel olarak



bu tiiriin yumurtalari oval ve parlak goriiniislii olup 700um uzunlugunda, 200pum
genigliginde ve 150um yiiksekligindedir (Meer 1979) (Sekil 2.1).Yumurtalardan ¢ikan
larvalar tohum icerisine girdikten sonra yumurtanin dis kabugu seffaf goriintiisiinii
kaybederek matlagsmakta yada larvanin diskisinin dolmasindan dolay:1 alacali bir renk
halini almaktadir (Beck ve Blumer 2007). Disi birey yumurta biraktiktan sonra, larva 1-
3 giin igerisinde yumurtadan ¢ikip tohum icerisine girmekte ve tohumun nisasta deposu

olan kotiledonlarda beslenmeye ve biiyiimeye baglamaktadir (Farias 2007).

A
Kotiledonl
ofedonat Kotiledonlar
Hava Boslugu \\] Hava Boshugu
)
Bruchid larvas:
Uzuntuk Kotiledonlann kahnhg

B
Sekil 2.2. Bruchid larvasinin tohum icerisinde micro-cat ile tarama goriintiisii ( Tarver

vd 2006)

Tohum bocegi 4-5 giin igerisinde birinci larva dénemini, 9-11 giinde 2.ve 3.
larva donemini tamamlamakta, 15-17. giinde 4. larva doneminden pupa donemine
gecmekte, 20-22. giinde de pupa donemini tamamlayarak ergin olarak tohum igerisinden
cikmaktadir (Johnson ve Valero). Ergin c¢ikisi 4. donem larvanin pupa donemine
gecmeden tohumun testa kisminin hemen altindaki yiizeyi yiyerek pencere agmakta ve
metamorfozdan sonra erginin kolayca cikmasinin saglamaktadir (Ojimelukwe ve

Ogwumike 1999).



28 °C’de %50-70 oransal nemde ve karanlik bir ortamda BTB’nin hayat devresi
yaklagik olarak 28-30 giinde tamamlanmaktadir (Wang ve Horng 2004). Fakat cevrenin
sicakligi, ortamin nem miktar1 (El Sawaf 1956, Mookherjee ve Chawla 1964) ve tohum
cesidine (Credland 1987) gore bu siire farklilik gostermektedir. Cikis yapan erginler
beslenme davranigt gostermemektedir. Biitiin besin ve enerji kaynagim larva

donemindeki beslenmeleri ile karsilamaktadir (Huang vd 2005)

2.1.3. Morfolojisi

BTB’i morfolojik olarak ugan ve ugamayan olmak iizere iki form seklinde

goriilebilmektedir. Bu iki forma ait bireyler arasinda morfolojik, fizyolojik ve

davranigsal karakter bakimindan farkliliklar mevcuttur (Utida 1954, 1972).

Sekil 2.3. BTB’nin erkek ve disi ergin bireyleri (Beck ve Blumer 2007)

Ucucu form erginleri 0.8 kilometre kadar ucabilmektedir bu nedenle bu mesafe
araliginda ki iirtinlere zarar verebilmektedir (Stoll 2000). Ergin polimorfizmi olan ugucu
form: embriyo gelisiminden sonra sicakligin diismesi, tohumun nem oram ve larva
yogunlugu gibi etmenler tarafindan tesvik edilmektedir (Sano 1967, Fujii 1980, 1984,
Quedraogo vd 1991). Ucucu formda ergin omrii ¢ok daha uzundur, ancak yumurtlama

kapasitesi diisiiktiir.

Ergin erkeklerde viicut uzunlugu ortalama 2.41mm ,disilerde ise 3.18 mm’dir.

Ayrica disi bireyler erkek bireylere oranla %17.1 daha agirdirlar (Colgoni ve Vamosi



2006). Disi bireylerde elytra zemin rengi siyah olup iizerinde kahverengi desenler
bulunmaktadir. Pygidium biiyilk olup {izerinde uzunluguna beyaz bir serit
bulunmaktadir. Erkek bireylerde elytra agik kahverengi renginde olup abdomen kisa ve
serit bulunmamaktadir. Her iki cinsiyette digli anten tipi goriilmektedir fakat erkek

bireylerin antenleri %15.3 daha uzundur (Colgoni ve Vamosi 2006).

2.1.4. Zaran

Bruchidlerin ilk =zarar1 tarlada baklagil baklalar1 iizerine yumurtalarini
birakmalar1 sonucu olusmaktadir. Bu asamada meydana gelen kayiplar ¢ok kiigiiktiir.
Ancak tarlada bulasik halde bulunan baklagillerin depolanmasi ve depolanan iiriinlerden
cikis yapan erginlerin depo igerisindeki iiriinlere yumurta birakmasi ile meydana gelen
ikinci bulasma ¢ok zararhidir ve birka¢ ayda depolanmis biitiin {iriiniin kaybia neden

olabilmektedir (Talekar 1988, Somta vd 2008).

Sekil 2.4. BTB’nin nohut ¢esidinde olusturdugu zarar

Boriilce tohum bocegi zarari alti aylik gibi kisa bir siirede %90 oranina
varabilmektedir. (ICRISAT 1992, Seck vd 1996). Miicadele edilmedigi takdirde ise bu
hasar %100°‘c ulagsmaktadir ve tohumlarda %60 oraninda agirlik kaybina neden
olmaktadir (Tanzubil 1991). Boriilce tohum boceginin meydana getirdigi zarar,
tohumlarda oyuklar acarak fiziksel goriiniisii degismesinin yaninda digkisin1 tohumda
birakmasi ile de tohumun kimyasal yapisim degistirmektedir (Lale 2002). Hasara

ugramig tohumlar insan tiiketimi icin uygun olmamasinin yani sira bu tip tohumlarda



cimlenme ve fide giiciinde azalmalar meydana geldiginden dolay1 tarim sektoriinde ve
ticari olarak kullanilamaz hale gelmektedir (Hu vd 2008). Bruchidlerin Orta
Amerika’da %35, Giiney Amerika’da %7-13 ve Kenya’da %75 ‘e varan ekonomik
kayiplar meydana getirdigi bildirilmistir (Nahdy 1994).

2.1.5. Miicadelesi

Bruchidlerin kontrolu uygulanan kontrol metotlarin ¢ogunda larvanin ¢ok az
etkilenmesinden dolay1 zordur (Dugravot vd 2002, Sanon vd 2002). Kimyasal metotlar
etkili olsa da kiiciik isletmeler ekonomik acidan zorlanmakta, insan ve cevre saghig
negatif olarak etkilenmektedir (Huis 1991, Tovignan vd 2001). Bu nedenle alternatif
yontemler giin gectikce daha fazla ©onem kazanmaktadir. Bunlar dayamikli cesit
kullanimi (Dabire” vd 2004), biyolojik kontrol (Amevoin 1998, Sanon vd 1998, Huis
vd 1998) ve bitki repellantlaridir (Golob ve Webley 1980, Lambert vd 1985, Boeke vd
2004 a,b).

2.2. Populasyon Genetigi, Biyolojisi Ve Ekolojisi

Ofuya ve Credland (1995) Kamerun, Brazilya ve Burkino Faso iilkelerinden
temin ettigi iic BTB’i biyotiplerinin, 13 boriilce c¢esidi {izerindeki biyolojik
parametrelerini incelemistir. Denemede 11 adet dayanikli ile 2 adet hassas boriilce
cesidi denenmistir. Her bir biyotipe ait larva yasam orani, gelisim siireci, birey agirlig
ve disinin tiretkenligini iceren biyolojik parametreler incelenmistir. Dayanikl cesitlerde
gelisen her ii¢ biyotipin hassas cesitlere oranla larvalarinda gelisim siiresinin daha yavas
oldugu, c¢ikis yapan erginlerin daha hafif oldugu ve daha az yumurta birakildigi
gbzlenmistir. Ayrica ¢alismada populayonlar arasinda Brezilya biyotipinin, Kamerun ve
Burkino Faso biyotiplerine oranla dayanikli cesitlerden daha fazla etkilendigi

belirtilmistir.

Fox vd (2010) calismasinda, 2 farkli biyotip (Asya ve Afrika) ile 4 farkli tohum
(2 ¢esit boriilce, 1 adet mag fasulyesi, 1 adet adzuki fasulyesi) kullanilarak, biyotiplerin

tohum cesitlerinde meydana getirdigi agirlik kayb1 , zarar gormiis tohumlarin ¢imlenme



yiizdesi ve bu tohumlardan elde edilen fidelerin biiyiimesi karsilastirilmistir. Calismada
Afrika ve Asya biyotiplerinin konukcular tizerindeki performanslarinda oldukca farkl
sonuclar1 belirlenmistir. Asya biyotipinin tohumlardaki; agirlik kaybinin ve kotiledon
hasarinin daha fazla oldugu, daha az ¢cimlenmeye sahip olduklan ve fide biiyiimesinin
daha zayif oldugu belirlenmistir. Calismada tek larva bulunduran tohumlardan elde
edilen verilerde Asya populasyonunun Afrika biyotipine oranla %38-40 oraninda daha
fazla tohum agirhk kaybi meydana getirdigi belirlenmistir. Ayrica tek larvanin
bulundugu Mas fasulyesinde cimlenme oram1 Afrika biyotipinde %71 iken Asya
biyotipinde bu oran %11 oranindadir. Bériilce de ise Asya biyotipi i¢in %76 iken,
Afrika biyotipi i¢in %92 oraninda bulunmustur. Biyotiplerin tohum iizerindeki etkileri
cimlenme sonrasinda da stirmiistiir. Tohum c¢imlenmesinin yedinci giiniinde Asya
biyotipinin kotiledonlarda daha fazla =zarar meydana getirdigi gOriilmiistiir.
Cimlenmeden 15 giin sonrasinda ise fide boyu ve agirligimin daha az oldugunu tespit

edilmistir.

Kawecki ve Mery (2003) yaptiklart caligmada, BTB’nin Kamerun, Nijerya,
Uganda ve Yemen’den toplanan populasyonlart deneme oncesinde iki ayr1 konukguda,
boriilce ve Mas fasulyesinde, 110 generasyon boyunca ¢ogaltilmistir. Calismada iki ayri
deneme kurulmustur. Birinci denemede disi bireylere esit agirliktaki boriilce ve mas
fasulyesi karisimina birakilarak konukgu secim 6zgiirliigii verilmistir. ikinci denemede
ise baz1 modifikasyonlarla 6 jenerasyon sonra ayni deneme tekrar kurulmustur. Her iki
caligmada Nijerya’dan gelen populasyon biraktiklart yumurtalarinin  %68-86’sin1
boriilce ¢esidini tercih etmistir, Yemen ve Uganda ise bu oran %30-42 arasinda
belirlenmistir. Kamerun biyotipi ise her iki grubun ortasinda yer alarak %56-60
oraninda boriilce cesidini tercih etmistir. Bu calismada populasyonlarin farkl
konukcudan gelmesi sonuglari etkilememistir. Bulunan sonuclarin neticesinde konukgu

seciminde cografi farkliliklarin 6nemli derecede etkili oldugu belirlenmistir.

Boeke vd (2004) yaptiklar1 calismada iki cesit bériillce (Kpodiguegue ve
Kalifornia) kullanilarak, Bati Afrika’dan toplanan ii¢ farkli biyotip (Nijer, Giiney ve
Kuzey Benin) ile tercihli ve zorunlu testleme yontemi kurulmustur. Calismanin

sonucunda biyotiplerin biraktiklar1 yumurta sayilari, toplam fekundite ve ergin yasam



siireleri belirlenmistir. Zorunlu testleme yonteminde birbirinden farkli karakteristik
ozellik gosteren iki gesit boriilceye erginler birakilmis ve her giin yumurta birakilan
tohumlar, disiler oliinceye kadar yenileri ile degistirilerek denemeye eklenmistir.
Denemede ayrica kullanilacak olan ii¢ biyotip, iki ¢esit boriilce c¢esidinde farkl
kombinasyonlarda cogaltilarak c¢iks yapan yeni jenerasyon kullanilmistir. Zorunlu
testleme sonucunda biyotipler arasinda yumurta sayilarn bakimindan higbir farklilik
goriilmemistir. Yasam siireleri acisindan ise (F2 jenerasyonu) Giiney Benin populayonu
Niger populasyonundan daha uzun yasamistir. Fakat Kuzey Benin’de farklilik
gbdzlenmemistir. Biitlin populasyonlar Kpodjiguegue cesidinde gelisimleri daha uzun
sirmiistiir ve bu cesitten ¢ikis yapan erginler ilk 24 saatte daha fazla yumurta
biraktiklan gozlenirken tiim yasam siireleri goz 6niine alindiginda biraktiklar1 yumurta
sayilarinda farklilik belirlenmemistir. Tercihli testleme yonteminde ise Kalifornia
boriilcesi diger ¢eside nazaran daha fazla tercih edilmistir. Calismanin sonucunda bocek
biyotiplerinin birbirinden biyolojik ve davranigsal olarak ¢ok farkli olmadiklarim fakat

gelisimlerindeki bazi farkliliklardan dolayi birbiriyle kiyaslanabilir oldugu belirtilmistir.

Lima vd (2004) yaptiklan calismada 5 dayanikli ve 1 hassas olmak iizere 6 farkl
boriilce cesidinde, BTB’i populasyonunun biyolojik parametrelerini incelemistir.
Calismada disi basma birakilan yumurta sayisi, yumurtamin fertilitesi ve ergin
cikiglarina ait parametreler alinmistir. Calismanin basinda bocek populasyonu herbir
genotip iizerinde dort jenerasyon boyunca yetistirilmistir. Daha sonrasinda 5.
jenerasyonda ikiye ayrilarak yarisi 4. jenerasyon boyunca yetistigi cesitte diger yarisi ise
kontrol (hassas) cesit iizerinde c¢oglatilmistir. 6. jenerasyonda ise 5. jenerasyon i¢in
izlenen yol tekrarlanmistir. Calismada 6. jenerasyondan elde edilen 4 farkh
kombinasyona ait ergin bireyler kullanilmigtir. Calisma sonucunda yumurta sayilari
66,8 ile 80,2 arasinda degistigini fakat tohum cesitlerinin ve farkli kombinasyonlarda
cikis yapan erginlerin yumurta sayilarinda herhangi bir farklilik olusturmadigi
gozlenmistir. Fakat caligmada birakilan yumurtanin yasama oranina ait verilerinde
genotipler arasinda ve genotiplere ait kombinasyon arasinda bile farklilik gézlenmistir.
Ayrica bu sonuclar neticesinde dayanikli cesitlerde ¢ogalmis bocegin tekrar hassas
cesitte yetistirilmesi yumurtanin yasama oranimni arttirdign  belirtilmistir. Biitiin

denemede en diisiik yasam orani ise 6 jenerasyon boyunca dayanikli ¢esitlerde gelismis
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olan boceklerde belirlenmistir. Bu calismada kullanilan 5 dayanikli ¢esidinin 3’iiniin
kismen dayanikli oldugunu ve bir tanesinin ise hassas oldugu anlagilmistir. Lima vd
calismanin sonucunda kullanilan genotiplerin C.maculatus biyolojilerini engelledigi

fakat dayanikliligin saglanmasi i¢in bagka ¢esitlerin denenmesi gerektigi belirtmistir.

Sadozai vd (2003) boriilce tohum boceginin, degisik tohumlardaki tercihi oranini
belirlemistir. Calismada 7 yerel tohum kullanilmistir. Kullanilan cesitlerden 2’si nohut,
1 adet mas fasulyesi, 1 adet boriilce, 1 adet fasulye ve 1 adet bezelye ve mercimektir.
Calismada birakilan yumurta sayisi, ergin cikisi, gelisim periyodu, cinsiyet oranlari,
yiizde hasar ve agirlik kaybi gibi biyolojik parametrelere bakilmistir. En ¢ok yumurta
51,2 yumurta sayisiyla bezelyede goriiliirken, en diisiik ise 26,6 ile mercimekte
goriilmiigtiir. Cesitlerde goriinen gelisim oran1 ise yumurta sayisi ile bagimsiz
gerceklesmistir. En kisa gelisim periyodu 19,2 giin ile mas fasulyesinde ve nohutta, en
uzunu ise 23 giin ile bezelyede kaydedilmistir. Ergin cikisi, yiizde hasar, yiizde agirlik
kayb1 (sirasiyla 28,6, %79,55 ve %36,64) en yiiksek mas fasulyesinde ve boriilcede
(27,6, 998,15 ve %26,03), en diisiik ise bezelyede (5,2, %11,54 ve %5,32) goriilmiistiir.
Secilen tiim baklagillerde cinsiyet oranlar1 50:50 civarindadir. Caligmada mercimek ve
fasulye cesidine hi¢ zarar verilmemistir. Sadozai vd yapilan bu caligmanin sonucunda
mag fasulyesinde, boriilcede ve nohut genotiplerinin depolanma siirecinde
C.maculatus’a kars1 tedbirlerin alinmas1 gerektigini fakat mercimek ve fasulye

genotipleri icin ekstra bir 6nlemin alinmasina gerek olmadig: belirtilmistir.

Mengi (1988) calismasinda 25°C ve 30°C sicaklik ile %70 nemde degisik
baklagil tanelerin BTB’nin toplam gelisim siiresi, ergin cikis orani, cinsiyet orani,
yumurtlama 6ncesi, yumurtlama ve yumurtlama sonrasi siireleri, bir disinin biraktigi
yumurta sayisi, ergin yasama siiresi ve ergin boyuna etkileri arastirilmistir. Calismada
ayrica BTB’nin hangi konukgular tercih ettikleri de arastirllmistir. Calismada bdriilce,
nohut, bezelye, bakla, soya fasulyesi, ve mercimek (kirmizi) konuk¢u olarak
kullanilmistir. Caligmanin sonucunda her iki sicaklikta BTB’nin en ¢abuk bdoriilce ve
daha sonrasinda nohutta gelistigini saptamistir. Mercimekte ise 25°C’de gelisme
olmadig1 gozlenmistir. Calismada ergin ¢ikislarinin konukcuya gore farklilik gosterdigi,

22°C’de %44,6 ile 30°C’de %43,8 oram ile en yiiksek boriilce cesidinde bulunmustur.
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Calismada zararlinin yumurtalama 6ncesi, yaumurtlama ve yumurtlama sonras1 siireleri
ile bir diginin biraktigi yumurta sayisinda konukcularin etkisinin Onemsiz oldugu

bulunmustur. BTB’ nin konukgu tercihinde ise diiz yiizeyleri tercih ettigini bildirilmistir.

Raja vd (2009) Madurai, Nagapattinam, Coimbatore, Thiruvannamalai, Chennai
ve Vellore bolgesinden elde edilen BTB populasyonlarina ait estrase profillerine ve
genetik farkliliklarn arastirmistir. Estrase analizlerinde a-naphthyl acetate substrat olarak
kullanilmistir. Genetik ¢alismada ise esterase genine spesifik primer kullanilmigtir.
Caligma sonucunda; estrase analizlerinde Madurai, Thiruvannamalai, Chennai
populasyonlarinda bir izoenzim, Nagapattinam ve Vellore populasyonlarinda iki
izoenzim, Coimbatore populasyonunda ise 3 izoenzim bandi goriintiilenmistir. Genetik
calismalarda ise Madurai, Thiruvannamalai, Chennai populasyonlarinda 2 bant,
Nagapattinam ve Vellore populasyonlarinda 1 bant ve Coimbatore populasyonunda 3
bant elde edilmistir. Populasyonlar arasindaki benzerlik indeksi 0,4 ile 1.0 arasinda
degismektedir. Calismanin sonucunda ise Coimbatore bolgesinde elde edilen BTB
populasyonunun diger 5 populasyon ile hem esterase hemde genetiksel olarak nemli

farkliliklar goriilmiistiir.

Gill vd (2006)’da yaptig1 ¢alismada RAPD teknigi ile BTB erkek bireylerin
arasindaki genetik varyasyonu ortaya koymustur. Calismada normal ve anormal erkek
bireyler kullanilmistir. Anormal bireyler, normal bireylerden pigidium ve eltra iizerinde
fiziksel farkliliklar ile ayrilmistir. Calismada kullanilan iki adet RAPD primeri ile elde
edilen verilerde; P12 primerinde 8-11 bant, P17 primerinde 8-15 bant elde edilmistir.
Bu bantlar normal ve anormal bireylere spesifik sekilde ¢ogaldigi bulunmustur. Calisma
sonucunda her iki primerinde polimorfik bant iirettigi ve polimorfizmin P12 primeri

icin %60-72,22 oraninda, P17 primerinde ise %40-66,67 oraninda degistigi bulunmustur.
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2.3. Molekiiler Markirlar

Markirlar iice ayrilmaktadir; morfolojik markirlar, protein markirlart ve DNA

markirlaridir.

2.3.1. Morfolojik ve protein markirlari

Morfolojik markirlar, ilk genetik ¢alismalarin canlilarin morfolojik 6zellikleri ile
ilgili arastirmalarin yogunlagsmasiyla ortaya cikmuistir. Boceklerde gbz rengi, viicutta
bulunan bantlar, benekler, killar gibi morfolojik 6zellikler fenotipik markirlar olarak
kullanilmistir. Morfolojik markirlar, morfolojik 6zelliklerin canlinin biitiin yasam siireci
boyunca kendisini ifade etmesinden dolayr her ne kadar avantajli gibi goziikse de,
olusturulmasinin zor ve zaman alict olmasi, smirli sayida bulunmalarindan dolay1
haritalama yapilamamasi ve cevresel kosullardan etkilenebilmesi bu markirlarin baglica

dezavantajidir (Farooq ve Azam 2002).

1960’11 yillardan itibaren proteinlerin polimorfizmlerine ait c¢alismalar
baslamistir ve protein markirlart daha DNA teknolojilerinin gelismedigi donemlerde
genetik calismalara biiyiik katkilar1 olmustur. Protein markirlart olarak alloenzimler ve
izoenzimler kullanilmaktadir. Alloenzimler bir genin degisik allellerini ifade ederken
isoenzimler ise aynm fonksiyona sahip degisik lokuslari ifade etmektedir. Protein
markirlan ile yapilan analizler proteinin molekiiler agirligina gore poliakrilamit veya
nisasta jelleri gibi degisik elektroforez yontemleri ile ayristirilmasini kapsamaktadir.
Protein markirlart boceklerde insektisit dayanmikliligi (Maa ve Terriere 1983), patojen
teshisi (Wilding vd 1993), kromozom haritalanmas1 (Loukas vd 1979) ve bdocek
pradatorlerinin tanimlanmast (Solomon vd 1996) gibi calismalarda kullanilmigtir.
[lerleyen yillarda rekombinant DNA tekniklerinin gelismesi ile protein markirlari yerini

DNA temelli molekiiler yontemlere birakmistir
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2.3.2. DNA markirlar:

DNA temelli markirlar, DNA’nin intronlarinda yada ekzonlarinda meydana
gelebilen mutasyonlar1 belirleyebilmesinden dolay1 protein markirlarina oranla ¢ogu

durumda daha fazla polimorfizm bulma kapasitesine sahiptir (Richardson vd 1986).

Yaklagik son 15 yildir, DNA markirlar1 boceklerde; genetic akrabalik, filogeni,
populasyon dinamigi ve genom haritalarinin ¢ikartilmasi (Loxdale ve Lushai 1998,
Avise 2000, 2004, Severson vd 2001, Heckel 2003) gibi bircok molekiiler konulardaki

calismalarin hizla artmasina katkisi olmustur.

DNA markirlarinda aranan 6zellikler:
e Yiiksek oranda polimorfizm gostermesi
e Kodominant kalitim gostermesi
¢ Kolay bulunabilir olmas1
e Genomda yaygin bir bicimde bulunmasi
¢ Uygulanabilirliginin kolay ve hizli olmasi
e Tekrarlanabilirliginin ve giivenirliliginin yiiksek olmasi
e Cevresel etmenlerden etkilenmemesi

e Laboratuarlar arasinda datamin degisim kolayligi saglayabilecek nitelikte

( Sharma vd 2008) olmasidir.

DNA markirlart hibridizasyon (RLFP) ve PCR’a dayali (RAPD, SSR, AFLP) olmak

tizere ikiye grupta incelenebilir.

2.3.2.1. RFLP (Kesilmis parca uzunluk polimorfizmi)

Bu alanda kullanilan ilk molekiiler teknik Botstein (1980) tarafindan gelistirilen
hibridizasyon temelli bir markir sistemi olan RFLP (Restriksiyon Fragment Uzunluk
Polimorfizmi) teknigidir. RFLP teknigi restriksiyon endoniikleazlarla kesilen DNA’nin
Southern Blot yontemi ile isaretlenmis problar sayesinde DNA fragmentlerinin

goriintiilenmesine dayanmaktadir (Agarwal vd 2008).
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RFLP markirlan1 olduk¢a polimorfik, codominant kalitimh ve tekrarlanabilir
ozelliktedir. RFLP tekniginin pahali olmasi, radyoaktif madde kullanilmasi ve yiiksek
kalitede fazlaca DNA’ya ihtiya¢ duymasindan dolay1 giiniimiizde bu teknik ¢ok fazla
tercih edilmemektedir. Ayrica metot da kullanilan problar i¢in onceden bilgiye ihtiyag

duyulmasi bu yontemi daha karmagik hale getirmektedir (Agarwal vd 2008).

DNA’nin bir veya birden fazla bolgesinin es zamanhi olarak in situ
cogaltilmasini saglayan teknolojinin (PCR teknolojisi) kesfinden sonra (Mullis vd 1986)
molekiiler yontemlerde PCR kullanimi hizla yayilmis ve PCR’a dayali yeni teknikler

ortaya cikartilmistir.

2.3.2.2. RAPD (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA)

RAPD (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA) PCR’a dayali ilk yontemlerden
birisidir ve temel prensibi rastgele secilmis 9-10 bp’lik oligoniikleotid primerin diigiik
baglanma sicakligi ile genomik DNA’ya baglanarak PCR ile cogaltilmasidir. PCR
sonucu ¢ogaltilan 6rnekler standart jel elektroforezinde yiiriitiiliir ve ¢ogaltilan bantlarin

varlig1 veya yokluguyla sonuclar degerlendirilir.

RAPD yonteminin en bilyiikk avantaji ¢alisilan organizma genleri hakkinda
herhangi bir on bilgiye gerek duyulmayisidir. Tiim organizmalar icin ayni
oligoniikleotid primer kullanilabilmektedir (Aydin 2004). Bu yontemin dezavantaji ise
RAPD markirlarinin ¢ogunlukla dominant 6zellikte olmasi ve DNA’nin heterozigot
yada homozigot bireylerden g¢ogaldiginin bilinmemesidir. Ayrica calismalar sonucunda
elde edilen verilerin tekrarlanabilirligi, reaksiyona giren tiim degiskenlere baglh

oldugundan diisiik olabilmektedir.

2.3.2.3. SSR (Basit Sekans Tekrari)

DNA polimorfizmin ortaya konulmasinda kullanilan bir diger metot ise

microsatellitlerdir. Microsatellitler alternatif olarak, basit sekans tekrari (SSR), kisa

tandem tekrarlar1 (STR) veya basit sekans uzunluk polimorfizmi (SSLPs) olarak da
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isimlendirilip, 1 ile 6 bp arasindaki kiiciik sekans diziliminin ardi ardina
tekrarlanmasidir. Tekrarlanan bu gruplar (AT)n, (GT)n veya (GACA)n seklinde
gosterilmekte ve n ardisik tekrar sayisim belirtmektedir (Eris ve Giilen 2004).
Mikrosalletlere 6zellikle tekrarlanan dizilerin 10 veya daha fazla oldugunda tiirler ici ve

tiirler aras1 yliksek seviyede polimorfizm gostermektedir (Queller vd 1993)

Microsatelliteler bu bolgelere spesifik primer kullanmak siireti ile PCR’da
cogaltilmaktadir. PCR sonucunda olusan iiriinler dikey elektroforez veya sekans
aletinde capillary gel electrophoresis ile yiiriitiilerek {riinlerin biiyiikliik farklarina

bakilarak sonuglar degerlendirilir.

2.3.2.4. SNP (Tek niikleotit polimorfizmi)

Bir populasyona ait bireylerin genom sekansinda bulunan nokta mutasyonlarini
ifade etmektedir. Genom igerisine genis bir sekilde yayillmistir. Bitki ve hayvanlar
aleminde ise en ¢ok bulunan markirlardir. Kodominant bir markir olmasindan dolay1

homozigot veya heterozigot allelleri etkili bir bigcimde ayirabilmektedir.

2.3.2.5. AFLP (Cogaltilmis Parca Uzunluk Polimorfimi)

Cogaltllmis parca uzunluk polimorfizm (AFLP) teknigi Vos vd (1995)
tarafindan gelistirilmistir. AFLP genomik DNA’nin endoniikleazlarla kesilmesiyle elde

edilen fragmentlerin PCR’da selektif olarak ¢ogaltilmasini esas alir (Vos vd 1995).

AFLP teknigi RFLP tekniginin giivenilirligi ile PCR’in giiciiniin kombine
edildigi bir tekniktir (Garcia vd 2004). Bu metodun kisa bir siirede ¢ok genis data
olusturmasi, ayrica tekrarlanabilirligi yiiksek olmasi, karmasik DNA’larda
kullanilabilmesi ve RFLP teknigine gore ¢ok az DNA’ya ihtiya¢ duyulmasinin yaninda
kullanilacak olan organizma hakkinda genetik herhangi bir bilgiye ihtiyag
duyulmamasindan dolayr bu teknigin degisik organizmalarda genetik varyasyonun
ortaya cikartilmasinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. AFLP’nin en biiyiik avantaji
ise diger PCR temelli tekniklere gore bircok polimorfik bantlarin belirleyebilme

kapasitesidir.
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Sekil 2.5. AFLP tekniginde izlenen agsamalar

AFLP mikroorganizmalarda, hayvanlarda ve bitkiler aleminde bir¢ok biyolojik
konuya agiklik getirmis ayrica populasyon genetigi, ekoloji ve evrim calismalarinda
kullanilarak molekiiler markirlar arasinda 6nemli bir yer edinmistir (Bonin vd 2007).
AFLP teknigi esasinda kiiciik genoma sahip bitkiler icin gelistirilmistir. Fakat daha
bilyiik genoma sahip organizmalarda da etkin bir sekilde kullanilmistir. AFLP teknigi
boceklerle ilgili arastirmalarda basarili bir sekilde kullanilmistir (Clark 2007).

AFLP’nin ilk agsamasinda izole edilen DNA; restriksiyon endoniikleaz enzimleri
ile kesilir, kesim sonucu olusan DNA parcalarinin kesim yerleri ile eslesen ¢ift sarmalli
10-30 baz uzunlugundaki niikleotid adaptorler T4 ligase enzimi ile baglanir (Blears vd
2008). Basarili bir AFLP i¢in kullanilacak orneklerin DNA’lar1 aym protokol ile izole
edilmesi, 100-1000ng yiiksek molekiiler agirliginda ve bulasikliklardan ari olmalidir.
Aksi takdirde AFLP sonuclarinda farkli profillerin olugsmasina neden olabilmektedir.

Genellikle AFLP’de kullanilan restriksiyon enzimleri, sik ve seyrek kesim yapan olmak
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lizere iki farkl tiptedir. Iki farkli enzim kullamlmasinin arastirmaciya en biiyiik yarari,
olusacak olan fragmentlerin sayisinda oynama yapabilmesi ve bu sayede kompleks
DNA'’larda kullanilmasina olanak vermesidir (Blears vd 2008). AFLP tekniginde EcoRl,
Asel, Hindlll, Apal ve Pstl gibi seyrek kesim yapan enzimler ile Msel ve Tagl gibi
siklikla kesim yapan enzimler kullanilabilmektedir. Fakat yapilan ¢aligmalarda genel
olarak ucuz olmasindan dolayr EcoRI ve Okaryot canlilarin A ve T niikleotid

bakimindan zengin olmasindan dolay1 ise Msel enzimi kullanilmaktadir (Vos vd 1995).

5|
3|

GAATTC TTAA 3
CTTAAG AATT 5

l Ecom Restriksivon
Msel - Enzimleri

AATTC T
G AAT
" e
gTTAA l g
Ecol Adaptsrii Msel Adaptorii

. s ™=
gTTAAG AATg

Sekil 2.6. DNA’nin kesilmesi ve adaptorlerin baglanmasi (Blears vd 1998).

Birinci agsama da olusan DNA parcalarinda bulunan adaptor ve kesim yerlerinin
sekans bilgileri primerlerin baglanacag hedef bolgeler olarak gorev yapmaktadir. Bu
asamada kullanilacak olan primerlere ek baz ekleyerek PCR’da selektif olarak ¢cogalma

islemi yapilir.

Kiigiik genoma sahip organizmalarda (10— 107 baz), her bir primerin bir veya
iki selektif niikleotid kullanmak polimorfizmi goriintiilemek icin yeterlidir. Daha
kompleks DNA’larda ise (103 — 109) fazladan selektif niikleotide ihtiya¢ duyulmaktadir.
Ciinkii olugan amplifikasyon iiriinii ile genom biiyiikliigii arasinda linear bir korelasyon
bulunmaktadir (Vos vd 1995). Biiyiik genomik yapiya sahip organizmalarda genel

olarak selektif asamasindan Once preselektif asamasi uygulanmaktadir. Bu asamada
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primer ucuna bir baz eklenerek PCR’da selektif olarak c¢ogalma islemi yapilir.
Cogaltllan {iriinler daha sonrasinda selektif asamasinda kullanilir ve DNA’nin
bilyiikliigiine gore baz sayisi ayarlanmaktadir. Selektif amplifikasyon sonucu elde

edilen bant sayis1 50 ile 100 arasinda degismektedir ( Vos vd 1995).

Bu metot ilk gelistirildiginde primerlerin radioaktif madde ile isaretlenmesinden
dolayi analizler yiiksek ¢oziiniirliige sahip poliakrilamit jellerde ayrilarak, otoradyografi,
phosphoimager tarayici veya giimiis boyama ile gozlemlenilmesi saglanmistir (Papa vd
2004). Fakat bu gozlem yontemlerinin yetersizligi AFLP tekniginin kullanilmasini
sinirlandirmigtir.  Son  zamanlarda ise floresan boya ile isaretli primerlerin
kullanilmasiyla bir ¢ok ©6rnegin es zamanda analizine olanak vermistir (Myburg vd
2001). Selektif amplifiasyon safasinda kullanilan selektif primerlerin 5’ uglar1 floresan
boya ile isaretlenmektedir. Floresan boya kendine ozgii absorbsiyon ve emisyon
frekans1 sayesinde laser 1smmimu altinda olusan pargalarin  goriintiilenmesini

saglamaktadir. (Blears vd 1998).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1 Bocek materyali

Bu calisma, boriilce tohum bdécegi (BTB) olarak bilinen Callosobruchus
maculatus’un (F.) iic farklt bolgeden alinan populasyonlar1 {iizerinde yapilmistir.
Antalya populasyonu, Antalya’nin merkez kodylerinde iiretilen nohut ¢esitlerinden elde
edilmistir. Tez icin kullanilacak veriler olusturulmaya baglanmadan Once, bocekler
yaklagik 36 jenerasyon boyunca 2,5 litrelik iistii sik dokulu tiil ile kapli plastik
kavanozlarda nohut iizerinde ¢ogaltilmistir. Aydin populasyonu, Aydin ili Nazilli ilgesi,
Basaran koyiiniin boriilcelerinden elde edilmistir. Bu populasyon elimize ulastiktan
sonra 9-10 jenerasyon boyunca bériilce iizerinde cogaltilmistir. Isparta populasyonu
08/02/09 tarihinde Isparta sehir merkezinin organik pazarindan alinan boriilcelerden
elde edilmistir. Tez caligmalar baslamadan 12 jenerasyon boyunca boriilce tohumlart
lizerinde cogaltilmistir. Biitiin populasyonlar Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki
Koruma Boliimiiniin, 261 °C sicaklik ve 16:8 (aydinlik:karanlik) fotoperyot

kosullarindaki iklim odasinda muhafaza edilmistir.

3.1.2. Bitki materyali

Bu c¢alismada 7 farkli (cesit-tiir) nohut, Cicer spp, 1 cesit boriilce, Vigna
ungulculata L., 1 gesit fasiilye, Phaseoulus vulgaris L., olmak iizere 9 ayr1 genotip
kullanilmistir. Calismada kullanilan nohut cesitleri 04.2010-09.2010 tarihleri arasinda
Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii Uygulama Alaninda

yetistirilmistir (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. Denemede kullanilan tohum materyalleri ve 6zellikleri

Genotip Latincesi Ozellikleri Orijini
CA2969 Cicer arietinum L. Tek yillik ,kabuli  Ispanya
YAR Cicer arietinum L. Tek yillik ,kabuli  Meksika
ICC 4969 Cicer arietinum L. Tek yillik ,desi ICRISAT
AWC 602 Cicer reticulatum Ladiz Tek yillik Tiirkiye
AWC 613 Cicer reticulatum Ladiz Tek yillik Tiirkiye
AWC 304 Cicer echinospernum P.H.Davis Tek yillik Tiirkiye
AWC 603 Cicer echinospernum™* reticulatum Tek yillik Tiirkiye

- Vigna unguiculata Walp. Tek yillik Afrika

- Phaseoulus vulgaris L. Tek yillik Amerika

Sekil 3.1. Denemede kullanilan tohumlar

3.1.3. Bocek yetistirmede kullamlan materyaller

Zorunlu testleme ¢alismalarinda 9 cm ¢apinda plastik petri kaplart kullanilmastir.
Petri kaplarinin kapaklarinda havalandirma saglamak i¢in 2.40 cm c¢apindaki dairesel
alan kesilmistir ve bu alana sik dokulu tiil yapistirilmistir. Tercihli testleme yonteminde
kafes

hazirlanmistir. Havalandirma saglamak amaciyla pleksiglasin karsilikli iki tarafindan

kullanilmak iizere pleksiglas

malzemesinden 20x20x20cm boyutlarinda

12x12cm’lik alan kesilerek sik dokulu tiiller ile kapatilmistir.
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3.2. Metot

Bocek populasyonlarina ait biyolojik parametrelerin alinabilmesi i¢in tercihli ve
zorunlu testleme yontemi kullanilmistir. Bocek populasyonlari arasindaki polimorfizmi
ortaya ¢ikarmak amaciyla DNA izolasyonu, agaroz jel elektroforezi, AFLP teknigi ve

poliakrilamid jeller kullanilmisgtir.

3.2.1. Biyolojik parametreleri belirlemede kullanilan yontemler

3.2.1.1. Zorunlu testleme yontemi (No-choice test)

Bu yontem bdoceklere konuk¢u se¢me hakki tanimadan erginlerin tek bir cesit
tohum materyaline birakilarak biyolojik parametrelerinin saptanmasi i¢in yapilan
testleme yontemidir. Bu biyolojik parametreler yumurta sayisi, ergin ¢ikis zamani,
disi/erkek orani, ergin ¢ikis yiizdesi ve tohumlarda meydana gelen agirlik kaybim ve

yiizde kayip miktarini icermektedir.

Bitki materyallerinin her tiirlii zararlidan ari oldugundan emin olmak icin 60°C
derecede bir giin siire ile inkiibatorde bekletilmistir. Her bir bitki materyalinden 20 adet
tohum tartilarak 9cm capindaki plastik petri kaplarina yerlestirilmistir. Daha sonra
Antalya, Aydin ve Isparta populasyonlarindan 0-3 giin-yasinda 5’er disi ve 5’er erkek
birey kaplara birakilmistir. Erginler birakildiktan bes giin sonra petri kaplarindan
uzaklagtinlmistir. Her bir bitki materyali icin 3 tekerriir kullanilmistir. Testlemenin
tamami; 261 °C sicaklik, 16:8 (aydinlik:karanlik) fotoperyot ve %605 nem

kosullarina sahip iklim odalarinda gergeklestirilmistir.

Erginler uzaklastirildiktan 3 giin sonra yumurta sayimlar1 yapilmis ve giinlitk
olarak ergin cikislar takibe alimmistir. Cikislar gerceklestikten sonra disi ve erkek ergin
bireyler birbirinden ayrilarak sayilmis ve tartilmistir. Aym1 zamanda denemede

kullanilan tohumlar da tartilarak agirlik kayb1 olup olmadigi kontrol edilmistir.
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Sekil 3.2. Zorunlu testlemeye ait deneme goriintiisii

3.2.1.2. Tercihli testleme yontemi (Choice test)

Tercihli yontemde dokuz farkli tohum materyali bir araya konularak boceklere
yumurta birakacagi tohumu se¢cme hakki taninmistir. Bu calismada boceklerin hangi

materyale ne kadar miktarda yumurta birakacagi saptanmistir.

Deneme asamasina gegmeden Once bitki materyalleri 60°C derecede bir giin siire
ile inkiibatorde bekletilerek zararlilardan ari hale gelmesi saglanmistir. Her bir bitki
tohumundan 20 adet tartilarak 3,5cm capindaki kiigiik petri kaplarina konulmustur. Bu
petri kaplarin kapak kismi agik bir vaziyette 20x20x20cm boyutundaki pleksiglas
kafese dairesel sekilde tohum gruplarimi barindiran petriler yerlestirilmistir. Pleksiglas
kafeslere 0-3 giin-yasinda 10’ar adet disi ve erkek birey birakilmistir ve 3’iincii giinde
erginler toplanmistir. Erginler toplandiktan ii¢ giin sonra tohum cesitlerindeki yumurta
sayilar1 alinarak bdcek populasyonunun hangi tohumu daha cok tercih ettigi

saptanmuigtir.
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Sekil 3.3. Tercihli testlemeye ait deneme goriintiisii

3.2.2. Populasyonlar arasindaki polimorfizmi belirlemede kullamilan yontemler

3.2.2.1. DNA izolasyonu

Aydin populasyonundan toplam 12 birey, Antalya populasyonundan 11 adet
birey ve Isparta populasyonundan 12 adet bireyin DNA izolasyonu CTAB metoduna
gore yapilmustir. Ayrica dis grup olarak kullanilmak tizere C. chinensis tiiriinden 2 birey
analizlerde kullanilmak iizere DNA izolasyonuna ve AFLP analizlerine tabii

tutulmustur.

CTAB metoduna gore; her bir birey 1,5 ml’lik mikrotiiplerin icerisine
konulmustur ve iizerine 450ul CTAB tampon ¢ozeltisi ilave edilmistir. Daha sonrasinda
her tiipe 1 adet 3mm c¢apindaki demir bilye konularak calkalayici cihazinda (Retsch
MM200) 20 Hz hizinda 10 dakika calkalayarak bocegin ezilmesi saglanmistir.
Calkalanma sonucunda parcalanan bireylerin DNA’larinin siviya gecmesini saglanmak

icin 65°C’de 1 saat inkiibasyona tabii tutulmustur. Inkiibasyon sonrasinda drnekler oda
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sicakligina kadar sogutulmustur. Orneklerde bulunan RNA’lerden kurtulmak icin 2 ul
Rnase (10mg/ml) konularak 15 dakika 37°C’de inkiibasyona tabii tutulmustur.
Inkiibasyondan alian orneklerden proteinin uzaklastirilmasi i¢in  600ul kloroform-
[zoamil alkol (25:1) ¢ozeltisi konularak 5 saniye boyunca hafifce calkalanmustir.
Ornekler daha sonrasinda 15 dakika boyunca 12000 rpm hizinda santrifiij edilmistir.
Santrifiij edilen 6rneklerde tiipiin alt kisminda kloroform, orta tabakada protein ve iist
fazda ise DNA bulundugu sivi olmak lizere ii¢ faza ayrilmistir. Tiipiin igerisinde
bulunan siipernatant kistm 1,5ml’lik temiz tiiplere alinmistir. Bu faz icerisindeki
DNA’nin ¢okmesi icin 600ul -20 °C’de bulunan izoproponal konulmustir ve ardindan
-20°C’deki dondurucuya konularak 1 gece bekletilmistir. Ertesi giin -20°C’den alinan
orneklerin DNA’larinin ¢okelmesi amaciyla 12000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir.
Bu siirecin sonunda tiiplerin dibinde pellet olustugu gozlenmistir. Pelet yerinden
oynatilmadan tiipiin icerisindeki s1v1 bosaltilmis ve -20°C’de bulunan %70’lik etanolden
600ul ilave edilerek 12000 rpm’de 10 dakika boyunca tekrar santrifiij edilmistir.
Santrifiij edilen tiiplerin dibindeki pelete zarar vermeden sivilar bosaltilmistir ve ters
cevrilerek 20- 30 dakika boyunca agzi acik vaziyette tiip icerinde kalan etanoliin
uzaklagmasi saglanmistir. Sivilan kuruyan tiiplerin icerisine 50ul TE tampon ¢ozeltisi
ilave edilmistir. DNA’larin siviya gecmesi i¢in 6rnekler +4°C’de bir gece bekletilmistir.
Daha sonrasinda ise bozulmamalari i¢in -20°C’de saklanmistir.

DNA izolasyonu yapilan 6rneklerin DNA kalitelerine bakmak amaci ile %1°lik agarose
jel hazirlanarak ornekler jele yiiklenmistir. Elektroforez cihazinda 65 voltta 15 dakika

kosan ornekler UV transilluminator cihazi ile goriintiilenmistir.
3.2.2.2. AFLP
3.2.2.2.1. DNA konsantrasyonunun belirlenmesi

[zole edilen DNA’larin konsantrasyonunun belirlenmesi ve standart hale
getirilmesi AFLP tekniginin asamalarmin daha saghkli yapilabilmesi agisindan
onemlidir. DNA konsantrasyonu jel-elektroforez yontemiyle, %]1’lik jele yiiklenen

standart DNA/Hind III (0,5pg/ul) ile karsilastinlarak, miktarlarnn belirlenmeye

calisilmistir.

25



Her bir bireyden elde edilen 1ul ve 2ul hacminde DNA miktarlart 1ul yiikkleme
boyasi ile karistirilarak jele yiiklenmistir. Orneklerin yanina yine ayn1 miktarda standart
DNA/Hind III (0,5ug/ul) yiiklenerek elektroforezde 65 voltta 30 dakika kosturma islemi
yapilmistir ve daha sonrasinda UV transilluminator ile jel goriintiisii alinmistir. DNA
konsantrasyonu belirlenen Ornekler, daha sonrasinda AFLP tekniginde kullanilacak

100ng/ul konsantrasyonuna gore ayarlanmistir.

3.2.2.2.2. Kesim ve adaptorlerin baglanmasi

AFLP yontemi Vos vd (1995)’in gelistirdigi yonteme gore yapilmistir. Fakat
teknigin asamalarinda baz1 degisiklikler yapilmistir. Vos vd (1995)’te AFLP tekniginde
DNA’larin kesilmesinden sonra adaptorlerin baglanmasi asamasina geg¢mistir. Bu
tezdeki caligmada ise DNA’nin kesilmesi ve adaptorlerin baglanmasi bir arada
yapilmistir. Bu asamada DNA, kesim enzimleri ile kesilmekte ve kesilen bolgelere

uyumlu adaptorler T4 ligaz enzimi ile baglanmaktadir.

Bu reaksiyon icin 8,8 ul’lik son hacim icerisinde 0,55ul ligaz buffer, 0,55ul
Neb4 Buffer, 0,001 1mg BSA(10mg/ml), 2,5 iinite EcoR I enzimi, 3,125 iinite Mse [
enzimi, 2,5mM Eco adaptor, 1,25 mM Mse adaptor ve 50 tinite T4 ligaz enzimi, 100ng
DNA ve saf su kullanilmaktadir. Hazirlanan 6rnekler 37°C ‘de 3 saat inkiibasyona tabii
tutulmustur. Inkiibasyon siirecini tamamlayan &rneklerin karisim icerisindeki enzimlerin
islevligini yitirmesi amaciyla 3 saatin ardindan sicaklik 75°C’ye getirilerek 15 dakika
boyunca bir ikinci inkiibasyona daha tabii tutulmustur. Ornekler oda sicakligina
getirildikten sonra 4ul iiriin ve 1yl yiikleme boyas1 karistirilarak %1,5 agaroz jele
yiiklenmistir. Kontrol olarak kesime ugramamis 3 adet, 1ul ve 2ul miktarinda DNA’lar
jele yiiklenmistir. Standart olarak pUC19/Mspl kullanilmistir. Agaroz jel 0.5 x TAE
tampon c¢ozeltisinde 65 voltta 45 dakika kosturulmustur. Daha sonrasinda UV altinda

goriintiilenmistir.
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3.2.2.2.3. Preselektif amplifikasyon asamasi

Orneklerin enzim ile kesildigini jelde goriintiiledikten sonra kalan iiriinler 1/20
oraninda saf su ile seyreltilmistir. Seyreltilen tiriinler ile EcoC/MseT preselektif primer
kombinasyonu ile PCR makinasinda c¢ogaltilmistir. Bunun i¢in kullanilan 12pul
amplifikasyon reaksiyonunda 2mM MgCl,, 1X Taq buffer, 0,5 iinite Taq polimeraz,
0,83mM dNTP, 8,4pmole primer EcoC, 8,4pmole primer MseT, 2ul seyreltilmis kesim
tiriinii ve 12ul’yi tamamlayacak saf su kullanilmistir. Sicaklik ve termal dongii kosullart
olarak, 72°C’de 2 dk on islemden sonra, 20 dongii boyunca orneklerin denatiirasyonu
icin 94°C’de 20 saniye, primerlerin DNA’ya baglanmasi i¢in 56°C’de 30 saniye,
polimeraz enziminin dNTP’leri baglayip zincirin uzamasi icin 72°C’de 2 dk tutulmustur.
Daha sonrasinda 6rnekler 72°C’de 2 dakika, 60°C’de 30 dakika tutularak PCR programi

bitirilmistir.

PCR’dan alinan iiriinlerden 5 pl, 1ul yiikkleme boyasi ile kanstirilarak %1,5 ‘luk
agaroz jele yiiklenmistir. Jele ayrica kontrol olarak 1l ve 2ul miktarlarinda kesilmemis

DNA ve standart olarak pUC19/Mspl DNA yiiklenmistir.

3.2.2.2.4 Selektif amplifikasyon asamasi

Agaroz jele yiiklenen preselektif iiriinlerin calistigi gozlemledikten sonra iiriinler
1/60 oraninda saf su ile seyreltilerek selektif asamasma gecilmistir. Selektif
amplifikasyonda preselektif asamasinda kullanilan primere uyumlu 2 tane fazladan
niikleotid tasiyan EcoCNN ve MseTNN primer kombinasyonlar1 kullanilarak
gergeklestirilmistir. AFLP analizi icin Li-Cor DNA Sequencer Long Readir cihazinin
her iki deteksiyon kanalina uyumlu floresan isaretli ECOCNN primerleri kullanilmistir.
Bu amplifikasyon reaksiyonu i¢in son hacim 10ul olacak sekilde 1X Taq tampon
cozeltisi, 2,5mM MgCl, 0,5mM dNTP, 0,4 iinite Taq polimeraz enzimi, 10pmole Eco
primeri ile 10pmole Mse primeri ve saf su kullanilmistir. Ve preselektif iiriinlerden Sul
ilave edilmistir. Uriinlerin amplifikasyon igin kullanilan program Cizelge 3.2’de
verilmigtir. PCR dongiisii biten 6rnekler hazirlanan denatiire poliakrilamit jele yiiklenip

Li-Cor DNA sequencer Long Readir cihazinda kosturulmustur. Ele alinan biitiin
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ornekler 6 adet selektif kombinasyonu ile taranmistir. Cizelge 3.3 kullanilan selektif

primerler verilmistir.

Cizelge 3.2. Selektif amplifikasyona ait PCR dongiileri

1. 94°C 2dk 1 dongii 8. 94°C 20 sn
2. 94°C 20 sn 60°C 30sn 1 dongii
66°C 30sn 1 dongii 72°C 2 dk
72°C 2 dk 9. 94°C 20 sn
3. 94°C 20 sn 59°C 30sn 1 dongii
65°C 30sn 1 dongii 72°C 2 dk
72°C 2 dk 10. 94°C 20 sn
4. 94°C 20 sn 58°C 30sn 1 dongii
64°C 30sn 1 dongii 72°C 2 dk
72°C 2 dk 11. 94°C 20 sn
5. 94°C 20 sn 57°C 30sn 1 dongii
63°C 30sn 1 dongii 72°C 2 dk
72°C 2 dk 12. 94°C 30 sn
6. 94°C 20 sn 56°C 30sn 25 dongii
62°C 30sn 1 dongii 72°C 3 dk
72°C 2 dk 13. 60°C 30dk 1 dongii
7. 94°C 20 sn
61°C 30sn 1 dongii
72°C 2 dk

Cizelge 3.3. Kullanilan selektif primer kombinasyonlari

Mse Primeri Eco Primeri

Mse TTT Eco CAA
Mse TTT Eco CTT
Mse TTT Eco CGG
Mse TAA Eco CCC
Mse TAA Eco CGG
Mse TAA Eco CCG
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3.2.2.3 Poliakrilamit jel hazirlanmasi

Cozelti hazirlanist;

Toplam hacim 35ml olan %5,5’luk polakrilamit jel hazirlamak i¢cin 7M iire,
3,5ml 10X’lik TBE, 11mM Bis akrilamit, 4,8125 ml %40’lik akrilamit ve saf su
kullanilmigtir. Cam aparatlara dokiilecegi sirada 23,5 ul TEMED ve 340ul (%10)

Amonium per siilfat cozeltiye hava vermeyecek sekilde ilave edilmistir.

Poliakrilamit jel ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra zemine egik bir sekilde bulunan
41cm uzunlugunda ve 0,2mm kalinliginda aralayici ile arsinda bosluk olusturulan iki
cam arasina siringa yardimi ile dokiilmiistiir. Dokiildiikten sonra cam zemine yatay hale
getirilerek camin {ist kismina 47 adet kuyucuk olugsmasimt saglayan tarak
yerlestirilmistir. Jelde herhangi bir baloncuk olusumunda cam aparatlarin arasina
girebilen 0,18mm c¢apindaki tel yardimi ile baloncuklar cam arasindaki jel icerisinden

cikartilmigtir. Ve jelin 1,5-2 saat polimerize olmasi saglanmistir.

3.2.2.4. Poliakrilamit jele 6rneklerin yiiklenmesi ve Li-Cor cihazinda kosturulmasi

Poliakrilamit jele yiiklenecek olan orneklere 5 kati oraminda yiikleme boyasi
(%95 formamide, %2,5 EDTA ve %2,5 bromofenol blue 50mg/ml) katilmistir. 2 dk
santrifiij yapilan ornekler daha sonrasinda 95°C’de 3 dk inkiibasyona tabii tutularak ¢ift
sarmalli DNA’nin denatiire olmasi saglanmistir ve hemen ardindan DNA’larin tekrar
renatiire olmamasi icin buz {iizerine konmustur. Buz iizerinde bulunan ornekler
Hamilton mikropipet yardimi ile her bir jel kuyucuguna 0,5-1 pl yiiklenmistir.
Yiiklenen 6rnekler 2000 voltta, 25 mA amperlik akimda, 50 watt giiciinde ve sicakliin

45°C’e oldugu kosullarda 6 saat boyunca kosturulmustur.

3.2.2.5. AFLP analizlerinin tekrarlanabilirligi

AFLP tekniginin laboratuarda iyi uygulanamamasi durumunda elde edilen DNA

profilleri tekrarlanamayabilmekte ve genetik polimorfizm haricinde farkliliklar yanlis

yorumlanabilmektedir. Bunlar teknik hatalardir ve elde edilen verileri ciddi bir bigimde
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etkileyebilmektedir. Bu ¢alismada uygulanan asamalarin giivenirligini test etmek amact
ile Aydin, Antalya ve Isparta populasyonlarina ait boriilce tohum béceginden birer
ornek alinmigtir. Alinan bocekler biistiiri yardimiyla ikiye boliinerek ayn tiiplerde, tezin
daha onceki boliimlerinde anlatildigi gibi DNA izolasyonu ve AFLP asamalar
uygulanmistir. Boylelikle bu ornekler biitiin deneme boyunca birbirinin tekerriirii
seklinde 6 selektif kombinasyonu kurulmustur. Selektif PCR’1 kurulan 6rnekler diger

ornekler ile birlikte poliakrilamit jellere yiiklenmistir.

3.2.3. Data analizi

Biyolojik parametrelerden elde edilen verilerin temel istatistikleri Microsoft
Excel programinda hesaplanmistir. Elde edilen tiim jel elektroforez goriintiileri gorsel
olarak incelenerek, bantlarin ayn jel pozisyonundaki varligi(1) veya yokluguna (0) gore
kaydedilmistir. Bant pozisyonlarinin ayni olup olmadigina ise AFLP kombinasyonlar
ile aym jelde kosturulan bant biiyiiklik markorii yardimi ile karar verilmistir. Elde
edilen veriler her bir birey i¢in matriks haline getirildikten sonra, POPGENE 1.31
programmin (Microsoft Temelli Ucretsiz Populasyon Genetik Analizi) default
parametleri kullanilarak gézlenen (Na) ve etkili (Ne) allel sayilari, polimorfik lokus (P)
oranlar1 , beklenen heterozigotluk (h) ve Shannon Sabiti (I) degerleri hesaplanmustir.
Ayrica populasyonlar arasi benzerlik, uzakliklar ve soyagaci bu iicretsiz program

tarafindan olusturulmustur (Yeh ve Boyle 1997).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. Biyolojik parametrelere ait bulgular

4.1.1.1. Zorunlu testleme yontemi

Zorunlu testleme yOnteminde, her bir genotipten 20’ser adet tohum bulunan
gruplarm her birine 0-3 giinliik, 5 disi ve 5 erkek birey birakildiktan 5 giin sonrasinda
uzaklagtinlmistir. Deneme kurulduktan sonra alinan ilk veri, populasyonlarin tohum
tizerine biraktiklar1 yumurta sayilaridir. Erginler uzaklastirildiktan 3 giin sonra tohumlar

da bulunan yumurtalar aydinlik bir ortamda sayillmistir. Populasyonlara ait veriler

Cizelge 4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Populasyonlarin tohum genotiplerine biraktiklar1 yamurta sayilar

Populasyonlarin Yumurta Sayilar

Tohum Latince Aydin Isparta Antalya
Genotipleri  Isimleri Populasyonu ~ Populasyonu  Populasyonu
CA 2969  C.arietinum 36,3 +23 34,3+ 16 121,6 £ 28

YAR C.arietinum 30,6 £ 11 223+ 14 53,3+16
AWC602  C.reticulatum 15,3+4,5 13+8 45 £ 25
AWC603  C.echinospernum 0,6+1 23+4 -
AWCG613  C.reticulatum 43 +1 19,6 +4 23,6 +7
AWC304  C.echinospernum - - -
ICC4969  C.arietinum 31,3+24 22,3+ 10 61,6 +52

Fasulye P.vulgaris 53,6 +34 57 £24 131,6 +28
Boriilce V.unguiculata 54,3 £25 107,3 £ 28 71,3 +£27
Toplam 226,6 + 44,7 278,1 £ 34 508 £ 16

31



Cizelge 4.1.’den de anlasilacagi iizere, Antalya populasyonu 5 giin zarfinda
toplamda 508 adet ile en fazla yumurtay1 birakan populasyon olmustur. 278,1 yumurta
ile Isparta ikinci sirada yer alirken, en diisiik yumurta birakma potansiyeli ise 226,6

yumurta ile Aydin populasyonda goriilmiistiir.

Aydin populasyonu en fazla yumurtay1 (54,3) boriilce tohumuna birakmistir.
53,6 yumurta sayisi ile fasulye tohumu Aydin populasyonunda ikinci sirada yer
almaktadir. Aydin populasyonunda YAR, CA2969 ve ICC4969 nohut genotiplerine 30-
36 civarinda yumurta birakildigi gdzlemlenilmistir. Aydin populasyonu AWC602 nohut
genotipine nispeten yiiksek oranda yumurta birakmistir. AWC613 ve AWC603
genotiplerine cok az sayida yumurta birakilmistir, AWC304 tohumlarinda ise hig

yumurta gézlenmemistir.

Isparta populasyonu, Aydin populasyonunda oldugu gibi en fazla yumurtay1
boriilceye, ardindan da fasulye tohumlarina birakmistir. Fakat fasulyedeki yumurta
sayist boriilce c¢esidine oranla %50 civarinda disiik bulunmustur. CA2969 kiiltiir
nohudu 3. sirada yer alirken, ICC4969 ve YAR nohut cesitleri esit sayida yumurta ile 4.
sirada yer almaktadir. AWC613 ve AWC602 genotiplerindeki yumurta sayisi, [CC4969
ve YAR nohutlarindaki yumurta sayisina yakin bulunmustur. Isparta populasyonunda
en az yumurta AWC603 genotipine birakilirken, AWC304 genotipine hi¢ yumurta

birakilmamastir.

Antalya populasyonu en fazla yumurtayr fasulye tohumlarina birakirken,
CA2969 kiiltiir nohutu ikinci en yiiksek sayida yumurta birakilan genotip olarak tespit
edilmistir. Boriilce tohumlarina birakilan yumurta sayis1 (71) fasulye ve CA2969’a
birakilan yumurta sayisinin neredeyse yarisi kadardir. Boriilceden sonra en ¢ok yumurta
birakilan genotipler sirasiyla ICC4969, YAR, AWC602, AWC613 genotipleri olmustur.
Antalya populasyonu AWC603 ve AWC304 genotiplerine hi¢ yumurta birakmamaistir.

Deneme kurulduktan 3 hafta sonra tohumlar her giin gozlenerek ergin ¢ikislar

kaydedilmistir. Cizelge 4.2.’de farkli tohum cesit/tiirlerinde bulunan populasyonlarin

ergin birey cikislar1 verilmistir. Cizelge 4.2.deki veriler 1s181nda, tiim tohum materyali
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tizerindeki toplam cikis goz Oniine alindiginda en fazla cikis 193 ergin ile Antalya
populasyonunda olmustur. Isparta populasyonu 143,3 ergin cikisi ile ikinci, Aydin
populasyonu 112,3 ergin cikis ile iigiincii sirada yer almaktadir. Ancak, bu rakamlarda
birakilan yumurta sayisinin farkli olmasinin etkisi oldugu unutulmamalidir. Nitekim,
Antalya populasyonunun biraktifi toplam yumurta sayis1 diger iki populasyona gore
yaklagik 2 kat fazladir. Populasyonlarda ergin ¢ikisinin en fazla oldugu cesitler Aydin
ve Isparta populasyonlari i¢in 45,3 ve 85 ergin ile boriilce, Antalya populasyonu igin

63,6 ergin ile CA2969 genotipi olmustur.

Cizelge 4.2. BTB populasyonlarin farkli tohum materyalleri iizerinde ergin ¢ikislar

Populasyonlara Ait Ergin Cikislari

Tohum Latince Aydin Isparta Antalya
Genotipleri Isimleri Populasyonu Populasyonu Populasyonu
CA2969  C.arietinum 22,7+18 153+9 63,6 £17
YAR C.arietinum 24,3+ 10 19,7 + 15 42 +13

AWC602  C.reticulatum 10,6 + 3,7 57+7 14 +£10
AWC603  C.echinospernum - - -
AWC613  C.reticulatum 0,33 +£0,5 2,7+0,5 43 +0,5
AWC304  C.echinospernum - - -
ICC4969  C.arietinum 8,676 5727 15,6 12
Fasulye P.vulgaris - 0,3+0,5 -
Boriilce V.unguiculata 45,3+9 85+ 15 52,6 £22
Toplam 112,3 + 25 143,3 + 39 193 +24

Populasyonlar arasinda en fazla ergin c¢ikisi 85 birey ile Isparta
populasyonununda bdriilce tohumlan iizerinde oldugu belirlenmistir. Bunu 63,6 ergin
cikis ile Antalya populasyonunun bulundugu CA2969 nohut cesidi takip etmistir. Her
tic populasyon i¢in AWC613 genotipinde az sayida ergin c¢ikisi, AWC603 ve AWC304
genotiplerinde ise hi¢ ergin ¢ikis1 goriilmemistir. Ergin ¢ikisi goriilmedigi bir baska
tohum materyali ise Aydin ve Antalya populasyonlarinin bulundugu fasulyedir. Buna
kars1 Isparta populasyonunda fasulye de cok diisiik sayida da olsa ergin c¢ikist
goriilmiigtiir. En fazla cikisin yapildigi cesitler siralandiginda Aydin ve Isparta
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populasyonlar1 benzerlik gosterirken, Antalya populasyonu daha farkli bir siralams

sergilemektedir.

Sekil 4.1’de populasyonlarin yumurta sayilarina gore yiizde c¢ikis sayilar grafik
olarak verilmistir. U¢ populasyon icerisinde yiizde olarak en fazla c¢ikis %88 orani ile
Isparta populasyonun bulundugu Yar nohut ¢esidinde olmustur. Yar cesidindeki diger
populasyonlarin yiizde ¢ikislar1 da oldukga yiiksektir. Bu oran Aydin icin %79, Antalya
populasyonunda ise %78 oranindadir. En disiik cikis ise %7,6 ile Aydin
populasyonunun AWC613 nohut genotipinde goriilmektedir.
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CA 2969 YAR 602 603 613 304 4969  Fasulye Bodrililce Toplam
Tohum Cesit isimleri

[DANTALYA BAYDIN OISPARTA |

Sekil 4.1. Populasyonlarin tohum genotiplerinde gézlenen ergin cikis yiizdeleri

Cikis yiizdeleri cesitler bazinda siralandiginda biitiin populasyonlar farkl

profiller olusturmustur. Antalya populasyonunda %78 ile Yar c¢esidi birinci
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olurken, %73 ile boriilce ikinci, %52 ile CA2969 iigiincii, %50 ile ICC4969
dordiincii, %31 ile AWC602 besinci, %19 oram ile AWC613 ¢esidi altinct siradadir.
AWC603, AWC304 ve fasulyede ise c¢ikis gozlemlenilmemistir. Aydin
populasyonunda %83 ile boriilce ¢esidi birinci olurken, %79 ile Yar ikinci, %69 ile
AWC602 iigiincii, %62 ile CA2969 dordiincii, %27 ile ICC4969 besinci, %7,6 ile
AWC613 altinc1 olmustur. Isparta populasyonunda ise Yar %88 orani ile birinci,
boriilce %79 ile ikinci, %44 ile CA2969 iigiincii, %43 ile AWC602 dordiincii, %25 ile
ICC4969 besinci, %13 oran1 ile AWC613 cesidi ile altinci sirada yer almastir.

Populasyonlar arasinda toplam ¢ikista cok fark gozlenmemistir. %51,4 ile
Isparta birinci, %49,5 ile Aydin ikinci, %37,9 oram ile Antalya populasyonu iigiincii
sirada yer almistir. Her ii¢ populasyon i¢in ¢ikis yiizdesinin yiiksek oldugu tohum
materyalleri boriilce ve Yar nohut cesidi iken, en az oldugu genotip ise AWC613 olarak

tespit edilmistir.

Populasyonlara ait c¢ikis yapan erginlerin disi/erkek oranlan ise sekil 4.2.°de
verilmistir. Grafikteki verilerden Isparta populasyonuna baktigimizda CA2969, Yar,
AWC602, boriilce’den ¢ikis yapan erginlerin disi/erkek orani benzer sonug¢ verirken
AWC613 ve ICC4969 cesitlerinde disilerin biraz daha fazla ¢iktifin1 gosteren oranlar
elde edilmistir. Bunun sebebi cesitlerdeki ergin c¢ikisinin diisiik miktarda olmasi ve

cikan erginlerin cogunun disi olmasindan kaynaklanmaktadir.
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CA 2969 YAR 602 603 613 304 4969  Fasulye Borlice

Tohum Cesit isimleri

Sekil 4.2. Populasyonlarin tohum genotiplerinde ¢ikis yapan bireylerdeki disi/erkek

orani

Aydin populasyonunda en fazla disi-erkek oran1 1,9 ile ICC4969 nohut ¢esidinde
goriiliirken en diisik oran 0,8 seviyedeki AWC602 cesidinde goriilmektedir. Bu
populasyonda AWC613 c¢esidinde goriilen oramin diisiik olmast ¢ikis yapan birey
sayisinin azligindan dolayr kaynaklanmaktadir. Antalya populayonunda 1,8 orani ile
AWC613 cesidi en fazla orana sahipken, 1,5 ile AWC602 cesidi ikinci olmustur. Yar
cesidi 1,1 oram ile iigiincii olurken CA2969, ICC4969 ve boriilcedeki disi erkek oranmi

0,9 ile aynm1 sonucu vermistir.

Denemenin son asamasina aliman veri ise tohumlarda meydana gelen agirlik
kaybidir. Populasyonlara ait yilizde tohum kaybi cizelge 4.3’de verilmistir. Tablo
4.3’dan da anlasildig: iizere, her ii¢ populasyonda en fazla agirlik kaybimi boriilce
izerinde meydana getirmistir. Boriilceyi takiben Antalya ve Isparta populasyonu igin
CA2969 ikinci en onemli tohum kaybina ugrayan genotip olarak bulunmustur. Aydin

populasyonu i¢in ise ICC4969 en fazla kayba ugrayan ikinci genotip olarak goriilmiistiir.
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Cizelge 4.3. Populasyonlarin tohum genotiplerinde meydana getirdigi ylizde kayip oram

Tohum Latince Antalya Pop.  Aydin Pop.  Isparta Pop.
‘ % Kayip % Kayip % Kayip
Genotipleri Isimleri orani orant orant
CA2969 C.arietinum 22,6+8,2 13,549,6 11,54£9,5
YAR C.arietinum 12,8+1,8 9,2+2.4 6,1+2,8
AWC602 C.reticulatum 8,6+6,3 8,8+2.7 4,7+6
AWC603 C.echinospernum - - -
AWC613 C.reticulatum 4,4+1,9 1,3£2,2 2,6+0,9
AWC304 C.echinospernum - - -
ICC4969 C.arietinum 15,5+12,5 19,16£14,6 8,2+9,6
Fasulye P.vulgaris - - 0,9+1,6
Boriilce V.unguiculata 32,75+7.4 29.9+21,1 37,6+10,8

Isparta populasyonun farkli baklagil tohumluklarinda olusturdugu zarar kayip
yiizdeleri ile Antalya populasyonun olusturdugu oranlara paralellik gostermis ve ayni
siralamaya sahip olmustur. Aydin populasyonu ise benzerlik gOstermis, ancak
boriilceyi takiben ikinci en Onemli kayip oran1 CA2969 yerine 1CC4969 nohut

genotipinde olmustur.

Ergin bireylerin cikislarinin verileri giinliik olarak alinmistir. Alinan bu veriler
1s1ginda populasyonlara ait %50 ergin bireyin ¢ikislar1 ve toplam erginin ¢ikis zamani
giin olarak c¢izelge 4.4’de ifade edilmistir. Siireler hesaplanirken denemenin ilk

kuruldugu giin esas alinmistir.

Cizelge 4.4’de goriildiigii iizere, populasyonlar arasinda en erken %50 ergin
cikiglar1 Antalya populasyonundan elde edilmistir (AWC602 cesidi Aydin populasyonu
ile ayn1 zamanda ¢ikis yapmustir). Antalya populasyonunda CA2969, Yar ve boriilcede
cikislar 63 giinde, ICC4969 64 giinde, AWC602 66 giinde, AWC613 ise 67 giinde ¢ikis
gostermistir. Aydin populasyonunda %50 ergin ¢ikisinin en erken ¢ikis siiresi 66 giin ile
AWC602 cesidinde goriilirken en uzun ¢ikis siiresi 70 giin ile CA2969 ¢esidinde
goriilmiistiir. %50 erginin ¢ikisinin en uzun siirede gerceklestigi Isparta populasyonu

ICC4969 cesidi tizerinde 78 giinde gelismistir. Toplam ergin ¢ikis siiresi Antalya
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populasyonunda diger populasyonlara nazaran daha kisa siirede gerceklesmistir ve cogu
genotipte 69 giin icersinde tamamlanmistir. En uzun c¢ikis, 83 giin ile Aydin
populasyonununda YAR c¢esidi iizerinde ve Isparta populasyonunda bériilce iizerinde

gerceklesmistir.

Cizelge 4.4. Farkli BTB’i populasyonlarinin tohum genotiplerinde %50 ve %100 ergin
cikis siireleri (giin)

Antalya Aydin Isparta
Populasyonu Populasyonu Populasyonu
50% 50% 50%
Erginin Toplam Erginin Toplam Erginin Toplam
Tohum Latince Cikis Cikis Cikis
Genotipleri Isimleri Siiresi ~ Siire  Siiresi  Siire Siiresi  Siire
CA2969 C.arietinum 63+0,5 69  70+1,7 73 7243 80
YAR C.arietinum 63+0 69  68+0,5 83 68+0,5 72

AWC602  C.reticulatum 66+0,5 69  66+0,5 81 T7+44 79
AWC603 C.echinospernum - - - - - -

AWC613  C.reticulatum 67+2 69 =¥ - - -
AWC304 C.echinospernum - - - - - -
ICC4969 C.arietinum 64+4 69  69+23 80 78+1,7 82

Fasulye  P.vulgaris - - - - - -

Borillce  V.unguiculata 631 70  67%0,5 80 711,15 83
*Cikis yapan ergin sayist az oldugu icin erginlerin tamaminin ¢ikisi tek giine denk

gelmektedir.

4.1.1.2. Tercihli testleme yontemi

Tercihli testleme yonteminde 10’ar adet disi ve erkek birey 3 giin siire ile
deneme kaplarina biraktiktan sonra toplanmistir ve daha sonrasinda tohum yiizeyine
birakilan yumurtalar sayilmistir. Cizelge 4.5’de ii¢ populasyona ait yumurta sayilar1 ve

tercih ettikleri tohumlar yiizde olarak ifade edilmistir.
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Cizelge 4.5. BTB’i populasyonlarinin tercihli testleme yonteminde farkli tohum

genotiplerine biraktiklar1 yumurta sayilar ve tercih yiizdeleri

Antalya Aydin Isparta
Populasyonu Populasyonu Populasyonu
Tohum  Latince Yumurta Yiizde Yumurta Yiizde Yumurta Yiizde
Genotipleri Isimleri Sayisi  Tercih Sayis1  Tercih Sayisi  Tercih
CA2969 C.arietinum 67 12,8 36 11,8 75 16,7
YAR C.arietinum 7 1,3 1 0,3 12 2,7
AWC602 C.reticulatum 3 0,6 - - 2 0,4
AWC603 C.echinospernum - - - - - -
AWCG613 C.reticulatum 1 0,2 - - - -
AWC304 C.echinospernum - - - - - -
ICC4969 C.arietinum 16 3,1 2 0,6 1 0,2
Fasulye  P.vulgaris 144 27,6 126 41,5 178 39,7
Boriilce  V.unguiculata 283 54,3 139 45,7 180 40,2
Toplam 521 100 304 100 448 100

Her ii¢ populasyonun yumurta koymak icin en ¢ok tercih ettigi cesit boriilce
olarak bulunmustur (%40-54). Boriilceden sonra ise her iic populasyonun tercih ettigi
ikinci cesit ise fasulye olmustur. Aydin ve Isparta populasyonlari fasulyenin tercih
edilme yiizdesi boriilce ¢esidine yakindir, fakat Antalya populasyonunda bu yiizde
yaklagik olarak yartya inmistir. CA2969 nohut ¢esidi % 10- 17 arasinda degisen oranlar
ile biitin populasyonlarin {igiincii olarak tercih ettigi tohum olmustur. Cok az tercih
edilen diger cesitler ise YAR, AWC602, ICC4969, AWC602 cesitleri olmustur.
AWC304 ve AWC603 nolu cesitler biitiin populasyonlar tarafindan hi¢ tercih
edilmedigi gozlemlenmistir. Benzer sekilde AWC613 cesidine Antalya populasyonu

tarafindan birakilan tek yumurta disinda hi¢ bir yamurta birakilmamastir.
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4.1.2. Molekiiler calismalara ait bulgular

4.1.2.1. AFLP tekrarlanabilirligi

DNA izolasyon asamasindan, jel yiikkleme asamasimna kadar tiim protokol
basamaklarinda aym1 bireye ait dokulardan tekrarlanarak olusturulan AFLP bant
profilleri sekil 4.6’da gosterilmistir. Poliakrilamit jele yiiklenmis selektif {iriinlerin
goriintiisii incelendiginde incelenen 4 farkli primer kombinasyonunda da tekrarlanan

AFLP profillerinin %99 dan fazlasinin ayni oldugu gézlemlenmistir.
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Sekil 4.3. Selektif iiriinlerin poliakrilamit jeldeki goriintiisii
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4.1.2.2. Populasyonlarda AFLP teknigi ile ortaya konan genetik yapiya ait
bulgular

Genetik calismalarda kullanilan AFLP teknigi iic BTB’i populasyonu ve dis
grup olarak kullanilan bir C. chinensis populasyonu arasinda ¢ok genis bir varyasyonu
ortaya koymustur. Her bir AFLP primer kombinasyonu igin cogaltilan bant
bityiikliiklerinin 60 ve 410 bp arasinda degisken olduklar goriilmiistiir. Bir 6rnek olarak
AFLP bant profili sekil 4.7°de gosterilmistir. Ele alinan 6 AFLP kombinasyonunun
hepsi 10 ve {lizerinde polimorfik lokus olusturarak kullanilan teknigin genetik

varyasyonu ortaya koyma giiciinii gostermistir.

Biitiin populasyonlar iizerinden hesaplanan toplam polimorfik bant sayisi ise 254
olarak bulunmustur. Bu 254 polimorfik lokus igerisinden, %10 ve daha fazla seviyede
polimorfik olan lokus sayisi ise 207 olarak hesaplanmistir. Diger bir deyisle elde edilen
polimorfik bantlarin 47 tanesi populasyonlarda %10dan daha az seviyede polimorfizmi
gostermektedir. Frekanslan %10 seviyesinden diisiik olan bu lokuslar elemine edilerek

analizler 207 polimorfik lokus iizerinden yapilmustir.
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Sekil 4.4. Li-Cor DNA sequencer readir cihazinda kosturulmus selektif iiriinlere ait

poliakrilamit jel goriintiisii
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Elde edilen 207 polimorfik lokusun populasyonlar icerisindeki polimorfizm
seviyesine bakildiginda en yiiksek seviyenin % 83.6 ile boriilce iizerinden toplanan
Isparta populasyonunda oldugu bulunmustur. Yine boriilce iizerinden toplanan Aydin
populasyonunda %72.5 diizeyinde polimorfizm elde edilmistir. Polimorfizm
seviyesinin en diisiik oldugu Antalya populasyonunda oran %56.5 seviyesinde kalmistir
(Cizelge 4.6.). Ortalama allel (Na) ve etkili allel sayilar1 (Ne) elde edilen polimorfik
lokus oranlan ile paralelellik gostererek, Isparta, Aydin ve Antalya populasyon
siralamas1 degismemistir (Cizelge 4.6). Heterozigotluk (h) degerleri agisindan en
yiiksek deger yine Isparta populasyonunda (0.33) bulunmus, bu populasyonu Aydin ve
Antalya populasyonlar1 takip etmistir (Cizelge 4.6). Benzer sekilde, Shannon’un
biogesitlilik indeksi Isparta, Aydin ve Antalya populasyonlar1 sirasini takip etmistir
(Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. BTB populasyonlari i¢in 6 AFLP primer kombinasyonu ile hesaplanan
genetik cesitlilik degerleri

N Na Ne h I P(%)
Populasyon
Aydin 12 1.72+.44 | 1.50+39 | 0.28+.21 | 0.41+.28 72.5
Antalya 11 1.56+.49 | 1.37+39 | 0.21£21 | 0.31+£.29 56,5
Isparta 12 1.84+37 | 1.59+37 | 0.33+£.18 | 0.48+.25 83,6
Ortalama 2.00£0 1.70£.25 0.40+.10 | 0.58+.12 70,8

Na: Gozlenen allel sayisi
Ne; Etkin allel sayisi

h:Gen cesitliligi

I: Shannon Indeksi

P: Polimorfik lokus yiizdesi

Genetik analiz sonuglarina gore, populasyon ici genetik cesitliligi ol¢cen Hs
degeri %21 olarak bulunurken, toplam genetik cesitlilik gostergesi olan Ht degeri % 41
olarak tahmin edilmistir. Populasyonlar arasi farklilasmay1 gosteren GST degeri 0.501

olarak hesaplanirken, gen akisi degeri (Nm) 0.497 seviyesinde kalmistir (Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.7. AFLP teknigi ile ii¢ farkli BTB populasyonu icin hesaplanan gen cesitliligi,

genetik farklilasma ve gen akisi parametreleri

HT HS GST Nm
0.41+0.01 0.21+0.01 0.501 0.497

Ht: Tim populasyonlarda beklenen heterozigotluk

Hs: Alt populasyonlarda beklenen heterozigotluk
Gst:Populasyonlar arasi faklilasma degeri (Hs/Ht)
Nm:Populasyonlar aras1 gen akis degeri (Nm= 0,5(1-Gst)/Gst)

Populasyonlar aras1 genetik mesafe ve benzerlik degerleri 4.8. nolu ¢izelgede
verilmistir. Bu degerlere bakildiginda genetik olarak birbirine en yakin populasyonlarin
boriilce iizerinden toplanan Aydin ve Isparta populasyonlar1 (0,82) oldugu
gozlenlenmektedir. Her iki populasyonun nohut tohumlar tizerinde yetistirilen Antalya
populasyonuna olan genetik uzakliklart benzer diizeyde bulunmustur (0,73 ve 0,75).
Goreceli bir degerlendirme yapilabilmesi agisindan dis grup olarak analizlere alinan C.
chinensis populasyonuna olan benzerlik degerleri, Aydin, Isparta ve Antalya icin sirast

ile, 0,54, 0,62 ve 0,50 olarak hesaplanmistir.

Cizelge 4.8. Ug farkli BTB populasyonun 6 AFLP primer kombinasyonu ile

olusturdugu genetik uzaklik-benzerlik matriksi

Populasyon Aydin Antalya Isparta C. chinensis
Aydin ok 0,7339 0,8247 0,5381
Antalya 0,309 ok 0,7541 0,5025
Isparta 0,193 0,2823 ook 0,6255
C. chinensis 0,62 0,6882 0,4692 ok
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Elde edilen genetik veriler ile olusturulan genetik soy agaci incelendiginde, yine
BTB populasyonlarinin  birlikte kiimelestigi ve Antalya populasyonun bu
populasyonlardan ayrildigi gozlemlenmektedir (Sekil4.7). Dis grup olarak ele alinan C.
chinensis ise daha farkli bir ana kol olusturarak C. maculatus populasyonlarindan

ayrilmistir.

Sekil 4.5. Ug farkli BTB populasyonunun 6 AFLP primer kombinasyonu ile

olusturdugu dendogram

AYDIN

ISPARTA

[

. ANTALYA

C.chinensis
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4.2. Tartisma

BTB’nin biyolojik parametrelerinin elde edilmesi igin tercihli ve zorunlu
testleme yontemi bir ¢ok calismada yer almistir. Bu ¢alismalarin bir kismi yapilan bu

tez ile paralellik gosterse de bazilarinin izledikleri metotta degisiklikler mevcuttur.

Bulgular kisminda bulunan veriler 1s1¢inda zorunlu testleme ydntemine ait
sonuclarda Antalya ile diger iki populasyon arasinda yumurta sayilar1 bakimindan ciddi
bir farklilik bulundugu ortaya konulmustur. Antalya populasyonu toplam 508 adet
yumurta birakirken, Isparta populasyonu 278 adet, Aydin populasyonu ise 226,6 adet
yumurta birakmstir. Isparta ve Aydin populasyonlari arasinda toplam birakilan yumurta
sayilar1 arasindaki fark onemsiz olarak bulunmustur. Populasyonlarin ¢esitlere biraktigi
yumurta sayilar incelendiginde; AWC602, AWC603 ve 1CC4969 cesitlerine her ii¢
populasyon arasinda fark bulunmamistir. Yar cesidinde sadece Antalya ve Isparta
populasyonlart arasinda, boriilcede ise sadece Aydin ve Isparta populasyonu arasinda
fark bulunmustur. Populasyonlarin cesitlere biraktiklar1 yumurta sayilarinin dagilimina
bakildiginda, Isparta ve Aydin populasyonlart yakin profil olustururken Antalya
populasyonu ¢ok farkli bir profil olusturmustur. Goriilen bu farkliligin, Antalya
populasyonun ilk konuk¢usunun nohut olmasi ve uzun siiredir de bu cesitte ¢cogaltiliyor
olmasindan, yine Aydin ve Isparta populasyonlarinda ilk konukcularinin boriilce olmast
ve devamli olarak boriilce izerinde cogaltilmasiyla agiklanabilir. Bu hipotezi dogrular
nitelikte olan Boeke vd (2004)’de yaptigi calismada biyotipler arasinda fark
bulunmamasinin nedeni olarak biyotiplerin hepsinin boriilceden toplanmasindan

kaynaklanmis olabilecegi vurgulanmaistir.

Yapilan calismada populasyonlar arasinda farkliligin goriillmesi Dick ve
Credlend (1984)’de yaptig1 ¢alismanin bulgularinda paralellik gostermektedir. Dick ve
Credland (1984)’de Yemen, Nijerya ve Brezilya’dan alinan biyotiplerin boriilce
cesidine biraktiklar1 yumurta sayilarim incelemis ve belirli sayida boriilce boceklere
sunuldugunda biyotipler arasinda yumurta sayilarinda farkliliklar gozlendigi
bildirilmistir. Buna karsin Boeke vd 2004’te yaptigi calismada Niamey, Kuzey ve

Giiney Beninden toplanan ii¢ biyotipin farkli boriilce c¢esidine biraktiklar1 yumurta
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sayilar arasinda fark gozlenmemistir. Calismada disilerin yumurta biraktigi tohumlar
giinliik olarak yenileri ile yer degistirilmistir ve biyotipler arasindaki farkliligin

olusmama sebebinin izlenen bu metot olabilecegi vurgulanmustir.

Boeke vd (2004)’nin aksine Guedes vd 2003’te yaptig1 calismada biyotiplerin
biraktiklarnn yumurta sayilann arasinda farkliliklar bulmustur. Calismada Brezilya,
Hindistan, Nijerya, Uganda ve Yemen olmak iizere toplamda 5 farkli biyotipin mas
fasulyesi ve bdériilce iizerinde tohum basina birakilan yumurta sayilarini belirlemistir.
Boriilce cesidinde Nijerya, Yemen ve Hindistan populasyonlarinin yumurta sayilari
arasinda farklilik bulunurken, mas fasulyesinde Brezilya, Nijerya ve Uganda/Yemen
biyotipleri arasinda farkliliklar bulunmustur. Guedes vd (2004)’nin yaptig1 calismada
biyotipler arasinda fark bulunmasinin yani sira biyotiplerin farkli genotiplere
biraktiklar1 yumurta sayilar1 arasinda da fark bulmustur. Bu sonuclar tez ¢alismasindaki

veriler ile pararlellik gostermektedir.

Antalya populasyonu en fazla yumurtayr CA2969 cesidine birakirken, Aydin ve
Isparta populasyonu boriilceye birakmistir. Aydin ve Isparta populasyonlarinin
boriilceyi, Antalya populasyonun ise bir nohut cesidini tercih etmesi yine ilk
konukc¢ularinin bu gesitler olmasindan kaynaklanmis olabilir. Birakilan yumurta sayilar
ile yiizde ergin ¢ikis oram sadece Aydin populasyonu ile dogrudan iliskilidir. Aydin
populasyonunda en fazla yumurta sayisi ve ergin ¢ikist boriilcede bulunmustur. Isparta
populasyonunda en fazla yumurta bériilcede goriiliirken, yiizde c¢ikisin en fazla oldugu
cesit Yar olarak bulunmustur. Antalya populasyonu en fazla yumurtayr fasulyeye

birakirken bu ¢esitte ergin c¢ikisi hi¢ olmadigr gdzlenmistir.

Her iic populasyonun ikinci olarak en fazla yumurta biraktigi tohum fasulye
olmustur. Her lic populasyonun fasulyeye fazla yumurta birakmasi tohum yiizeyinin
daha saydam ve piiriizsiz olmasindan kaynaklanmis olabilir. Ciinkii disiler
yumurtalarini genel olarak daha piiriizsiiz tohumlara yumurta birakmayi tercih
etmektedir (Nwanzer ve Horber 1976). Bu durum disilerin yumurta gelisimlerini garanti
altina almak istemesinden kaynaklanabilmektedir. Nitekim, Nwanze ve Horber 1976’de

yaptig1 calismada piiriizsiiz yiizeylerde yumurtanin daha iyi tutundugunu bdylece daha
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yiiksek gelisim gosterdigini bulmustur. Fakat Nwanze ve Horber (1976) calismasinin
aksine tez calismasinda fasulyede her ii¢ populasyon i¢inde ¢ikis olmamistir. Denemede
kullanilan AWC602 ¢esidi AWC613 ¢esidine gore nispeten daha fazla oranda piiriizlii
bir yiizeye sahip olmasimna ragmen Aydin ve Antalya populasyonlarinda AWC602
cesidine daha fazla yumurta birakilmistir. Bu sonug¢ ile paralel olan Edde ve
Amatobi’nin ¢aligmasi 22 adet tohum iizerinde gergeklestirilmistir. Bocegin yumurta
birakmasinda piiriizlii ve piirlizsiiz yiizeyinin ¢ok bir farki olmadigi belirlenmistir.
Calismada ayrica tohum testas1 kaldirildiginda ergin ¢ikisi, gelisim periodu ve ergin

Oncesi Oliimler gibi biyolojik parametrelerinde farklilik gdstermedigi belirtilmistir.

Denemede her iic populasyonunda yumurta birakmadigi genotipler
gozlemlenmistir. Bu genotiplerden AWC304 her ii¢ populasyon i¢in yumurta
birakilmayan, AWC603 ise Aydin ve Isparta populasyonlar1 tarafindan az, Antalya
populasyonu tarafindan ise hi¢ yumurta birakilmayan genotip olmustur. AWC304 ve
AWC603 tiir bazinda, denemede kullanilan diger genotiplerden ayrilmaktadir. AWC304
ve AWC603 genotipi Cicer echinospernum tiirii igerisindedir ve bu genotiplere
yumurtanin birakilmamasi yada az birakilmasi tohum yiizeyinde bulunan dikensi
yapilardan kaynaklanabilmektedir, nitekim bu sonu¢ ile paralellik olusturan Raina
(1971)’nmin yaptig1 ¢alismada bulunan G109-1 ¢esidi diger genotiplere nazaran daha az
tercih edildigini gozlemlemistir ve bu tohumun yapisinin piiriizlii oldugu hatta dikensi

oldugunu belirtilmistir.

AWC304 ve AWC603 cesitlerinin fiziksel 6zellikleri birakilan yumurta sayisini
etkilemistir. Ancak calismada kullanilan biiyiik taneli ve beyaz Yar cesidi ve kiiciik
taneli ve yesil ICC4969 cesidinin fiziksel ©zelliklerinin tamamen farkli olmasina
ragmen populasyonlarin kendi iclerinde biraktiklar1 yumurta sayilar1 arasinda fark

bulunmamastir.

Populasyonun kendi igerisinde yumurta sayisinda gosterdigi farklilik yapilan
bazi caligmalar ile paralellik gostermistir. Sadozai (2003)’te yaptig1r calismada BTB,
2’si nohut, 1 adet mas fasulyesi, boriilce, fasulye bezelye ve mercimek olmak iizere 7

cesit baklagil iizerinde gozlemlenilmistir. Cesitlere birakilan yumurta sayilan ¢ok farkl
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sonuclar vermistir. En cok yumurta 51,2 yumurta sayisiyla bezelye’de goriiliirken, en
diisiik ise 26,6 ile mercimekte goriilmiistiir. Ayrica denemede bulunan iki ¢esit nohut

tizerine de birakilan yumurta sayisi arasinda farklilik belirlenmistir.

Iboda ve Umoetok (2007)’de yaptiklar1 calismada tek bir populasyonun Vigna
inguiculata, Calopogonium mucunoides, Centrosema pubences, Pureria phaseoloides,
Flemingo congesta ve Desmodium intortium isimli 6 baklagil {izerinde bériilce tohum
boceginin biraktigi yumurta sayilari belirlenmistir. Populasyon her bitki tiiriinde farkl
oranlarda yumurta birakmistir. V.inguiculata tiriine 123,2, C.mucunoides 36,7,
C.pubences 18,2, P.phaseoloides 17,2 ve F.congesta 63,5 adet yumurta, D.intortium
tiriine ise hi¢ yumurta birakmamistir. Caligmanin ileri safhasinda tiirlere birakilan
yumutalardan ergin c¢ikislart ve bu erginlerin gelisim zamanlar gozlemlenilmistir.
C.mucunoides ve C. pubecens tiirlerinde ¢ikis olmamistir. P.phaseoloides tiiriinde ise
larva iiclincii donemine kadar yasamini devam ettirmis fakat ergin olmamustir.
V.unguiculata tiriinde ise gelisim 25 giinde tamamlanirken, %81 oraninda ergin ¢ikist
saglanmistir. F. Congesta’da ise 32,5 giinde gelisimi tamamlanmis olup, %50,7
oraninda ¢ikis saglamistir. Calismada yumurta birakmanin cesitlerdeki gelisim ile
uygunlugu ile iliskisinin olmadig vurgulanmigtir. Benzer durum bu tez ¢alismasinda da
goriilmiistiir. Ayrica F. congesta’nin baklagil icerisinde bulunan antibiosis veya gelisim
engelleyici maddelerin varlifindan dolay1 yiizde cikisin bu denli az olabilecegi
belirtilmistir. Gelisim engelleyicilerin larvanin gelisimini engellemenin yaninda bocek
icerisindeki proteolytic enzim aktivitesinide etkileyebilecegi belirtilmistir. Iboda ve
Umoetek’in sonuglarinda deginilen bu yargi bu calismanin sonuglan iginde gegerli
olabilir. Fasulyede her iic populasyonda yiiksek oranlara yumurta birakmasina ragmen
cikis olmamasi bu cesidin igerisinde bulunan antibiosis veya gelisim engelleyiciler
neden olmus olabilir. AWC603 cesidi de benzer sekilde yumurta birakilabilmesine
ragmen bocek gelisimine izin vermemesi nedeniyle antibiosis faktorlerinin varligindan

sozedilebilir.
Bu calismada kullanilan biitiin populasyonlarda yiizde cikis oranlar1 arasinda

farkliliklar gozlenmistir. Bu farkliliklar populasyonlar arasinda gozlendigi gibi

populasyon icinde bulunan farkli genotiplerde de belirlenmistir. Wijeratne (1998)’de
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yaptiklar1 calismada bu calisma ile benzerlik gostermis ve calisilan iki populasyonun
yiizde ergin cikislarin arasinda farklilik gozlenmistir. Calismada ii¢ adet baklagil tiirii
denenmistir. Vigna unguiculata, Vigna radiata, Phaseolus angularis Kullanilan
calismada, Brezilya ve Yemenden alinan iki BTB’i biyotipi ve Endonezya’dan alinan
C.chilensis populasyonlart kullanilmisgtir. Calismanin sonucunda iki ayr1i BTB
poulasyonunda yumurta sayilar1 arasinda ciddi farkliliklar bulunmustur. Brezilya
populasyonu boriilceye 74,5, greengram 77,5 ve adzukiye ise 79,9 yumurta birakirken,
Yemen biyotipi 57,3, 48,4 ve 62,0 adet yumurta birakmistir. Calismada ergin ¢ikislarida
yine farkliliklar gostermistir. Brezilya i¢in boriilce, greengram ve adzuki i¢in sirasiyla
35,9, 1,0 ve 18,7 ergin cikis1 gozlenirken Yemen de bu oranlar 33,8, 6,1 ve 11,7 olarak

bulunmustur.

Yapilan bu calismada iic populasyonunda genel olarak en fazla yiizde cikisin
oldugu cesitler Yar ve boriilce tohumlar1 olarak bulunmustur. Bu cesitler her ii¢
populasyon i¢in gelisim agisindan son derece uygun oldugu, populasyonlarin CA2969
ve AWC602 cesitlerindeki yiizde cikislar goz Oniine alindiginda Yar ve boriilce
tohumlar1 kadar olmasa da ergin ¢ikisi saglandigindan bu genotiplerin de yine boriilce
tohum bocegi icin uygun cesitler oldugu soOylenebilir. Fakat fasulye ve AWC603
genotiplerinde BTB’i larvasinin daha tohum igerisine giremeden 6ldiigii tespit edilmistir
ve bu cesitlere ait biitiin populasyonlarda herhangi bir ¢ikis gozlenmemistir. Denemede
gozlemlendigi iizere, AWC304 c¢esidi BTB tarafindan hi¢ tercih edilmeyen bir cesit
olmustur ve populasyonlardan higbirinin bu ¢eside yumurta birakmadigr bulunmustur.
Bu sonuglar goz oniine alindiginda fasulye, AWC603, AWC304 genotiplerinin boriilce
tohum bdcegine tamamen dayanikli oldugu séylenebilir. Fakat bu ¢aligmada ¢esitlere ait
dayanikliligin sebebi arastinlmamistir. Fakat asagidaki belirtilen calismalar ile
pararalellik gostermekte olup fasulye, AWC613, ICC4969 tohumlarinda goriilen az

cikisin tohum igerindeki bilesenlerden kaynaklanmis olabilecegi sdylenebilir.

Edde and Amatobi (2000)’de yaptiklar1 calismasinda BTB’ne kars1 dayanikligin
sebeplerini arastirmistir. Calismada ikisi popiiler olarak kullanilan 3 adet yerel boriilce
cesiti ve 19 boriilce hatt1 kullanarak boriilce tohum bdceginin gelisim siirecini, yiizde

ergin c¢ikisini ve agirlik kaybinmi gozlemlenilmistir. Arastirmada %79,3 ergin ¢ikisi ile IT
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93K-734 cesidinde en fazla cikisin meydana geldigi belirtilmistir.. Rakamsal olarak en
az c¢ikis Kanannanda (%52,3), IT90K-277-2 (%54,6) VE IT93K-573-3 (%55,8)
cesitlerinde gerceklesmistir. Bu cesitlerde az sayida erginin ¢ikiginin, larvanin tohum
icerisinde girememis olmasi veya tohum igeriye giris yapan larvanin, larva yada pupa
doneminde 6lmesinden dolayr kaynaklanmak oldugu belirtilmistir. Cesitlerdeki gelisim
siireci ise giin olarak IT95K-1453-47 cesidinde de 27,7 giin ve Kannananda ¢esidinde
ise 40,6 giin arasinda degismektedir. Calismanin sonucunda 6 ¢esit hassas bulunurken 5
cesit dayanikli bulunmustur. Olusan dayanikliliginin tohum tekstiirii, rengi, boyutu ve
sertligi gibi fiziksel karakterlerden dolayr kaynaklanmadigi ifade edilmistir. 5 adet
dayanikli tohumda larvanin erken 6liimii tohum icerisindeki biyokimyasal bilesenlerden
meydana gelebilegi belirtilmistir. Ayrica Southgate (1979), ve Gatehouse and
Boutler( 1983) baklagil tohumu icerisinde bulunan lipid, amino asit, karbonhidratlarin
ve alkoloidlerin kompozisyondan dolay1 dayanikliligin kaynaklanmakta oldugunu ifade

etmektedir.

Lale ve Kolo (1998)’de yaptiklan ¢alismada sekiz farkli boriilce ¢esidi boriilce
tohum boceginin yumurta sayilarina yiizde cikislarini ve yiizde agirlik kaybini
incelemistir. Calismanin sonucunda 3 adet dayanikli cesit bulunmustur. Dayanikl
bulunan ¢esitlerden birtanesi piiriizlii ve koyu renge sahipken diger iki ¢esidin beyaz ve
piiriizsiiz oldugu belirtilmistir ve dayanikliligin tohumun fiziksel 6zelliklerinden ziyade

tohum igerisindeki bilesenlerden oldugunu belirtilmistir.

Cikis yapan erginlerin disi/erkek oranlar incelendiginde oramin 0,3 ile 1,9
arasinda degistigi gozlenmistir. Bulgular Antalya populasyonunda AWC613 genotipi
diginda 1:1 oranina ¢ok yakin bulunmustur. AWC613 genotipinde goriilen disi birey
fazlaliginin sebebinin genelde ¢ok az ¢ikis olmasi ve ¢ikan bireylerin disi olmasindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Benzer sekilde Isparta populasyonunda da oranlar
genel olarak 1:1 den ¢ok farkli degildir. Bu populasyonda yine AWC613 ve ICC4969
genotiplerinde ¢ok az miktarda disi oraninin arttigr goriilmiistiir. Bu sonuglar, ¢ikis
oranminin diisiik oldugu genotiplerde disilerin biraz daha fazla yasama sansina sahip
oldugunu gostermektedir. Aydin populasyonuna bakildiginda ise ¢ikis oraninin yiiksek

oldugu genotiplerde(CA2969,Yar, Boriilce) dahi disi oraninin daha yiiksek oldugu
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goriilmektedir. Bu durum, Aydin populasyonunda farkli faktorlerin disi erkek oraninda
rol alabilecegine isaret etmektedir. Nitekim bazi bocek tiirlerinde Wolbachia

enfeksiyonunun disi oraniini artirdigi bilinmektedir.

Mengi’'nin 1988 yilinda yaptigi ¢alismada alt1 farkli baklagil kullanmistir ve
cikig yapan disi-erkek oraninda boriilce, nohut, bezelyede fark bulamazken, bakla, soya
fasulyesi ve mercimekte belirgin bir farklilik bulmustur. Dick ve Credland (1984)
yaptig1 ¢calismada Yemen ve Campinasdan elde edilen erginler boriilcede 1:1 oraninda,
IITA ¢esidinde erkeklerin daha az ¢iktigini belirtmistir. Ayrica Sadoai (2003)’de yaptigi
calismada; 2’si nohut, 1 adet mas fasulyesi, 1 adet boriilce, 1 adet fasulye ve 1 adet
bezelye ve mercimek olmak {izere 7 baklagil tiirii kullanmis ve ¢ikis yapan BTB disi-

erkek orani arasinda fark bulamamastir.

Erginlerin cikis siirelerinde, %50 erginin c¢ikis siireleri ve toplam ergin
cikiglarinin hepsinde Antalya populasyonun daha erken ¢iktigi gozlemlenmistir. Antalya
populasyonun nohut cesidinde daha erken cikis yapmasi ilk konukc¢usunun nohut
olmasiyla aciklansa da, boriilce iizerinde de diger iki populasyondan daha erken bir
cikis saglamistir. Bu durumun sebebi, Antalya populasyonun daha ¢ok jenerasyon
laboratuvar kosullarinda ¢cogalmis olmasi ve Isparta ve Aydin populasyonun ise daha
kisa siire boyunca laboratuvar kosullarinda bulunmasi ve dolayisiyla adaptasyonu
olabilir. Antalya populasyonu boriilce hari¢ diger biitiin genotiplerde gelisimini en erken
tamamlayan populasyon olmustur. Aydin populasyonunda bu siire en kisa 73 giin ile
CA2969 cesidinde, Isparta popualsyonun da ise Yar cesidinde bulunmustur. Biitiin

cesitlerin ergin c¢ikis siireleri populasyon arasinda farkliliklar gostermistir.

Populasyonlarin tohumlarda meydana geirdikleri % kayip oranlart her ii¢
populasyon i¢inde bériilce tohumlarinda birinci sirada oldugu gozlenmistir. Ancak,
populasyonlarin olusturduklar1 kayip oranlarinda farkliliklar mevcuttur. Bu agidan en
fazla kaybin Isparta populasyonununda boriilce tohumlarinda oldugu goriilmiistiir.
Antalya populasyonu diger populasyonlara kiyasla CA2969, Yar ve AWC613 ¢esidinde

yiizde olarak daha fazla kayip meydana getirmistir.
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Tercihli testleme yonteminde her ii¢ populasyonda yiizde olarak en fazla tercih
ettikleri tohum boriilce olmustur. Fakat populasyonlarin tercih edilme oram ise
farkliliklar ~gOstermistir. Antalya populasyonunda bu oran %54,3 , Aydin
populasyonunda %45,7, Isparta populasyonunda ise %40,2 civarinda belirlenmistir. Her
tic populasyon goz oniine alindiginda en fazla ii¢ tohumun tercih edildigi belirlenmistir.
Ancak, yiizde oranlar1 populasyonlara gore farklilik gostermistir. Boriilce cesidinden
sonra tercih edilen ikinci tohum materyal, fasulye, iigiincii olarak ise CA969 cesidi
gelmistir. Populasyonlarin en fazla tercih ettikleri boriilce ¢esidi zorunlu testleme
sonuclarinda ergin ¢ikis ylizdelerinin her iic populasyon icin yiiksek oldugu
belirlenmistir. Fakat iic populasyonunda ikinci olarak tercih ettigi cesit olan fasulyede
(Antalya %27,6, Aydin %41,5 ve Isparta %39,7) zorunlu testlemeler sonucunda hic
ergin ¢ikisinin olmadigi gézlenmistir. Zorunlu testlemelerde Isparta populasyonunda en
fazla, Aydin populasyonunda ise ikinci olarak ergin cikisinin gozlendigi cesit olan
Yar’da ise her ii¢ populasyon i¢in ¢ok diisiik (%0,3-2,7) bir tercih s6z konusu olmustur.
Bu verilerden de anlasilacag iizere populasyonlarin egin ¢ikis oranlarn ile tercih edilen

cesitlerin arasinda bir paralellik goriillmemektedir.

Her iki yontemde de biitiin populasyonlar AWC304 cesidine yumurta
birakmamistir. AWC603 cesidi ise zorunlu testleme yonteminde Aydin ve Isparta
populasyonlart (0,6 ve 2,3) az sayida yumurta birakirken, tercihli yontemde yumurta
birakmamayi tercih ettikleri belirlenmistir. Antalya populasyonu ise AWC603 cesidine
her iki yontemde de yumurta birakmamistir. Tercihli testleme yonteminde erginlerin
yumurta birakmamast AWC603 ve AWC304 ¢esitleri tohum yiizeyinde bulunan dikensi

yapilardan kaynaklanmis olabilir.

Bazi ¢esitler boceklerin secimine birakildiginda hic¢ ya da az yumurta birakildigi
gozlenirken zorunlu testleme yonteminde boceklere sunuldugunda oldukca fazla
yumurta birakildigi gozlemlenmistir. Bu cesitler AWC602, AWC613 ve ICC4969
cesitleridir. AWC602 cesidine tercihli testleme yonteminde Antalya 3, Aydin O ve
Isparta populasyonu 2 yumurta birakirken zorunlu testleme yonteminde Antalya 15,3,
Aydin 13 ve Isparta populasyonu 45 adet yumurta birakmistir. Yine AWC613

cesidinde tercihli testleme yonteminde Antalya 1, Aydin ve Isparta populasyonu hig
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yumurta birakmamisken zorunlu testleme yonteminde bu ¢eside sirasiyla 4,3-19,6-23,6
adet yumurta birakilmistir. [CC4969 cesidinin zorunlu testleme yonteminde ise Antalya ,
Aydin ve Isparta sirasiyla 31, 22 ve 61 yumurta sayilar1 birakirken tercihli testleme
yontemi ile 16, 2 ve 1 adet yumurta birakmistir. Sonuglardan da goriildiigii iizere her iki
teste ait yumurta sayilarinda ciddi farkliliklar bulunmaktadir ve boceklerin belirli

cesitlere zorunlu olmadigi durumlarda yumurta birakmamaktadir.

Kawedki and Mery (2003)’de yaptig1 tercihli testlemeye ait caligmada Nijerya,
Uganda, Yemen, Kamerun olmak iizere 4 farkli iilkeden biyotip kullanilmistir.
Biyotipler laboratuvara getirildiginde boriilce iizerinde cogaltilmistir fakat deneme
kurulmadan o©nce ikiye ayrilip populasyonun yarisini boériilce yarisim1 ise mas
fasulyesinde 110 jenerasyon boyunca ¢ogalmasi saglanmistir. Bu populasyonlar daha
sonra 2’ser gram mas fasiilyesi ve boriilce cesitlerinin karigimina birakilarak
biyotiplerin tercihli testleme ile tercihleri incelenmistir. Nijerya populasyonu
yumurtalarinin ¢ogunu (%68-86) oraninda boriilceye birakmistir. Uganda ve Yemen’de
(%30-42) civarinda ve Kamerun’da ise %56-60 civarinda oldugunu belirtmistir. Ve bu
sonuclara gore cografi farklililarin  konukc¢u tercihinde Onemli farkliliklarin
yaratabilecegi vurgulamistir. Biyotiplerin 110 jenerasyon boyunca farkli konukg¢uda
yetismelerinin ise, tercihler iizerinde hicbir fark ortaya koymadigi belirlenmistir. Bu
sonuclar, simdiki calisgmada da Antalya populasyonun uzun siiredir nohut iizerinde
bulunmasina ragmen Isparta populasyonu ile aym tercih profilini gostermesi ile
paralellik gostermektedir. Ancak literatiirde farkli sonuglar da rapor edilmistir. Nitekim,
Wasserman ve Futuyma 1981°de yaptiklar1 ¢alismada populasyonlarin 11 generasyon
boyunca farkli konukcuda yetistirilmesinin konukc¢u tercihinde farkliliklar ortaya

cikarabildigini rapor etmislerdir.

Populasyonlara ait genetik parametreler AFLP teknigi ile ortaya konmustur. Bu
parametreler, Oncelikle bu teknigin tekrarlanabilir ve genetik varyasyonu ortaya
koyabilme agisindan ¢ok uygun oldugunu goOstermistir. 6 primer cifti ile dahi ii¢
populasyon arasinda 250 civarinda polimorfik lokusun elde edilebilmesi onemlidir.
Populasyonlarin biyolojik tarihcesi incelendiginde laboratuvar ortamina en son tasinan

populasyonlarin (Aydin ve Isparta) en fazla polimorfik lokus tasidigi ve diger
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heterozigotluk ve allel say1 parametreleri agisindan daha zengin oldugu goriilmiistiir. Bu
durum, her ne kadar calisilan bocek dogasinda laboratuvar benzeri ortamda yasiyor
olsada, gen aligverisinin tohumluk depolarinda devam edebildigini en azindan
laboratuvar ortamindan daha fazla olabildigini gostermistir. Populasyonlar arasi
farklilagsmay1 gosteren Gst degerinin 0,50 diizeyinde bulunmasi, populasyonlarin
farklilagtigim gostermektedir. Populasyonlar arasi genetik uzakliklar ve olusturulan
dendogram incelendiginde, boriilce lizerinden toplanan populasyonlarin (Aydin Isparta)
nohut iizerinden toplanan Antalya populasyonundan genetik olarak daha uzak
bulundugu ve farkli yerde gruplastigi  goriilmektedir. Bu sonu¢ populasyonlarin

konukcguya olan 6zellesmesini de gostermektedir.
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5. SONUC

Bu calismada Aydin, Antalya ve Isparta’dan toplanan bériilce tohum bocegi
(BTB), Callosobruchus maculatus (F.), 7 cesit/tiir nohut, 1 cesit fasulye ve 1 cesit
boriilce olmak iizere 9 tohum genotipinde tercihli ve zorunlu testleme yontemi ile
biyolojik parametreleri gozlemlenilmis ve populasyonlar arasindaki genetik varyasyon

AFLP yontemi ile ortaya konmustur.

Tez calismalari, BTB populasyonlarinin baklagil tohumlar {izerinde ¢ok farkl
biyolojik parametrelere sahip oldugunu gdostermistir. Nohut iizerinden toplanan ve 36
generasyon boyunca ayni konukc¢uda yasatilan Antalya populasyonuna ait disilerin
boriilce tohumlarina yumurta koyma tercihleri, boriilce lizerinden toplanan diger iki
populasyondan daha yiiksek bulunmustur. Her ii¢ populasyonunda yumurta koyma
tercihi bakimindan, en ¢ok canlilik oram gosterdigi Yar nohut cesidini ¢cok az tercih
ettigi (%1-2) belirlenmigtir. Her iic populasyonda, yumurta koymak icin fasulye
tohumlarina ekseriyetle tercih etmelerine ragmen bu tohumda gelismeleri hemen hemen
yok denecek diizeydedir. Bu sonuglar, BTB icin konukcu se¢imi ve biyolojik
adaptasyon arasinda bir paralelligin olmadiginm1 gostermektedir. Her ii¢ populasyonunda
AWC603, AWC613 gibi nohut genotiplerinde hemen hemen hi¢ bir gelisme
gostermemesi ve yumurta koyma acisindan tercih etmemesi bu genotiplerin nohut

dayaniklilik 1slahinda kullanilabilme potansiyeli oldugunu gostermektedir.

Molekiiler ¢aligmalar sonucunda 6 adet AFLP primer kombinasyonu ile 254 den
fazla polimorfik bant elde edilmis ve bunun 207 tanesinin populasyonlar icerisinde %10
dan fazla polimorfizm oranina sahip oldugu bulunmustur. Populasyonlar icerisindeki
polimorfizm seviyesine bakildiginda en yiiksek seviyelerinin laboratuar sartlarina en
son taginan Isparta ve Aydin populasyonunlarinda oldugu, 36 generasyon boyunca
laboratuarda bulunan Antalya populasyonunda ise daha diisiik oldugu bulunmustur. Bu
sonuclar BTB gibi dogal ortami laboratuar sartlarina ¢ok benzeyen bocek gruplarinda
dahi, uzun siireli laboratuar ortaminda yetistirilen bocek kiiltiirlerinde genetik daralmaya
yol acabilecegini gostermesi acisindan Onemlidir. Molekiiler sonuglar, ayrica,

populasyonlar aras1 gen akisinin sinirh diizeyde kaldigini belirtmektedir. Molekiiler
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genetik uzakliklar ve dendogram sonuglari, boriilce ve nohut iizerinden beslenen BTB
populasyonlarinin aynistifini ve konukguya gore genetik kiimelesme olustugunu

gostermektedir.
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