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ABSTRACT

GENETIC ANALYSIS OF Euaresta bullans (Wiedemann, 1830) DIPTERA:
TEPHRITIDAE) POPULATION BASED ON MITOCHONDRIAL
CYTOCHROME C OXIDASE | (COIl) GENE SEQUENCES

JUNAID, Feedan Mohammed
M.Sc. in Biology

Supervisor: Prof. Dr. Canan CAN
Co- Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Murat KUTUK
August 2019
56 pages
In this study, fruit flies Euaresta bullans (Wiedemann, 1830) that belongs to
(Diptera: Tephritidae) which was collected from 7 different provinces in Turkey
(Amasya, Corum, Kahramanmaras, Kayseri, Samsun, Sinop, Yozgat) a genetic
analysis of the samples was done. In this context, 101 adult specimens were
evaluated based on the mitochondrial cytochrome oxidase | (COI) gene region. 79
successful samples from the sequence products were analyzed and 17 haplotypes
were identified. Calculating nucleotide ratios of fruit flies populations (C: 16.7%; T:
38.93%; A: 29.05% and G: 15.8%) It was observed that the base compounds were
oriented towards Adenine and Thymine. As a result of the study, the genetic distance
between populations was found to be 0.09% - 0.046%. This shows that the genetic
variation among individuals of the Euaresta bullans species is at very low levels.
According to the neutrality test (Tajima’s D and Fu’s Fs), result was p<0.05 and this
determines that the populations showes strong spread. Although they have spread in
different habitat characteristics and different geographic regions, but they show
similarity rate between populations. In particular, the high dependence of the host
and the presence of the host in different environments is related to the wide tolerance
of this species in terms of environmental difference. Finally, it was found that gene
inheritance between Euaresta bullans populations was continued and not related to

any geographic and ecological barrier and exponentially increased.

Key Words: Euaresta bullans, Fruit Flies, Tephritidae, COI, Turkey.



OZET

MITOKONDRIYAL SITOKROM OKSIDAZ I (COI) GEN DIiZILERINE
DAYALI Euaresta bullans (Wiedemann, 1830) (DIPTERA: TEPHRITIDAE)
POPULASYONLARININ GENETIK ANALIZi

JUNAID, Feedan Mohammed
Yuksek Lisans Tezi, Biyoloji
Damisman: Prof. Dr. Canan CAN
Ikinci Damisman: Doc. Dr. Murat KUTUK
Agustos 2019
56 Sayfa
Bu c¢alismada, meyve sinekleri (Diptera: Tephritidae) icerisinde yer alan Euaresta

bullans (Wiedemann, 1830) tiiriine ait Tirkiye’nin farkli cografik bolgelerinde
bulunan 7 ilden (Amasya, Corum, Kahramanmaras, Kayseri, Samsun, Sinop, Yozgat)
toplananarak orneklerin populasyon genetik analizlerinin ortaya konulmustur. Bu
kapsamda, 101 ergin 6rnek, mitokondriyal sitokrom oksidaz 1 (COI) gen bdlgesi baz
aliarak degerlendirilmistir. Sekans {iriinlerinden basarili sonuclanan 79 6rnek analiz
edilmis ve 17 haplotip belirlenmistir. Meyve sinekleri popiilasyonlarina ait niikleotit
oranlart hesaplanarak (C: %16,7; T: %38,93; A: %29,05 ve G: %]15,8) baz
bilesimlerinin Adenin ve Timin yonelimli oldugu gézlenmistir. Calismanin neticesi
olarak populasyonlar arasi genetik uzaklik %0,09 - %0,046 olarak saptanmistir. Elde
edilmis olan bu durum Euaresta bullans tiiriiniin bireyleri arasinda genetik
varyasyonun ¢ok diisiik seviyelerde oldugunu gostermektedir. Aragtirmada yapilan
noétralite test sonuglarma (Tajima’s D ve Fu’s Fs) gore p<0,05 bulunmus ve
populasyonlarin giiclii yayilim gosterdigi belirlenmistir. Farkli habitat 6zelliklerinde
ve de farkli cografik bolgelerde yayilis gostermis olmalarina ragmen belli oranda
popiilasyonlar arasi iireme imkani bulmuslardir. Ozellikle konuk¢u bagimlihiginin
yiiksek olmas1 ve konukgularin bulundugu yerlerde farkli ortamlarda bulunabilmesi,
bu tiirlin ¢evre toleranst bakimindan genis bir toleransa sahip olmasi ile ilgilidir.
Sonug olarak, Euaresta bullans populasyonlar1 arasinda gen akisinin devam ettigi,
herhangi bir cografik ve ekolojik bir bariyer engeline takilmadigi, iissel olarak arttig1

tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Euaresta bullans, Meyve Sinekleri, Tephritidae, COI, Trkiye.
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BOLUM 1
GIRIS
Bocekler dinya iizerinde en fazla gesitlilik gosteren canlilardir ve muazzam sekilde
farkli form araliklarinda evrimlesmislerdir. Collerden Antartika’ya kadar, hemen
hemen tiim ekosistemlerde genis bir dagilim gosterirler. Boceklerin bu sekilde genis
dagilim gostermesi, onlarin iyi bir ekolojik adaptasyona sahip olduklarinin kanitidir.
Boceklerin bu biyolojik basarilari, inanilmaz viicut yapilari, biiyiikliikleri, ¢iftlesme
stratejileri, beslenme ve davraniglarindaki adaptasyon yeteneklerinden kaynaklanir.
Sadece tlrlerin %10’unun tanimlanmasi taksonomistlerin neredeyse 200 yilini

almistir ve halen tanimlanmayi bekleyen ¢ok sayida bocek tiirli bulunmaktadir. (Giiz

ve Kilinger, 2012)

Bocekler dunyadaki en bol bulunan yasam formlart olup 1 milyonun lzerinde tir
icerir. 2010 yilinda diinya koruma birliginden elde edilen istatistiksel verilere gore
yeryuzinde toplam 62.305 omurgali tirii oldugunu belirtilmistir.1.305.250
omurgasiz tiirii, 321,212 bitki tirl ve yasam formlar1 51,563 tir olarak belirtilmistir.
Omurgasizlar arasinda, bocekler yaklasik 1 milyonun Gzerinde tir ile temsil edilirler
(Anonim1).

Boceklerin bu kadar yaygin olma nedenleri, hangi genlerin ve hangi genetik
mekanizmalarin boceklerin yasam formlarini diizenledikleri ve en 6nemlisi insanlari
dogrudan ve dolayl olarak nasil etkiledikleri bugiine kadar iizerinde ¢alisilan konular

olmustur. (Guz ve Kilinger, 2012)

Bocekler Arthropoda subesine ait Insecta sinifi igerisinde 31 takimdan olusurlar
(Wheeler vd. 2001). Meyve sinekleri familyas: ise yaklagik 120000 tiur ile temsil
edilen Diptera takimina ait Brachycera alt takimi ve bu alttakim iginde yer alan
Tephritoidea iist familyasina ait 9 familyadan biridir. Tephritidae familyasini diger 9
familyadan ayiran karakterler ise, kanat damarlarindan subcostal damar ile costal
damarin yaklagik 90 derecelik bir a¢1 yapmasi ve bas ilizerinde frontal setalarin

bulunmasi olarak bildirilmistir (Yaran, 2014).


https://www.gbif.org/species/134842724

Diinya (zerinde genis bir yayilis gosteren Meyve sinekleri (Diptera: Tephritidae)
familyasi tarimsal a¢idan oldukg¢a 6nemli tiirleri biinyesinde barindirmaktadir. TUrler
bitkinin meyve, cicek, kabuk, govde yaprak veya koklerinde larva gelisimlerini
tamamlamaktadir. Bu ylizden gercek meyve sinekleri olarak bilinirler. (Hancock ve
Drew, 1995).

Tephritidae familyasindan diinyada 492 cinse ait 4716 tr ve palearktik bolgeden de
137 cinse ait 882 tiirlin varligi bilinmektedir (Pape vd. 2011; Norrbom, 1999).
Ulkemizde ise familya ya ait bugiine kadar 165 tiir rapor edilmistir. (Yaran vd.
2018).

1.1 Tephritidae Familyasimin Genel Ozellikleri

Meyve sinekleri familyasina ait tlirler yumurta, larva, pupa ve ergin olmak lizere 4
yasam evresine sahiptirler. Tephritidae Familyasina ait tim tiirler tam metamorfoz
gecirirler. Yillik dél sayilari ise tlrler arasinda farkliliklar gosterebilir. Tiirlere ait
ergin bireyler ortalama olarak 1 — 2 hafta yasam siiresine sahiptir, baz tiirlere yilin

her doneminde rastlamak mimkunddr. (Carey ve Liedo, 1999).

Meyve sineklerin larvalar1 ¢ogunlukla bitki dokusu igerisinde gelisirler. Fitofag
tiirlerin larvalar1 meyve icinde, tohumlarda, gal olusumuna neden olarak yaprak
tizerinde veya ciceklerde beslenebilirler. Tiirlerin ¢ogunlugunun larvalar: bitki Kok,
govde, cicek tablasi ve meyvelerinde galeri olusturarak hayat evrelerine devam
ederler. Ergin sinekler cogunlukla akici yapidaki bitki iizerinde bulunan polen
damlaciklari, 6zsu ve su damlaciklar1 ya da mikroorganizmalarla beslenmelerini

saglarlar (Norrbom, 1999).

Meyve sineklerinin larvalar1 bitkilerin dokularinda beslenirken yalniz ve bitkide tek
bir larva veya toplu halde bulunabilirler. Bazen de farkl tiirlerin larvalar1 ayni bitki

tizerinde gelisimlerini siirdiirebilir ve kendi besinlerini paylasabilirler (Headrick ve
Goeden, 1990).

Meyve sinekleri bitkiler ile beslenen fitofag boceklerdir. Bactrocera oleae (Gmelin)
gibi bazi tiirleri monofag olup, yanlizca zeytinin meyvesinde yasam dongiisiinii
gecirir ve zeytinde ¢ok ciddi ekonomik zararlar olusturabilir. Baz tiirler ise polifag

olup, Ceratitis capitata (Wiedemann) tiri gibi 300’den daha fazla konukgusu



bulunmaktadir. Ve bir ¢ok kiltir bitkisinde zararlara neden olabilir (Liquido vd.
1991).

Pek ¢ok meyve sinegi konukgu bitkisi lizerinde ¢iftlesme davranisini gergeklestirir
(Norrbom, 1999).

Tephritidae familyasina ait olan sinekler ¢ok c¢esitli karakterlerle taninirlar. Bu
karakterlerden en belirgin olan1 bir¢ok tiiriin kanat desenlenmesine sahip olmasidir.
Meyve sinekleri ¢ogunlukla orta veya kiigik boyutlu sinekler olarak bilinirler.
Meyve sinekleri familyasma ait tiirler, costal damar ve subcostal damarin 90
derecelik ac1 ile birlesmesi ve bas {lizerinde bulunan frontal setalar ile diger
familyalardan ayrilirlar. Meyve sineklerinin genel morfolojik karakterleri genellikle;
Antenleri tiiysiiz ya da dolgun arista ile olusur; kanatlar genellikle sari, siyah veya
kahverengli bantli ya da agimsi desenlidir. Kanat iizerinde genel olarak degisik
bicimlerde desenlere sahiptirler. Bazi tiirlerde kanat deseni bulunmaz. Erkeklerde
karin bes boliim ve disilerde alt1 boliimden (S$ekil 1.a,b) meydana gelmis olup (altinci
boliim disilerde yumurta borusudur ) disaridan kolayca ayirt edilebilir. Disi
bireylerde bulunan ovipozitérler yogun kitin yapidadir ve tiirden tiire degismekle
birlikte uzun bir yapisi vardir. (Gharajedaghi vd. 2012) .

1.1.1 Euaresta bullans (Wiedemann, 1830)’in Morfolojisi

Bas: beyazdan sartya agik tonlarda; 2 ¢ift kahverengi frontal seta mevcut (Sekil 1.C);
anten uzun ve kahverengi, disilerde antenin ikinci ve Ggiinct segmenti kahverengi,
arista basal yaris1 sar1 veya beyaz, apical yaris1 kahverengi; oksiput’in iist parcasi az
ya da cok siyah; ocellar nokta koyu kahverengi, kiiciik killar beyaz; biiyiik killar
kahverengi, hortum sart, iizeri kii¢iik beyaz kill1 (Freidberg ve Kugler, 1989).

Gagiis: zemin rengi temel olarak siyah, notopleural alanin kenarlar1 ve scutellum
sar1, lizeri sar1 — yesilimsi tozlu, prescutellar seta ve dorsocentral seta’larin dip
kisimlarin da kiguk siyah alanlar mevcut (Sekil 1.e), halter sar1 (Freidberg ve
Kugler, 1989).

Kanat: koyu kahverengi - siyah agimsi desenli (Sekil 1.d), kanat koku hiyalin, r1 ve
r2+3 hicreleri igerisinde siralanmis {i¢ tane biiyiik dortgen hiyalin alan mevcut,

pterostigma siyah, an hiicresinin ug¢ kismi kisa sivri (Freidberg ve Kugler, 1989).



Karmn: genel olarak sar1 goriiniimlii Gzeri siyah nokta desenli, siyah noktalar 6zellikle

tergitlerin lateral kenarlarinda, Uzeri gri tozlu, seta ve setula’lar sarimsi, oviscape

parlak siyah ve konik bicimli (Sekil 1.a,f), u¢ kisimlarda uzun sar1 killi; aculeus ug
kisimda sivri (Freidberg ve Kugler, 1989).

Sekil 1.1 Euaresta bullans a- Ergin (disi), b- Ergin (erkek), c- Bas, d- Kanat, e-
Gogiis, bacak, ovipozitor.



1.1.2 Euaresta bullans (Wiedemann, 1830)’in Biyolojisi

Euaresta bullans larvalart Xanthium spinosum L. bitkisi {izerinde gelisimini
tamamlarlar. Gelisimini tamamlayan larvalar topraga diiserek pupa evresine girer ve

kis1 toprakta pupa olarak gegirirler (Freidberg ve Kugler, 1989; Kutlk, 2003a).

p ‘,{.g td‘k\
Sekll 1. 2 Xanthium spinosum L.

1.1.3 Euaresta bullans (Wiedemann,1830)’in Zoocografik Yayihsi

Amerika Birlesik Devletleri, ve Giiney Amerika, Avrupa’da Bulgaristan, Italya,
Ispanya, Yunanistan, Fransa, Macaristan, Makedonya, Moldova, Rusya, Slovakya,
Ukrayna, Iran, Israil, Tiirkiye, Giiney Afrika’nin bir ¢ok iilkesi ve Avusturalya
(Hendel, 1927; Giray, 1969; Giray, 1979; Foote, 1984; Freidberg ve Kugler, 1989;
Norrbom vd. 1999; Kiitik, 2003a).

1.1.4 Euaresta bullans (Wiedemann,1830)’in Tiirkiye Yayilis1

Tiirkiye’de genis bir yayilisa (Sekil 1.3) sahip bir tir olan Euaresta bullans bircok ile
varhigr tespit eilmistir. Tespit edildigi lokalitelerde de birey sayist bakimindan da

oldukca fazla oldugu goriilmiistiir. Ozellikle konukgusu {izerinden ayrilmadan



erginlerin siirekli artabildigi tespit eilmistir. Konukgu bitkisinin bulundugu birgok
bolgede var oldugu bilinmektedir.(Yaran, 2014).

Sekil 1.3 Euaresta bullans’in Tiirkiye’deki yayilisi; (sar1 renkli alanlar): (Yayilis
alanlar1 Giray, 1969, 1979; Kiitiik, 2003; Kitilk ve Ozgiir, 2003; Kambur, 2003;
Pakyirek 2006; Kutik, 2008; Yaran, 2009; Bayrak, 2011; Gormez, 2011; Avsar,
2014; Yaran, 2014; Torbali, 2018 kaynaklari referans alinarak olusturulmustur).

1.2 Boceklerde Mitokondriyal DNA (mt DNA) ve Sitokrom Oksidaz Altbirimi 1
gen Bolgesi (COl)

Mitokondriyal DNA (mt DNA) evrim oranini hizlandirmasi, kisa birlesme siiresi ve

maternal kalitim nedeniyle boceklerde en ¢ok kullanilan markirlardan biridir ve

barkod geni olarak bilinir. Haplotipler arasindaki evrimsel iliskileri yeniden kurma

imkani1 sayesinde mitokondriyal DNA, bir tiiriin koken bolgesinin belirlenmesi, istila

ve tarihsel demografi gibi tarihsel siirecleri yeniden yapilandirmak icin 6zellikle bilgi

vericidir ve defalarca arastirma amacl kullanilmistir (Wan vd. 2011).

“DNA barkod” terimi, ilk kez 1993 yillarinda kullanilmaya baslanmis (Arnot, 1993)
ve daha sonra bu barkod terimi literatiirlerde yaygin olarak kullanilmistir. DNA
barkodu, spesifik mitokondriyal gen boélgesi olan CO1 (Sitokrom Oksidaz 1), kisa

korunmu DNA dizilerinin kullanilmasiyla, bir tiiriin tanimlanmasini ifade eder
(Hebert vd. 2003).



Mitokondrial DNA verileri, turlerin filogenetik iligkilerinin belirlenmesinde son
yillarda kullanilan en yaygin verilerdir.  Okaryotik canlilarda mitokondrial
DNA’daki mutasyon oranlar1 degiskendir. Mitokondride bazi bélgeler mutasyon
oran1 yiikksek oldugu icin hizla degisirken, bazi bolgelerin mutasyon oranit ¢ok
diistiktiir ve bu bolgeler korunmus boélgeler olarak bilinir. Mt DNA’daki bu farkli

bolgeler farkli sistematik seviyelerin analizine imkan verir (Simon vd. 1994).

Mitokondriyal genom dlizenlenmesi omurgasiz gruplar icerisinde en fazla bocekler
smifindaki tiirler i¢in incelenmistir. BOceklerin mitokondrileri, ¢ift sarmalli dairesel
bir genomdur ve her iki yaninda genler kompakt olarak dagilmistir (Sekil 1.4).
Baéceklerin genlerinde 14,503 baz cifti ile 19,517 baz cifti arasinda degisen sayida
niikleotit dizileri bulunmaktadir (Lewis vd. 1995; Beckenbach ve Joy, 2009). Su ana
kadar incelenen Dboceklerin  (wallaby louse biti disinda) mitokondriyal
genomlaridaki genlerin diizenlenmesi korunmaktadir, ¢linkii tiim tiirler ayn1 protein-
kodlama rRNA genleri ve tRNA genleri ile ayn1 diizenlemeye sahiptir. Sadece birkag
tRNA geninin pozisyonlar: farklidir. Ozellikle, “hot spot” bdlgesinde kontrol
bolgesine yakin olan iki tRNA gen kiimesinde bulunmaktadir (trnK-trnD ve
trnAtrnR-trnNtrnS1-trnE-trnF) ( Dowton ve Austin 1999).

Boceklerde mtDNA 2 ribozomal RNA (rRNA) geni, 22 transfer RNA (tRNA) geni
ve 13 protein kodlama genini igeren 37 genden olusur (Clay ve Wolstenholme, 1985;
Crozier, 1993; Mitchel vd. 1993).

Mitokondriyal DNA, ekstra kromozomal bir genomdur, mtDNA markirlari
boceklerde filogenetik iligkilerin belirlenmesinde ve evrimsel tarihin ¢ikariminda

tercih edilir. Tir igi ve tiir arasindaki karsilastirmalarda kullanilir (Emadi vd. 2010).
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Sekil 1.4 Bocek mitokondriyal genomun organizasyonu (Anonim 2)

DNA barkodu, mitokondriyal genomun standart bir bolgesinden gelen kisa bir DNA
dizisidir ve tiirlerin tanimlanmasi i¢in kullanilir. DNA barkodlamanin asil amaci, bir
veya daha fazla referans genin buyik o6lgekli bir taramasini kullanarak, bilinen
tirlerin bireylerine ait DNA verilerini kaydetmek ve yeni tirleri kesfetmektir.
(Hebert vd. 2003).

Ozellikle DNA barkod genlerinin kesfi ve uygulamada ki maliyet azalmalarindan
sonra taksonomistler uzun yillardir bu DNA barkod yontemini tdrlerin

simiflandirmasinda uygulamaktadirlar.

Tautz vd. (2002), DNA dizilerini ilk kez taksonomide (DNA taksonomisi olarak da
adlandirilir) kullanilmasini uygun gérmiislerdir. Daha sonra Hebert vd. (2003) DNA
barkodlama kavramini ve tek bir mtDNA geni olan mitokondriyal sitokrom ¢ oksidaz
I (COI) igin, hayvan DNA barkodlama c¢alismalarinda genel sekans olarak

kullanilmasini 6nermistir.

DNA barkodu % 97.9 hassasiyete sahiptir (Goodfellow, 1992), ayn1 zamanda hayvan
genetik cesitliligi icin yeni, hizli ve uygun bir tanimlama stratejisini saglar (Morin
vd. 2004). DNA barkodlama sirasinda kullanilan COI’in dezavantajlar1 da vardir,
Ozellikle elde edilmesi ¢ok zor ve yeterli varyasyonlara sahip degildir, bazi tiirler



COI sekanslarinin diisiik evrim oranlarindan dolayr COI ile tanimlanamamaktadir.
Ancak COI primeri, bir maternal kokenli mtDNA dizisidir ve tiir ¢esitliligini etkileye
bilmektedir (Hajibabaei vd. 2006).

Boceklerde 0zelinde mt DNA ¢alismalart sirasinda en fazla DNA dizisi ¢gikarilmig
genler sitokrom oksidaz alt birim 1 ve 2, 12S ribozomal RNA ve 16S ribozomal
RNA (COlI ve COIl, 12S rRNA ve 16S rRNA) genleridir (Caterino vd. 2000; Hebert
vd. 2003;. Shokralla vd. 2011).

Behura vd. (2006)’da mitokondriyal DNA markirlarinin popiiler olmasi nedenlerinin

sunlar oldugunu bildirmistir:

1. Dokularin her bir hicresinde binlerce mitokondri bulunur. Bu yuzden,

mitokondriyal DNA sayisi ¢cok fazladir ve genellikle elde edilmesi ¢ok kolaydir.

2. mt DNA’nin c¢ogaltilmasi1 saklanmig Orneklerde ve bu Orneklerin bulundugu

uygun olmayan kosullarda bile kolaydir.

3. mt DNA hiicre DNA’sindan ¢ok daha kiiciiktiir ve evrimsel gelismesi daha
hizlidur.

4. mt DNA geni sadece anne tarafindan aktarilan bir gendir ve bu durum mt
DNA’y1 ¢esitli organizmalarin populasyon yapisi ve filogenetik calismalari igin

gucli bir mekanizma haline getirmistir.

Mitokondriyal sitokrom oksidaz alt birim 1 (COI) geni, molekiler sistematik icin
kullanilan en popiiler markirlardan biridir, Bu genin fragmanlar1 genellikle akrabalik

iliskilerini ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilir (Behura vd. 2006).

Sistematik entomolojide en eski ve 6nemli sorunlardan biri takimlar arasindaki
yakinliklart ~ ve onlarmm  kokenlerini  saptamaktir.  Homolojik  yapilarin
karsilagtirilmasindaki giicliikler, morfolojik yapilarin ayirt edilmesinde karsilagilan
zorluklar, genital organ yapilarinin kii¢iik ve diseksiyona dayaniksiz olmasi ve tiir i¢i
varyasyonlar sistematikcileri molekiiler biyolojinin daha gelismis, ¢cozlimler sunan
yaklagimlarini uygulamaya yoneltmistir. Kiigiik karsilastirmali niikleer gen bolgeleri
olan 18S ve 28S, baz1 histon alt iiniteleri, mitokondriyal genlerin bazi pargalar1 (COl,

COll, cytB, 16S ve 12S) ve bazi gelisim genleri (Wg-Kanat, Hox) arthropodlari



karsilagtirmali olarak analiz etmeye yarayan islevsel gen bolgeleridir (Ballard vd.
2004; Giiz ve Kilinger, 2012).

Filogenetik yakmligi belirlemek icin evrimsel olarak korunmus bdlgelerin
cogaltilmast ve g¢esitli bilgisayar programlariyla bu bolgelerin  dizilerinin
karsilastirilmast giiniimiiz molekiiler biyoloji ve filogenetik calismalarinda esas
almmistir. Gegtigimiz 30 yildan bu yana popiilasyonlar ve tiirlerin evrimsel
iliskilerini ortaya koymak i¢in mitokondriyal gen bolgeleri kullanim1 yayginlagmustir.
Hayvanlarda mitokondriyal gen bdlgeleri arasinda evrimsel olarak iyi korunmus,

bolgelerden biri de sitokrom oksidazdir (Brown, 1985)

Genellikle 14000-17000 baz ¢ifti uzunlugunda olan mitokondriyal genom metazoa
icin en korunmus, bolgedir. Bu buyiklik batun olarak analiz etmekte zorluklar
olustursa da bocek filogenetigini ortaya koymak igin tek tek gen bolgelerinin analizi
mumkdinddr (Cywinylca vd. 2010).

Mitokondrinin en 6nemli bilesenlerinden sitokrom c¢ oksidaz enziminin amino asit
dizisi de gunumizde birgok organizma igin ¢alisilmistir. Carpici sekilde
sitokromlarin 70’ten 80’inci pozisyona kadar ayni amino asitlere sahip oldugu
goriilmistiir. Sitokrom c¢ evrimsel olarak hemoglobin, fibrinin gibi diger
proteinlerden daha konservatiftir. Sitokrom c¢’nin amino asit translasyonunu
gerceklestiren niikleotid zinciri boyunca meydana gelen degisikliklerin yerini de
islevsel olarak benzer amino asitler tamamlamistir. Degisikliklerin ¢ogu nétral

mutasyonlardan olusmustur (Yalgin, 2012)

Hebert vd. (2003)’te standart sitokrom c¢ oksidaz subunit I’in Kanada kokenli
Tabanidlerin identifikasyonunda ¢ok iyi calistigin1  gostermistir. Yasamin
barkodlanmasi1 (The Barcoding of Life) projesinin 6nde gelen ¢alisanlarindan Hebert
ve arkadaslari hayvan tiirlerinin simiflandirilmasinda sitokrom oksidaz alt tnite I
(COIl) dizilerinin kiimeleme ile hizalandiktan sonra komsu baglama (neighbor
joining, NJ) yontemiyle analiz edilmesinin etkili ve uygun bir yol oldugunu ortaya
koymuslardir (Hebert ve ark., 2003). NJ, dizilerin dallanmasi ¢ok diisik oldugunda
tir seviyesindeki filogeniyi diizenleyebilmek i¢in uygundur (Cywinylca vd. 2010).
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Tur seviyesinde dallanmalar ¢ok disik degerlerde oldugunda homoplasiyi azaltmay1
amaclayan en iyi metrik yontem olan Kimura 2 parametresinin NJ analizinde

kullanilmast uygundur (Cywinylca vd. 2010).

. Tiir igi D Tiirler arasi

A Barkodlama agikhig
-~

Genetik uzakhik

Genetik uzakhik

Sekil 1.5 DNA barkodlamanin tiir i¢i ve tiirler aras1 genetik uzaklik varsayimlarina
gore dagilim frekanslari. (a) tiir i¢i ve tiirler arasindaki varyasyonun ayri
dagilimindan dogan DNA barkodlama acikligi, (b) tur i¢i varyasyonun ve
tiirler aras1 varyasyonun ¢akigsma nokta dagilimi sonucu DNA barkodlama

acikliginin bulunmamasi (Meyer ve Paulay, 2005).

COI geninin standart bir primer ve belirte¢ olarak benimsenmesinin ¢ikan sonuglari
NCBI (National Center for Biotechnology Information) GenBank ve BOLD
(Barcode Of Life Data Systems) gibi genis ¢apli ve halka ac¢ik veri tabanlarina da
yansimigtir. DNA Barkodlama geninde standart olarak diziler gergeklestirildikten
sonra GenBank ve BOLD gibi veri tabanlarina COI gen dizilerinin giriginde biiyiik
bir artig goriilmiistiir. Bu veri ¢esitliligi ve yogunlugu, G-C degisimleri gibi niikleotid
kompozisyondaki evrimsel degisimler de dahil olmak iizere hayvanlar, bitkiler ve
mantarlardaki bircok molekuler evrimsel hipotezin incelenmesine olanak saglamistir
( Keskin ve Atar, 2013).
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Bu ¢alismanin amaci, Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde yer alan 7 ayr1 ilden ( Amasya,
Corum, Kahramanmaras, Kayseri, Samsun, Sinop, Yozgat) farkli zamanlarda
toplanmig meyve sinekleri (Diptera: Tephritidae) turlerinden olan Euaresta bullans
populasyonlarinin mitokondrial COI geni kullanarak DNA dizilerini incelemek,
populasyonlar arasinda gen akiginin olup olamdigimi belirlemek, cografik yayilis
acisindan etkilenme derecesi ve gen aktarmanin durumu hakinda bilgileri ortaya
koymaktir. Euaresta bullans taksonuna ait uluslararasi veri bankalarinda (Genbank)

DNA barkod kayd: olusturmaktir.
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BOLUM 2
KAYNAK OZETLERI

Diinya iizerinde yayilis gosteren bir¢ok canli tiirii tanimlanmis olmasina ragmen
giiniimiizde heniiz tanimlanmamais tiirler bulunmaktadir. Boceklerin gerceklestirilen
baz1 analizler ekolojik Olcekte elde edilen verilerden ziyade taksonomistlerin
hesaplamalarindan elde edilen tahminler veya bolgesel Orneklemelerden c¢ikan
bilince dayali tahminler yoniindedir ve buna gore boceklerin tiir sayis1 4-6 milyon
arasinda degistigi goriinmektedir. (Gok, 2012). Tiir tanmimlama, biyogesitliligi
anlamanin ve tanimlamanin en temel bilesenlerinden biridir. Ozellikle son yillarda
biyogesitlilige artan ilgi tiirlerin giivenilir bir sekilde teshis edilmesi gerekliligini
ortaya ¢ikarmistir. ilk bilim adamlaridan bu yana geleneksel olarak, tiir tanimlama
morfolojik teshislere dayanmaktadir. Ancak tanimlama islemi sirasinda bilim
adaminin subjektif gdzlemleri zaman zaman elde edilen verilerin dogruluguna golge
diistirmektedir. DNA dizileme teknolojilerindeki gelismeler ve azalan maliyet ile
birlikte tiirlerin dogru, hizli ve kolayca tanimlanmasi miimkiin olabilmektedir.
DNA’ya dayanan taksonomi metodu olarak bilinen barkodlama, 6zellikle son
yillarda tiirlerin tanimlanmasinda ve yeni tiirlerin kesfinde yaygmn olarak
kullanilmaktadir. Ozellikle kriptik tiirlerin tanimlanmasi da yine DNA barkodlama
sayesinde elde edilen bilgiler 1s18inda ger¢eklesmektedir (Hajibabaei vd. 2006)

Ozellikle Diptera takimi ve Tephritidaea familyasinin populasyon yapilarimi
anlamaya yonelik DNA barkod caligsmalar1 son yillarda oldukga fazla calisilan bir
konudur. Asagida, Tephritidae familyast ve Diptera takimu ile ilgili yapilmis DNA
barkod ve populasyon vyapilarina dair ¢alismalarla ilgili literatlr bilgileri

sunulmustur.

Malacrida vd. (1998), calismalarinda Afrika, Akdeniz adalari, Akdeniz Bolgesi,
Latin Amerika, Pasifik ve Avustralya bolgelerinden elde edilen toplam 17

popllasyon iizerinde ¢alisma yiriitmiislerdir. Elde edilen genetik verilerine gore
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Ceratitis capitata'nin Dogu ve Giiney Afrika'daki atalarinin popiilasyonlar1 yakin
geemis zamanda birkag popiilasyonun ortaya ¢ikmasma sebep oldugunu
saptamiglardir. Afrika-Akdeniz bdlgesinde mesafeye gore izolasyon hiyerarsik bir
gb¢ yapist ile uyumlu oldugunu o6te yandan, Latin Amerika ve Pasifik’te ise
popiilasyon yapist daha sonraki genislemelere takiben birka¢ cografi olarak ayrilmig

kolonizasyondan olustugunu 6ne siirmiislerdir.

Jamnongluk vd. (2002), Bacterocera tau tir kompleksi icerisindeki tdrlerin
Mitokondrial COIl geni dizilimlerini kiyaslamiglardir. Calisma sonucunda,
Bacterocera tau tiirleri arasinda sekans dizileri mesafesi 0.06 ile %28 olarak
belirlenmestir. Ayni zamanda B. tau kompleksi ile dis gurup (Ceratitis capitata ve

Bacterocera dorsalis) arasinda sekans dizi mesafesi %29 olarak belirlenmistir.

Smith vd. (2002), mitokondriyal 16S ve 12S rRNA ve CO Il + tRNALYs + tRNAAsp
genlerini kullanarak 16 Dacini tiirii dahil olmak {izere 34 meyve sinegi tiiriiniin
filogenetik analizini gergeklestirmislerdir. Calisma sonucunda Dacus ve
Bactrocera'nin her birinin monofiletik gruplar oldugunu ortaya koyarak elde edilen
sonuglarin genellikle morfolojiye dayanan siniflandirma ile uyumlu oldugunu ortaya

koymuslardir.

De Meyer vd. (2005), calismasinda COI primeri kullanarak Diptera takimin igeren
449 tiir i¢in DNA barkod arastirmasi yapmis ve bu calismada barkodlamanin tiir
tanimlamasi igin kullanilabilirligini belirlemislerdir. Yapilan ¢alismanin Sonucunda
barkodlama ile tir i¢i ve tiirler arasi yanlig tanimlamalarin giderildigini

savunmuslardir.

Fakhri (2008), tarafindan yapilan ¢alismada Iran’in 15 farkl1 ydresini temsil eden isci
ar1 kullanilmistir ve DNA analizi yapilmistir ayn1 zamanda ¢aligmanin sonucunda iKi

farkli haplotip elde edilmistir.

Mengual vd. (2008), calismalarinda Volucella pellucens tirind grup disi olarak
kullanmig ve Pipizini (Eristalinae) kabilesinin temsilcileri de benzer larva besleme
modu ile de dahil edilmistir. Elde edilen sonuglara gére, Toxomerini kabilesinin
Ocyptamus ve Eosalpingogaster cinsleri ile monofiletik oldugu ancak bu cinsler ile
ayn1 kabile’de degerlendirildigi ortaya ¢ikarilmistir. Geleneksel olarak Syrphini

kabilesi igerisinde yer alan bazi cinslerin bu grubun disinda oldugu ve diger kabile ve
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cinsler ile kardesligi ortaya konmustur. Bunun disinda Bacchini kabilesi birkag farkli
kabileye dontistiiriilmiistiir. Paragini kabilesi monofiletik bir grup olarak belirlenmis
ve Allobaccha cinsinin kardes grubu oldugu kaydedilmistir. Mevcut sonuglar
degerlendirildiginde, Syrphinae'in alt familyasinin yeniden siniflandirilmasinin

gerekliligi ortaya ¢ikmustir.

Rivera ve Curriei (2009), Simuliidae familyasinda veya karasineklerde 615bg
sitokrom c oksidaz I (COI) fragmaninin etkinligini DNA barkodu olarak test etmistir.
Familyaya yonelik bir 6n barkod profili olusturmak igin 255 tanimlanmis Nearktik
karasinegi tiirliniin tiir komplekslerindeki tiirler arasindan toplam 65 (% 25) adet tiir
kullanilmistir. Familya igerisindeki tiirler aras1 genetik ayrisma ortalama % 14.93
(dagilim 2.83-15.33) olarak belirlenmis, morfolojik olarak farkli tiirler arasinda
intraspesifik genetik ayrigma ortalama % 0.72 (dagilim% 0-3.84) olmustur. DNA
barkodlari, morfolojik olarak farkli tiirlerin neredeyse % 100%ini (toplam
orneklenmis taksonlarin % 87'si) dogru bir sekilde tanimlarken, tiir komplekslerinde
(6rneklenen taksonlarin % 13'li) maksimum sapma degerleri nispeten daha ytliksek
olarak (maks.% 4.58 - 6.5) belirlenmistir ki bu durum kriptik tiirlerin g¢esitliligini
gostermistir. Calisma sonucunda, DNA barkodlamanin Simuliidae tdrlerindeki
kriptik ¢esitliligi tanimlamas1 ve kesfi i¢cin etkili bir yontem oldugu sonucuna

varilmistir.

Virgillio vd. (2009), Dacus tiirlerinin Afrika’daki 32 temsilcisi ile yapmis olduklart
molekiiler temelli ¢alismada iki mitokondriyal gen bdlgesi (COI, 16S) ve bir niiklear
gen bolgesi ile 32 tiiriin filogenetik akrabalik iliskilerini ortaya ¢ikarmislardir. Bunun
yan1 sira tiirlerin konukgu bitki tercihlerinin de filogenetik akrabalik durumlar ile

olan iligkilerini kiyaslamiglardir.

Zhang vd. (2010), calismalarinda Bacterocera tirlerinin 16S rDNA ve COI gen
bolgelerini kullanarak filogenetik analizi yapmislardir. Analiz sonuglari, niikleotit
cesitliligi alt cinsler arasinda % 9,1 ile 19,0 arasinda degistigini gostermistir ayni
zamanda net ayrigma alt cinsler arasinda % 4,6 ila% 12,7 arasinda degistigni
gostermistir. Maksimum parsimoni yontemine dayanan filogenetik analizlerin
sonuglarina gore, Bactrocera ve Zeugodacus alt cinslerinin parafiletik oldugunu

desteklemistir.
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Ludena vd. (2010), Anastrepha fraterculus (Wiedemann 1830) (Diptera: Tephritidae)
Andean-Ecuadorian bolgesi popiilasyonlarinin COI ve COII (Sitokrom Oksidaz I igin
405 baz cifti ve Cytochrome Oxidase II icin 224 baz ¢ifti) ¢ikarilarak filogenetik
iligkilerini ortaya koymustur. Filogenetik iliskiler, Maximun parsimoni (MP)
yontemi ve haplotip aglar1 kullanilarak ¢ikarilmistir. A. fraterculus'un Ekvador-
Ekvador populasyonu COI bélgesi icin monomorfi bulunmus ve A. fraterculus'un
Giliney Amerika ova populasyonlar1 dizisine girdigi ortaya c¢ikmistir. COII
lokasyonunda A. fraterculus’in Ekvador populasyonlarinda degiskenligi biyuk bir
haplotip gostermektedir. Her bir haplotip bir bazda degisiklik gdstermis ve Andean-

Ecuadorian bélgesinden A. fraterculus'un dokuz haplotipi belirlenmistir.

Virgilio vd. (2010), calismalarinda alti bocek takiminin (Coleoptera, Diptera,
Hemiptera, Hymenoptera, Lepidoptera ve Orthoptera) 15.948 DNA barkoduna sahip
genis bir veritabani {izerinde simiilasyonlar yaparak bocek DNA barkodunun ve
"mini barkodun" genel bir degerlendirmesini yapmislardir. Calisma sonucunda,
takimlar arasinda 6nemli farkliliklarin oldugu goriilmiistiir ve en yliksek farkliliklar
Hymenoptera ve Orthoptera arasinda tespit edilirken en diisiik farkliliklar Diptera

takimi arasinda tespit edilmistir.

Li vd. (2011), Guney Cin ve Guney-Dogu Asya’da Laos ve Myanmar’dan 15 farkli
bolgesinden toplanan Bactrocera dorsalis popiilasyonlarinin mitokondriyal DNA
COI geni (640 baz cifit) analiz edilmistir. En fazla genetik cesitlilik Laos ve
Myanmar boélgelerinden tespit edilmistir. Ayrica anakara Cin'deki bazi B. dorsalis
populasyonlariin arasinda yliksek genetik c¢esitlilik ve 6nemli farkliliklar gosterdigi

bolgede uzun siire izole populasyon olarak korundugunu ortaya ¢ikmustir.

Barr vd. (2012), mitokondriyal DNA COI geni kullanarak Ceratitis capitata'nin
(Diptera: Tephritidae) molekiiler siniflandirmasini yapmistir. Caligmada Ceratitis
cinsine ait 44 tiirii mitokondriyal COI gen bolgesine gore kiyaslayarak C. capitata
tiirliniin hem tiir ici hem de tiirler aras1 benzerlik oranlarini degerlendirmislerdir.
Morfolojik benzerlik gosteren 6rneklerin  Mitokondriyal COIl gen bdlge
karsilastirmalar1 sonucunda C. capitata tlriiniin C. caetrata turi ile % 99 benzerlik
gosterdigi ortaya koyulmus ve bu iki tiiriin ayrimi igin farkli gen bolgeleri tizerinde

caligilmasi gerekliligi belirtilmistir.
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Jordaens vd. (2012), ¢alismalarinda 56 Avrupa Sarcophaga tiirline ait 126 birey
kullanilarak molekiiler smiflandirma yapmustir. Calismada, 127 baz c¢iftlik mini-
barkod bolgesinin Sarcophaga tiirlerini tanimlamak i¢in yetersiz oldugu (80.7-82.5
%) ortaya ¢ikarilmistir. Ancak 658 baz ¢ifti kullanilmasiyla (98.2-99.3 %) basari

elde edilmistir.

Lim vd. (2012), Malezya ve Endonezya'dan toplanan Bactrocera caudata tlrin(n
(Diptra: Tephritidae) COIl ve 16S DNA dizileri ile genetik analizini yapmustir. Her
iki gen bolgelerinden elde edilen sekans sonuglarina gore aralarinda ortak bir
haplotip olmadig1 gosterilmistir. Filogenetik analizler sonucunda, calisma yapilan

populasyonlarin iki farkli genetik soy oldugu ortaya ¢ikarilmstir.

Prabhakar vd. (2012), Farkli cografik bolgelerden elde edilen Bactrocera cucurbitae
(Coquillett) (Diptera: Tephritidae) popiilasyonlarinin genetik yapisin1 Mitokondriyal
sitokrom oksidaz (COI) gen sekanslarina dayanarak ortaya c¢ikarmistir. Calisma
sonucunda elde edilen sekans sonuclarina gore anlamli bir farkliligin olmadig1 ve ¢ok

kiiclik varyasyonlarin saptandigin1 belirtmislerdir.

Yalcin (2012), Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden toplanan Tabanidae tiirlerinin COI
gen bolgesi kullanarak filogenetik analizini yapmistir. Analiz sonuglarmna gore
morfolojik olarak da birbirinden ayirt edilmesi zor olan iki tiir arasinda 90%

bootstrap degeriyle ayn1 dalda bulunmuslardir.

Smit vd. (2013), Avrupa’da yayilis gosteren meyve sinegi tirlerinin (Diptera,
Tephritidae) yarisinin barkodlanarak molekiiler tanimlamasi amact ile yapmis oldugu
fizibilite c¢alismasinda Meyve sineklerinden 42 cinse ait 135 tiiriin analizini
yapmistir. Calisma sonucunda COI barkod dizilerine dayali benzerlik ve mesafeler
analiz edilerek calismada kullanilan tiim tiirlerin %73,3 basar1 ile ayristigi
gozlenmistir. Ozellikle Terellia ve Urophora cinsleri gibi problemli cinslerdeki tek
nikleotit polimorfizmi (single nucleotide polymorphism, SNP) nedeni ile basar
orani diisiik cikmistir. SNP’ler c¢ikarildiginda basar1 oranm1i  %87,1 olarak

belirlenmistir.

Mayra vd. (2014), Anastrepha ludens (Diptera: Tephritidae)’m Meksika
populasyonlarinin genetik yapisi tizerine yapmis olduklari ¢alismada, Meksikanin alti

farkli bolgesinden toplanan A. ludens populasyonlarinin farklilasma diizeyleri ile
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genetik farkliklar1 orta seviyede oldugu sonucu elde edilmistir. Genetik yapinin

cografik mesafe agisindan, populasyonlar arasinda baglantili olmadigi belirlenmistir.

Tusan (2016), calismasinda Dogu Akdeniz’in farkli bolgerinden toplanan Ceratitis
capitata tiirtiniin molekiiler sistematik analizi yapilmistir. Caligilan 6rneklerden
toplam 7 haplotip elde edilmistir ve haplotiplerin bolge farkliklarina gore gen akislari

belirlenmistir.

Krosch vd. (2015), Dacini irkinin 125 temsilcisi ile yapmis olduklart ¢alismada 168,
COl, COII ve beyaz goz geni ile ¢alismada kullanilan tiirlerin akrabalik iligkilerini
anlamaya c¢alismislardir. Zeugodacus alt cinsini Bactrocera ve Dacus cinslerinden
ayirarak farkl bir cins oldugunu ve Dacus’un Afrika’ya tasinmasindan once ayrilan

bir cins oldugunu kanitlamislardir.

Unal (2016), calismasnda DNA dizi analiz ydntemlerinden yararlanilarak
Tiirkiyenin Trakya bélgesinin il ve ilgelerinde yetistirilen bal aris1 populasyonlari
arasindaki genetik varyasyonun mtDNA (COIl) geni kullanarak belirlenmistir.

Calisma sonucunda ii¢ farkli haplotip elde edilmistir.

Jiang vd. (2016), Dacus longicornis'in (Diptera: Tephritidae) ilk kez mtokondriyal
genomunun tamamini elde ederek yeni nesil dizileme ile Dacini kabilesinin
filogenisini ortaya koymustur. Calismada D. longicornis'in mitogenom verileri, diger
tephritid tiirlerinin yaymlanmis tiim homolog dizileriyle karsilastirilmistir. Caligma
sonucunda filogenetik analiz sonuglarma gére Zeugodacus ile Dacus arasinda yakin
bir filogenetik iliski elde edilmistir. Ayrica dairesel 16233 bazgiftlik mitogenom
diger atasal bocek gruplarinda oldugu gibi 37 gen bolgesi icermektedir.

Souza vd. (2016), Coreidae ve Pentatomidae (Heteroptera) familyalarindaki
Mitokondriyal COI geninin kullanmasiyla evrimsel ¢ikarimlar analizi yapmis ve bu
familyalara ait tilirleri kullanarak bilgilendirici filogenetik c¢ikarimlar yapma

potansiyellerini degerlendirmistir.

Manger vd. (2017), ¢alismalarinda Bactrocera cinsine ait 10 ttrin DNA barkod
dizilerine gore genetik analizlerini yapmislardir. Calisma sonucunda, tiirler

arasindaki genetik sapmanin % 0 — 21,9 arasinda oldugunu tespit etmislerdir.
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Akar (2018), tarafindan yapilan c¢alismasinda Sanlwurfa ilinden toplanan 4
populasyona ait 35 Phlebotomus papatasi 6érneginde mtDNA COI analizi yaparak, 6
degisken bolge ve 6 haplotip tespit edildigi bildirilmistir.

Mammadova (2018), Calismasinda Gaziantep ilinden toplanan Xysticus
(Thomisidae) cinsine ait Oriimceklerde morfolojik ve molekiiler arastirmalar
yapmislar. Oriimceklerin morfolojik calismalar1 sonucunda cinse ait 5 ftiir
tanimlanmistir ve Orneklerden 2 gen bolgesi (mitokondrial COIl ve nikleer ITS)
kullanilarak molekiiler olarak analiz edilmistir. Tiir i¢i ve tiirler aras1 benzerlik orani

hesaplanmastir.

Sudiarta vd. (2018), Bactrocera occipitalis (Diptera:Tephritidae) turinin
mitokondriyal sitokrom C oksidaz 1 (COI) geni kullanarak molekiiler tanimlamasini
yapmislardir. Calismada Filipinler ve Endonezya’nin fakli bolgelerinden toplanan B.
occipitalis tlriniin morfolojik tanimlamasi ve sekans benzerligi kiyaslanmustir.
Filogenetik analizlere gore Orneklerin farkli boélgelerden toplanmis olmalarina
ragmen B. occipitalisin populasyonlar1 arasinda herhangi bir farkliliga

rastlanmamustir.

Krosch vd. (2018), yapdiklar1 ¢alismada meyve sineklerinin barkodlarinin
genisletilmesi ve kullanilan COI primerlerinin gelistirilmesi amaciyla 0zellikle

Bactrocera cinsinin alt gruplarindaki tiirlerin benzerlik oranlarina bakilmustir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOD
3.1 Materyal

3.1.1 Orneklerin Elde Edilmesi

Euaresta bullans, meyve sinekleri (Diptera: Tephritidae) familyasinin Tephritinae alt
familyasina ait Tephritini kabilesi icerisinde yer alan ve Palearktik bolge de genis
yayilis gosteren tiirlerinden biridir. Ulkemizin farkli bélgelerinden yapilan faunistik
ve sistematik temelli caligmalarda E. bullans tiiriiniin bircok bolgeden kaydi

bildirilmistir.

Bu ¢alismada, 2003 - 2018 yillar1 arasinda tilkemizin farkli illerinden (Amasya,
Kahramamaras, Samsun, Sinop, kayseri, Corum ve Yozgat) toplanmis ve Gaziantep
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Entomoloji Laboratuvarinda
bulunan standart miize materyali olarak ignelenmis E. bullans drnekleri ve %99’luk

alkolde oda sicakliginda muhafaza edilen E. bullans 6rnekleri kullanilmistir.

Calisma konusunu olusturan Euaresta bullans érnekleri farkl: arastiricilar tarafindan
toplanmistir. Amasya, Corum, Kahramanmarag, Samsun ve Sinop illerinden Gormez
(2011 - 2018) tarafindan; Kayseri ilinden Kutlk (2005) tarafindan; Yozgat ilinden

Torbal1 (2018) tarafindan toplanan 6rnekler bu ¢alismada kullanilmistir.

Orneklerin teshisleri stereo mikroskop altinda morfolojik Kkarakterleri incelenerek
Freidberg ve Kugler, (1989) ve Kitik (2003) kaynaklarindan yararlanilarak
yapilmistir.

Ergin E. bullans ornekleri Xanthium spinosum L. bitkisi Uzerinden atrapla
toplandiktan sonra etil asetatli 6ldiirme siseleri (5 dk) igerisinde 6ldiirtilmiistiir. Elde
edilen Grnekler laboratuvara getirilerek tiggen kagitlar lizerine yapigtirilmis ve oda
kosullarinda bocek muhafaza dolaplarinda muhafaza edilmistir. 2018 yili igerisinde
Corum ilinden toplanan ornekler araziden toplandiktan sonra etil alkol (99%)’ de

muhafaza edilmistir.
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Arazi caligmalar1 sirasinda Euaresta bullans’in toplandigi istasyonlarin il, ilge,

koordinat, yikseklik ve tarih bilgileri Tablo 3.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.1 Calismada kullanilan Euaresta bullans erginlerinin toplandig: lokaliteler

(IJ(:)rzjeuk il Tlge/Mevki Toplanma tarihi | Rakim Koordinat
i N:40°27’
EB1 & | Amasya Goyniicek/Kertme 01/07/2017 855m E-35°97"
EB2 & | Amasya Goyniicek/Kertme 01/07/2017 855 m Eggé;
A N:40°27’
EB4 & | Amasya Goynucek/Kertme 01/07/2017 855 m E-35°97"
A N:40°27’
EB5 ©Q | Amasya Goynucek/Kertme 01/07/2017 855 m E-35°97"
Gomiigshacikoy/sarikod N:40°51°
EB6 4 | Amasya y 15/06/2017 720 m E-35003"
Gomiishacikoy/sarikod N:40°51°
EB7 & | Amasya y 15/06/2017 720 m E-35003°
Gomiigshacikoy/sarikod N:40°51"
EB8 & | Amasya y 15/06/2017 720 m E:35°93"
Gomiigshacikdy/sarikd N:40°51"
EB9 Q | Amasya y 15/06/2017 720 m E:35°23"
N:40°44’
EB10 & | Amasya Tasova/Dutluk 01/07/2017 255 m E-36°17"
EB11 & | Amasya Tasova/Dutluk 01/07/2017 255 m Eggoi‘;
N:40°44’
EB12 &' | Amasya Tasova/Dutluk 01/07/2017 255 m E-36°17"
N:40°44’
EB13 & | Amasya Tasova/Dutluk 01/07/2017 255 m E-36°17"
EB14 O | Amasya | Tasova/Dutluk 01/07/2017 | 255 m 'Efggo‘l“?‘,
EB15C | Coum | Sungurlu/Cayan 23/06/2018 | 850 m gggﬁ
N:40°22’
EB16 ¢ | Corum Sungurlu/Cayan 23/06/2018 850 m E-34°15’
N:40°22’
EB17 &' | Corum Sungurlu/Cayan 23/06/2018 850 m E-34°15"
N:40°22’
EB18 &' | Corum Sungurlu/Cayan 23/06/2018 850 m E-34°15’
N:40°22’
EB19 & | Corum Sungurlu/Cayan 23/06/2018 850 m E-34°15’
N:40°22’
EB20 ¢ | Corum Sungurlu/Cayan 23/06/2018 850 m E-34°15’
N:40°22’
EB21 ¢ | Corum Sungurlu/Cayan 23/06/2018 850 m E-34°15’
N:40°22’
EB22 @ | Corum Sungurlu/Cayan 23/06/2018 850 m E-34°15°
N:40°22’
EB23 & | Corum Sungurlu/Cayan 23/06/2018 850 m E-34°15°
N:40°22’
EB24 & | Corum Sungurlu/Cayan 23/06/2018 850 m E-34°15°
N:40°22’
EB25 @ | Corum Sungurlu/Cayan 23/06/2018 850 m E:34°15°
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Tablo 3.1 Davam

EB26 © | Coum | Sungurlu/Cayan 23/06/2018 | 850 m Eggfg
N:40°22’

EB27 @ | Corum Sungurlu/Cayan 23/06/2018 850 m E-34°15°
N:40°22’

EB28 ¢ | Corum Sungurlu/Cayan 23/06/2018 850 m E-34°15°
N:40°22’

EB29 ¢ | Corum Sungurlu/Cayan 23/06/2018 850 m E-34°15°
Kahraman N:37°33’

EB30 & maras Andirin/Merkez 08/07/2010 940 m E:36°21"
Kahraman N:37°33’

EB31 & maras Andirin/Merkez 08/07/2010 940 m E-36°21’
Kahraman N:37°33’

EB32 & maras Andirin/Merkez 08/07/2010 940 m £:36°21’
Kahraman - . N:37°37’

EB33 ¢ maras Caglayancerit/Merkez 15/06/2010 960 m E-37999°
Kahraman N:37°41’

EB34 & maras Bozlar/Merkez 16/07/2010 930 m E-37996°
Kahraman N:37°41°

EB35 & e Bozlar/Merkez 16/07/2010 930 m E-37°26°
Kahraman N:37°41°

EB36 & marsy Bozlar/Merkez 16/07/2010 930 m E-37°26"
Kahraman N:37°41°

EB37 & s Bozlar/Merkez 16/07/2010 930 m E:37°06"
Kahraman N:37°41°

EB38 & > Bozlar/Merkez 16/07/2010 930 m E:37°06"
Kahraman N:37°41°

EB39 ¢ maras Bozlar/Merkez 16/07/2010 930 m E:37996°
Kahraman N:37°41’

EB40 ¢ i Bozlar/Merkez 16/07/2010 930 m E:37°96°
EBa1 o | Karaman |~ o iniMerkez 18/07/2009 | 1340m | 3801
marag E:36°29
Kahraman .. . N:37°51’

EB42 Q maras Goksun/Beli yaylasi 19/07/2009 | 1606 m E-36°24"
Kahraman . - N:38°15’

EB43 & maras Goksun/Dogankonak 23/07/2010 | 1600 m E:36°26"
EBaq g | Kahraman | oo o in/Kanlikavak 24/07/2010 | 1416 m N:38°06’
maras E:36°38
Kahraman . i N:38°01’

EB46 & maras Goksun/Kiz116z 18/07/2010 | 1700 m £:36°40°
EB48 & | Kayseri Yahyali/Yesilkoy 06/07/2005 | 1020 m Eg;ogi,
EB49 4 | Kayseri | Yahyal/Yesilkoy 06/07/2005 | 1020 m Egggi
EB52 4 | Kayseri | Yahyal/Yesilkoy 06/07/2005 | 1020 m Egggi
EB53 4 | Kayseri | Yahyal/Yesilkdy 06/07/2005 | 1020 m Eg;gi
EB54 J | Kayseri | Yahyal/Yesilkoy 06/07/2005 | 1020 m Eg;gf
EBS6 O | Kayseri | Yahyal/Yesilkdy 06/07/2005 | 1020 m Eg;gf
EB57 4 | Samsun | Bafra/Kabagukur 18/08/2017 | 123 m st
EB58 ¢ | Samsun Bafra/Kabagukur 18/08/2017 123 m Egéoég
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Tablo 3.1 Davam

EB59 & | Samsun Bafra/Kabagukur 18/08/2017 123 m ngl?ég
EB60 ¢ | Samsun Bafra/Kabagukur 18/08/2017 123 m Egéoég
EB61Q | Samsun | Bafra/Kabacukur 18/08/2017 | 123m | NoULY
EB62 & | Samsun | Bafra/Kabacukur 18/08/2017 | 123 m Egéég
EB 63 Samsun Ladik/Merkez 30/07/2017 894 m NE40°54’
E:35°54

: N:40°54’

EB64 & | Samsun Ladik/Merkez 30/07/2017 894 m E-35°54°
EB65 Q | Samsun | Ladik/Merkez 300072017 | goam| RO
EB66 & | Samsun Ladik/Merkez 30/07/2017 894 m Eggogj
EB68 £ | Samsun lvemképrw ukarmarl 14/06/2003 | 355 m Egéig
EB69 I | Samsun | " cArkopri/Yukannarl 1410612003 | 385 m | Rl
EB72 7 | Samsun | Y SArkopri/Yukannarl 14/06/2003 | 355m | N7
EB75 ¢ | Samsun | ¥ eArkOPri/Yukanmarl 14/06/2003 | 355m | N7
EB76 0 | Samsun | Y eArkopri/Yukannar 1410612003 | 3s5m | Lol llg
: Boyabat/Gokgeagagsa N:41°36°

EB78 &' | Sinop izt 14/06/2017 462 m E:34°35’
. Boyabat/Gokgeagagsa N:41°36°

EB81 ¢ | Sinop Kizt 14/06/2017 462 m E-34°35°
. Boyabat/Gokgeagacsa N:41°36°

EB83 ¢ | Sinop Kiz1 14/06/2017 462 m E:34°35°

. Duragan/Asagikaracad N:41°24

EB85 &' | Sinop ren 14/06/2017 200 m E:35°05

. Duragan/Asagikaracad N:41°24

EB86 & | Sinop ren 14/06/2017 200 m E:35°05

. Duragan/Asagikaracad N:41°24

EB87 & | Sinop ren 14/06/2017 200 m E35°05

. Duragan/Asagikaracad N:41°24

EB88 @ | Sinop ren 14/06/2017 200 m E-35°05
EB93 | Yozgar | AkdagmadeniBulgurl 28/06/2017 | 1430m | MY
EB94 | Yozgar | Akdagmadent Bulgurl 28/06/2017 | 1430m | MY
EBY5 J | Yozgat | AAkdagmadeni/Bulgurl 28/06/2017 | 1430m |  N:3948
u E:35°53

EB979 | Yozgat Merkez/Evci 19/06/2018 | 1192 m N:39°51
E:34°42’

. N:39°51"

EB98Z | Yozgat Merkez/Evci 19/06/2018 | 1192 m o donn
E:34°42

- N:39°41°

EB1023 | Yozgat Sorgun/ Dogankent 28/06/2017 | 1090 m E:35°03"
o N:39°51°

EB1043 | Yozgat Sorgun/ Dogankent 28/06/2017 | 1090 m E-34°42°
- N:39°51"

EB1054 | Yozgat Sorgun/ Dogankent 28/06/2017 | 1090 m E-34°42"
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3.2 Metod

3.2.1 Orneklerin Hazirlanmasi

Ornekler Gaziantep Universitesi Fen Edebiyat Fakiltesi Biyoloji Bolimi Entomoloji
Laboratuvarinda bulunan bocek dolaplarindan c¢ikardiktan sonra pens yardimiyla
stereo mikroskop altinda kanatlar1 ayrilip kodlanan ependorf tiiplerine birakilmis ve
aynt islemler 99% alkol igerisinde bulunan ornekler iginde yapilmistir. Ependorf
tlpleri Uzerine her Ornegin kodu ve cinsiyeti yazildiktan, sonra ependorf tiiplerine

yerlestirildikten sonra DNA izolasyonu i¢in hazir hale getirilmistir.
3.2.1.1 Laboratuvar Cahismasinda Kullanilan Kimyasallar

Absolute etanol (99%), dNTP set, Primerler, Proteinaz K, DNA ladder, Tris, Tris-
HCL, EDTA Agaroz, Etidyum bromdr, Borik asit, MgCl2,Taq Polimeraz, Ylkleme
Tamponu (6X) ve hepsi kullanilan kimayasallar (Qiagen, Sigma, Merck, Almanya)

tarafindan yapilmstir.
3.2.1.2 Laboratuvar Calismasinda Kullanilan Cihazlar

Laboratuvar ¢alismalart sirasinda asagida siralanan cihazlar kullanilmistir;
Homojenizator (Sekil 3.1a), Inkiibatdr, Derin dondurucu, Hassas Terazi (Sekil 3.1c¢),
Mikrodalga firin, Otoklav, Su saflastirma cihazi, Otomatik pipetler, Santrifujler
(kuguk, biiyiik) Gilig¢ kaynagi, Spektrofotometre (Nanodrop, ND- 1000), Vorteks,

Yatay elektroforez sistemi cihazi ve Jel goriintiileme sistemi (Sekil 3.1b).

Sekil 3.1 Calismada kullanilan cihazlar 8) Homojenizator, b) UV cihazi ve

Bilgisayar, c) Isiticili manyetik karistirict
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3.2.2 Molekiiler Calismalar

Morfolojik olarak teshisleri yapilmis 6rnekler ve bocek dolaplarinda muhafaza edilen
ornekler ile % 99 luk etil alkolde muhafaza edilen tiim Euaresta bullans érneklerinin
DNA izolasyonlar1 gergeklestirilmis daha sonra PZR ¢alismalar1 da yapilmustir. Elde
edilen PZR urdnlerinin DNA dizi analizleri (sekans) yapilmistir. Dizi analizileri
sonucu elde edilenen veriler ilgili programlar kullanilarak islenmis ve filogenetik

caligsmalar gerceklestirilmistir
3.2.2.1 Genomik DNA izolasyonu

Gaziantep Universitesi Fen Edebiyat Fakultesi Biyoloji Bolimiu  Zooloji
Laboratuvarinda bulunan Qiagen DNeasy® Blood & Tissue Handbook izolasyon
kitinin protokolii kullanarak asagida verilen islem siralar1 sonucunda Orneklerden

DNA’lar izole edilmistir.

1.  Ependorf tiiplerine bocegin tamami (kanat hari¢) eklenmis icine iki bilye
eklenerek (6rnegi tamamin pargalamak igin ) izole birinci adimina baglamistir.

2.  Ependorf tiplerine 180 pl ATL Buffer ilave edilerek 1 saat 35 dk.
Homojenizator’de pargalama islemine tabi tutulmustur.

3. Homojenizatorden almman 6rneklere 20 ul proteinaz K eklenmistir ve vorteks
(karstiric1) uygulanmis ve ornekler tamamen pargalanmasi amaciyla 56°C’de
ayarlanmuis etiivde 24 saat bekletilmistir.

4. 24 saat etlivde bekletilen 6rnekler etiivden ¢ikarilarak ve her bir ependorf tlipl
15 saniye vortekslenmistir.

5. Tiplere 200 ul Buffer AL eklenmistir ve tekrar vortekslenmistir.

6.  Vortekslenen ependorf tlplere 200 pl etil alkol (96-100%) eklenmistir ve tlpler
yeniden vortekslenmistir.

7. Daha sonra 2 mililitrelik DNeasy Mini spin kolonlara érnekler alinmis ve 8000
rpm’de (devri/dakika) 1 dk santrifiij edilmistir. DNeasy Mini spin kolonlarin
toplama tiipti atilmis ve stipernatantlar alinmistir.

8.  Yeni bir 2 ml’ lik toplama tiipiine istiine filtreli kismi1 yerlestirilip 500 pl
Buffer AW1 eklenmis ve 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir.
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9.  Santriflij sonrast yeniden spin kolonlarin toplama tiipii atilmis, filtreli kismi
yeni toplama tilipline yerlestirilmistir. Her bir 6rnegin iizerine 500 pl Buffer
AW?2 eklenmis ve 14000 devir de 3 dakika santrifiij yapilmustir.

10. Sonra orneklerin yine filtreli iist kismi uzaklastirilmig ve 2 ml’lik ependorf
tiiplere konulmustur.

11. Orneklerin tizerine 100 pl Buffer AE eklenmis ve 1 dk oda sicakliginda (15-25
°C) bekletilmistir. Sonrasinda ise bu Ornekler 8000 devirde 1 dk santrifii
edilmis ve filitreli kism1 atilmastir.

12. Izole edilen DNA’ lar1 uzun siire saklamak amaciyla -20 °C’ de muhafaza

edilmistir.

3.2.2.2 Spektrofotometrik Analizler

Izole edilen orneklerin DNA konsantrasyonunu dlgmek igin spektrofotometre cihazi
yardimiyla 260 nm dalga boyundaki optik yogunluklari okunmustur. Orneklerin
saflik degerleri ise 260 nm ve 280 nm dalga boylarindaki optik yogunluklari

oranlanarak belirlenmistir.

3.2.2.3 Mitokondriyal DNA Sitokrom C Oksidaz I (COIl) bélgenin PZR ile

cogaltilmasi

Istenilen nitelikte DNA izolasyonu yapildiktan sonra hedeflenen mitokondriyal DNA
Sitokrom C Oksidaz I ile bdlgenin ¢ogaltilmasi PZR ile gergeklestirilmistir. Ozgiin
primer yardimiyla PZR cihazinda c¢ogaltilmistir. PZR teknigi igin fazlalastirilacak
olan bolgeyi sagdan ve soldan saran bir ¢ift sentetik primer, dANTP’ler (A, T, G ve
C); sicakliga dayanikli olan Taq polimeraz enzimi, uygun pH ve iyon kosullarini

(Mg+2) saglayan tampon karisimi gereklidir.

PZR tekniginde ilk birka¢ dongii tiire 6zgii DNA parcalarmin hedef DNA’da
yapisacaklar1 bolgeleri tarama fazidir. Cogalma daha sonra baslamaktadir. PZR
tekniginin tim dongiileri bir 6nceki donglide sentezlenen orneklerin bozulmasi
(denatiirasyonu) ile baglar. PZR teknigi ile ¢ogaltilan DNA bolgesi agaroz jel
icerisinde  ydrhtulebilir  ve bantlar gbzlemlenebilir.  Hedef bdlgelerinin
cogaltilmasinda da yukarida anlatilan PZR teknigi kullanilmaktadir. Bu durumda
mtDNA boélgesine 6zgii hazirlannmis primerler denatiire olarak tek kollu hale

getirilmis DNA Kkitlesi i¢erisinde kendisine 6zgii komplementer bolgeye baglanmakta
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PZR siireci ile kontrol edebildigi uzunluktaki tek kollu molekiilii ¢ift kollu hale

getirmektedir.

Bu primer belirli uzunluktaki DNA Kkitlesi i¢erisinde kendine biitiinler daha dogrusu
islev gorebilecegi ne kadar komplementer bolge varsa hepsinde yiikseltgenme

islevini siirdiirmektedir.

PZR tepkimesi ii¢ basamaktan olusmaktadir. Bunlar sirasiyla: 1-) Denatlrasyon, 2-)
Baglanma (Annealing), 3-) Uzama (Extension) asamalaridir.

Denatiirasyon

Cift zincirli yapida olan DNA’ nin tek zincir formu haline gelebilecegi basamaktir.
Baglanma

Primerlerin baglandig1 basamaktir. Sicaklik 50 ile 70°C arasinda bir degere diisiiriiliir

ve primerlerin tek zincir haline getirilmis DNA’ya baglanmasi saglanir.
Uzama

DNA Polimeraz enzimi tarafindan zincir uzamasinin gerceklestirildigi basamaktir.
PZR 1ii¢ basamaktan (denaturation, annealing, extension) olusan bir igslemdir. Bu
islem, genel olarak 25 ile 40 defa tekrarlanarak baslangictaki DNA molekiilii
milyonlarca parcaciga c¢ogalmasmi saglar. Calismamizda mtDNA COI gen
bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan primer Folmer (1994), (Barrett ve Hebert,

2005), caligmasindan yararlanilms olup dizileri (Tablo 3.2) verilmistir.

Tablo 3.2 Kullanilan Primer Dizileri

PZR Uriiniiniin

Gen Kullanilan Primer Dizileri e ey pee e
Bityiikliigii

5'-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3' (Folmer vd.
1994)

COl 655 bg
5' -GGATGGCCAAAAAATCAAAATAAATG-3' (Barrett ve
Hebert, 2005)
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Tablo 3.3 PZR Reaksiyon Icerigi

Reaksiyon I¢erigi Miktar
ddH20 15,8 ul
10X Taq Buffer (KCI) 2,5 ul
dNTP mix 0,5 ul
2,5 mM MgCI2 2 ul
10 pmol leri Primer 1ul
10 pmol Geri Primer 1l
5U/1ul Taq Polimeraz Enzimi 0,12 pl
Genomik DNA 2 ul

Toplam Hacim: 25 pl

Tablo 3.4 PZR Is1 Dongdileri

Denatirasyon 96 °C’de 1 dakika
94 °C’de 1 dakika
Dongi 55 °C’de 1 dakika
72 °C’de 1,30 dakika
Sonlanma 72 °C’de 7 dakika
Dongii sayisi 35
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Block 2

Sekil 3.2. PZR Cihaz1 ve cihaz ekrani; a) Cihazin genel goriinimi b) Cihaz ekrani.

PZR iirtinlerinin goriilebilmesi i¢in agaroz jel hazirlanmis ve jel donduktan sonra
ornekler havuzlara yiiklenmistir. Bu amagla agaroz jel 1xTBE tamponu ig¢inde
mikrodalga firinda kaynatilarak hazirlanmistir ve 56 °C’ye sogutulduktan sonra
DNA’nin goriiniir hale gelmesi i¢in etidium bromiirden 25 pl (10mg/ml) ilave
edilmistir. Etidium bromiirn avanatjlari; daha giivenli, duyarli, mikrodalgalara
dayanikli, daha uzun siire oda sicakliginda kimyasal 6zelligini yitirmeyen ve UV

transimilatorde daha iyi gorinttlemistir.

Jel tabaka kalinligi yaklastk 5 mm olacak sekilde dokilmistir. Jel
polimerizasyonunun ardindan 1xTBE tamponu iceren elektroforez tankina alinmistir
(Sekil 3.3). Her bir kuyucuga 6 pl PZR iirlinii ve 3 pl ylikleme tamponu (boya)
olacak sekilde toplam 9 pl iiriin yiiklenmistir. Ornekler 80 Volt’da 45 dakika

yiirlitiilmiis ve sonrasinda UV 151k altinda incelenmistir.

Agaroz’da kullanilan Reaktif Miktar: 1x TBE 80 ml; Agaroz 1,2 gr; etidium
bromirden 25pl.
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Sekil 3.3 Jel elektroforez basamaklari; a) Agaroz dokilmesi, b) PZR 6rnegin

boyanmast, ¢) Orneklerin yiiriitiilmesi)

3.2.2.4 MtDNA COI Dizilerinin Sekans Islemleri
mtDNA COI dizi analizi; 6ncelikle hizmet alimi yapilacak firmaya (Medsantek)

gonderilmigtir. Dizi analizleri hizmet alimi yapilan firma tarafindan ‘Sanger-Coulson

Zincir Sonlanma’ metodu ile gerceklestirilmistir.
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3.2.3 Dizi Analizleri

Euaresta bullans popiilasyonlarina ait mitokondriyal sitokrom oksidaz I geni (COI)
Sanger dizileme ile sekans islemine tabi tutulmustur. Calismada kullanilan 105
ornekten toplamda 79 kaliteli sekans elde edilmistir. Elde edilen DNA dizileri Finch
TV (Version 1.4. Geospiza. Inc. 2004-2006) programi yardimi ile diyagramlar
seklinde goriintiilenmis ve Seq Trace (0.9.0) (Stucky, 2012) ile manuel olarak diziler
duzeltilmistir. Sonug¢ olarak Orneklerin DNA dizi uzunluklar1 655-658 bp elde
edilmistir ve haplotipler tanimlanmistir. Tiim O6rnekleri i¢eren haplotip sayist (H),
haplotip cesitliligi (Hd) ve niikleotit ¢esitliligi (r) hesaplanmistir (DnaSP ver.5.10
software Rozas vd. 2010). Niikleotit cesitliliginin istatistiksel olarak 6nemi
parametrik olmayan permutasyon metodu ile analiz edilmistir (Arlequin
ver.3.5.(Excoffier ve Lischer 2010)).

E. bullans popiilasyonlarinin mitokondriyal haplotipleri ve genetik uzakliklari
Kimura 2 parametresine gore hesaplanmistir (MegaX ver 10.0.5). Haplotipler
arasindaki evrimsel ve cografya arasindaki iliskiler median joining network (NJ)
algoritmasi ile network ¢izilmistir (Network ver.5.0). E. bullans’a ait genetik uzaklik
(Fst ) ile cografik uzaklik (decimal) arasindaki iliskileri belirlemek amaciyla Mental

test (Mental,1967) uygulanmustir (Genalex 6.5 (Peakall ve Smouse 2006, 2012).

Populasyonlarin yayilislart hakkinda fikir edinmek amaciyla mistmatch (Roger ve
Herpending 1992) dagilimlarina bakilmistir. Beklenen ve gozlenen yayilim degerleri;
yayllma Oncesi yapilanmalari (Qo), yayilma sonrasi popiilasyon yapisi (Q1),
raggednes index ve ssd (sum of squared deviation) degerleri hesaplanmistir
(Arlequin ver.3.5.(Excoffier and Lischer 2010)).Tim bu hesaplamalar Boostrap 1000

tekrar baz alinarak yapilmstir.

Populasyonlarin denge durumlarini degerlendirmek amaciyla nétralite testleri olan
Fu’s Fs testi (Fu,1997) ve Tajima ‘s D testi (Tajima, 1989) uygulanmistir ((DnaSP
ver.5.10 software) Rozas vd. 2010).
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BOLUM 4
BULGULAR

Calismada Turkiye’nin farkli bolgeleri ve bu bolgelere ait 7 farkli ilinden (Amasya,
Corum, Kahramanmaras, Kayseri, Samsun, Sinop ve Yozgat) toplanmig Euaresta
bullans tirinin DNA konsantrasyonlar1 o6lgiilerek mitokonderial COI bolgesi
tizerinden genetik analizleri yapilmigtir. Populasyonlar arasinda haplotipler

belirlenerek genetik analizleri lizerinden gen akis1 hakkinda bilgiler elde edilmistir.

4.1 DNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

DNA izolasyonlar1 sonucunda elde edilen DNA konsantrasyonlar: (Tablo 4.1)
belirlenmis olup en diisiik DNA konsantrasyonu (1.43 ng/ul) iken en ylksek DNA
konsantrasyonu (152.07 ng/ul) olarak 6l¢iilmiistiir.

Tablo 4.1 DNA Konsantrasyonlar1 (ng/ul) ve DNA saflik oranlar1 (A260/280).

Ornek numarasi DNA konsantirasyonu A260/280 Oram
EB1 6.62 1.34
EB 2 11.48 2.30
EB4 1.43 2.58
EB5 7.85 10.42
EB6 4.48 0.04
EB7 12.25 2.61
EB8 7.26 2.60
EB9 8.91 2.66
EB 10 32.92 2.66
EB 11 19.23 2.66
EB 12 21.35 2.66
EB 13 31.39 2.66
EB 14 49.81 1.80
EB 15 92.79 1.39
EB 16 39.44 2.10
EB 17 88.91 1.33
EB 18 26.04 1.82
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Tablo 4.1 Devam

EB 19 32.722 1.05
EB 20 55.16 2.10
EB 21 41.59 2.02
EB 22 44.32 1.30
EB 23 54.83 2.66
EB 24 42.28 2.07
EB 25 79.88 1.39
EB 26 31.62 1.74
EB 27 42.37 1.92
EB 28 107.43 1.20
EB 29 24.03 1.30
EB 30 10.66 1.66
EB 31 8.82 1.67
EB 32 17.92 1.56
EB33 48.08 1.52
EB 34 24.22 1.47
EB 35 30.36 1.47
EB 36 8.94 2.39
EB 37 14.02 1.52
EB 38 22.18 1.75
EB 39 56.14 1.47
EB 40 48.96 1.64
EB 41 54.54 1.27
EB 42 27.62 131
EB 43 88.32 1.86
EB 44 55.30 1.87
EB 46 52.90 1.37
EB 48 32.13 1.79
EB 49 34.36 1.59
EB 52 102.68 1.35
EB 53 57.14 1.66
EB 54 23.39 1.74
EB 56 110.02 1.68
EB 57 21.35 1.55
EB 58 40.39 1.30
EB 59 24.29 1.69
EB 60 14.52 1.34
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Tablo 4.1 Devam

EB 61 12.90 1.80
EB 62 14.14 1.69
EB 63 17.70 2.19
EB 64 14.47 1.90
EB 65 26.78 1.73
EB 66 13.38 1.66
EB 68 29.41 1.68
EB 69 152.07 1.18
EB 72 36.63 1.77
EB 75 46.96 1.37
EB 76 23.49 1.18
EB 78 35.98 1.74
EB 81 39.65 1.40
EB 83 54.67 1.45
EB 85 36.70 1.88
EB 87 53.87 1.33
EB 88 10.34 1.29
EB 93 16.33 1.25
EB 94 46.69 1.15
EB 95 14.23 1.30
EB 97 17.52 1.25
EB 98 8.35 1.58
EB 102 7.31 1.50
EB 104 18.07 1.67
EB105 23.64 1.28
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4.2 PZR Goruntulerinin Elde Edilmesi

Elde edilen Euaresta bullans tlrinin mitokondriyal COIl gen bdlgesi dizilerini

belirlemek amaciyla PZR islemi (Sekil 4.1) yapilmustir.

M 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Sekil 4.1 Euaresta bullans tirti PZR drlnlerinin jel elektroforezi goriintisu
(M:Marker (100-200-300-400-500-600-700-800-900-1000hbg), a)

EB12, EB13, EB14, EB15, EB16, EB17, EB18, EB19, EB20, EB2. b)

EB38, EB39, EB40, EB41, EB42, EB43; PZR urunleri.

4.3 Mitokondrial DNA Sekans Varyasyonu

Euraesta bullans populasyonlarina ait haplotip daglimi ve frekanslar1 (Tablo 4.2)
belirlenerek 642 bp uzunluguna sahip, 79 sekans verisi analiz edilmistir. Herbir
sekans verisi i¢in Genbank numaralar1 almmistir (MK720413-MK720490 ve
MK&851178). Calismada tiim 7 lokasyona ait 79 0&rnegi igeren 17 haplotip
belirlenmistir. Haplotip 1 en fazla frekansa sahiptir ve tim lokasyonlardan bireyler

icermektedir. Diger 16 haplotip ayn1 diisiik frekansa sahiptir.

Euaresta bullans popilasyonlarina ait tiim 6rneklerin sekans verilerine dair haplotip

ve niikleotit ¢esitlilikleri (Tablo 4.3) hesaplanmistir.
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Tablo 4.2 Euaresta bullans populasyonlarina ait haplotip dagilimi ve frekanslari

Haplotipler
Lokasyon 1 |2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 |17 n
Kahramanmarag 15 1 16
Sinop 4 |1 1 1 7
Yozgat 6 1 1 8
Amasya 10 1 1 1 13
Samsun 12 1 1 14
Corum 10 1 1 1 1 1 15
Kayseri 6 6
Frekansi 08 | 001 | 001|001 |00l {001 [001 001|001 |00L|001 |001 |001]001]001]|001]|001 79
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Tablo 4.3 Euaresta bullans 6rneklerinin genetik gesitlilik ve niikleotit ¢esitliligi

Lokasyon Ornek sayis1 | Genetik cesitlilik Niikleotit cesitliligi
Yozgat (Grupl) 8 0,4643+/-0,2000 0,0007+/-0,0008
Amasya (Grup2) 13 0,4231+/-0,1645 0,0017+/-0,0013
Corum (Grup3) 15 0,3619+/-0,1448 0,00177+/-0,0013
Kahramanmarag(Grup4) | 16 0,2645+/-0,1327 0,00015+/-0,0013
Kayseri (Grup5) 6 0,3826+/-0,1985 0,0006+/-0,0007
Samsun(Grup6) 14 0,2747+/-0,1484 0,00067+/-0,00072
Sinop (Grup7) 7 0,3643+/-0,2000 0,0007+/-0,0008

Haplotiplere ait median joining (MJ) ag1 (Sekil 4.2) ¢izilmistir ve Haplotip 1
etrafinda diger haplotipler dagilmis olup genisleme gosteren yildiz benzeri bir
yapilanma (Slatkin ve Hudson, 1991) goOstermektedir Bu durum; populasyonlar
arasinda hala gen akisinin devam ettigi, bireyler arasindaki iliskinin siirdiigii yani

genetik siirtiklenmenin devam ettigi anlamina gelmektedir.

Sekil 4.2 Sekans sonuglarina ait median joining haplotip agi .
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4.4 Populasyon Genetik Yapisi

7 ile ait dogal ortamlardan yakalanan E. bullans popiilasyonlar1 arasinda, cografik
uzaklik ile genetik uzaklik arasindaki iliskileri belirleyen mental test (Mental,1967)
gerceklestirilmistir. R? degeri 0,0003 hesaplanmistir. Bu sonug genetik ve cografik
uzaklik arasindaki iligkinin ¢ok zayif oldugunu yani genetik verilerin cografik
uzakliklarla iligkili olmadigi, cografik uzaklik verilerinin genetik g¢esitliligi

etkilemede 6nemsiz oldugu belirlenmistir.

4.5 Uyumsuzluk (Mistmatch) Dagilim Analizi

Calismada mistmatch analizi ile populasyon ici haplotip ciftleri arasinda gozlenen
farkliliklarin  dagilimi  hesaplanmistir.  Niifus yogunlugu {iistsel olarak artan
populasyonlar tek modlu (unimodal) grafik olarak gozlenirler. Uyumsuzluk analizleri
ile popiilasyonlarin birey sayilarindaki degisimleri ile ilgili gegmise doniik bilgiler
sunar. Analizler sonucunda ¢alismamizda; SSD degeri 0,90 seklinde elde edilmis
olup p>0.05 olmast durumunda popiilasyonlarin niifussal olarak benzer genisleme
oranlaria sahip olduklarin1 gostermektedir. Bulunan bu deger tiim 6rnekler icin

gecerli olup lokaliteler bazinda degerlendirildiginde de SSD sonuglari benzerdir.

Raggedness indeksi (RI), p degerine bagli olarak mistmatch dagiliminin anlamli olup
olmadigin test etmek i¢in onemlidir. SSD ve rg indekslerinin diisiik sonuglar vermesi
gbzlenen sonuglarin beklenen ya da tahmin edilenler ile uyup uymadigini belirler.
Sonuglarda p>0.05 ise Ho hipotezi (Ho dagilim tek modludur) kabul edilmektedir.
Tek modlu grafiklerde niifusun go¢ baskisi veya darbogaz etkisi altinda kalmadan
Ustsel olarak artmakta oldugunu belirler (Slatkin vd. 1991; Schneider vd. 1999;
Rogers 1995) (Sekil 4.2, Sekil 4.3)

38



— Exp
0.8 -
7 ---g-- Obs
0.6 1
0.4 -
0.2 -
0. 1, = = = d
0 5 10 15 20

Pairwise Differences

Sekil 4.3 E. bullans 79 sekansa ait beklenen ve gozlenen uyumsuzluk dagilima.
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Sekil 4.4 E. bullans popiilasyonlarina ait beklenen ve gézlenen uyumsuzluk dagilim

(Yozgat (Grup 1), Amasya (Grup2), Samsun (Grup6) ve Sinop (Grup7)).
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4.6 Tarafsizhik (Notralite) Testleri

Tajima D testi, popiilasyonlardaki ayrik site sayisini (S) ve haplotipler arasindaki ¢ift
farkliliklarin1 (7t) referans alan iki teta (0) degerini kiyaslamaktadir (Tajima
1989a;1993). Bagka bir ifade ile Tajima D testi, popiilasyonlarin standart notral
modelden sapmasini test etmektedir. Istatistiksel olarak p<0,05 oldugu durumlarda
anlamli olarak yorumlanan degerde dogal secilim, niifus dalgalanmalari ile beklenen
S ve =m parametrelerinin degisiminden kaynaklanmakta olan demografik bir
genigleme  durumunu  gostermektedir.  (p>0,05) oldugu durumlarda ise
poplilasyonlarda nadir varyasyon sayis1 diisiiktiir ve popiilasyon bir darbogazdan
gegmektedir seklinde yorumlanabilir (Hasan vd. 2008). Calismamizda Yozgat,
Amasya, Samsun ve Sinop illerindeki E. bullans popilasyonlarinin Tajima D
degerleri negatif (Tablo 3.3) olup bu durum bu 4 ildeki popiilasyonlarin herhangi
bir se¢ilim baskis1 veya darbogazdan ge¢medikleri listsel olarak ¢ogaldiklar1 ve hizl

niifus artis1 oldugu sonucuna varilabilir.

Tablo 4.4 Tajima’s D ve Fu’s Fs notralite testleri

Lokasyon Tajima’s D Fu’'s Fs
(é?ﬁgalt) 1,054 0.182
Amasya (Grup2) -1,149 -0,537
Corum (Grup3) - -
Kahramanmaras(Grup4) - -
Kayseri (Grup5) - -
Samsun(Grup6) -1,155 -0,595
Sinop (Grup7) -1,006 -0,095

Diger bir nétralite testi olan Fu’s Fs testi popiilasyondaki niifus artisina duyarli bir

istatistik analizdir (Fu, 1997). Anlamli olarak nitelendirilen Fs<0 sonuglari
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popiilasyonlarin genislemekte oldugunu belirtirken Fs>0 durumunda popiilasyonlarin
secilim baskisi veya darbogazdan gegmelerinden kaynakli allel eksikligini temsil
etmektedir (Li vd. 2009). Calismamizda elde edilen negatif degerler Yozgat,
Amasya, Samsun ve Sinop lokasyonlarindaki popiilasyonlarin  genetik

siriklenmelerinin devam ettigi demografik olarak genisledikleri belirlenmistir.

4.7 DNA Barkod

Hebert vd. 2003 yilinda yaptiklar: arastirmada hayvanlarda mitokondriyal sitokrom
oksidaz | geninin 5° uzundan ortalama 655 b¢ lik kismmin ‘standart barkod geni’
olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir. Bu baglamda 79 DNA dizisi verisi analiz
edildi ve 79 DNA barkod kaydi alinmigtir (Genbank).

DNA dizileri baz alinarak tiim orneklere ait niikleotit frekanslar1 belirlenmistir. C;
%16.17, T; %38,93, A; %29,05 ve G; %15,85’tir. Baz bilesimlerinin %67,98 ile

Adenin ve Timine yonelimli oldugu gézlenmistir.

Calismada DNA sekanslar1 kullanilarak tiim Orneklere ait en iyi evrimsel model
belirlenmistir ve Akaike information Kriterine (AIC) gore TrN+G olarak belirlendi
(Paup). Bu evrimsele veriye gore Maximum Likehood filogenetik agaci
olusturulmustur. (Sekil 4.4)
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Sekil 4.5 Euraesta bullans (Hap1-16) popiilasyonlarina ait Maximum Likelihood
filogenetik agaci (Mega X). Hap 19 dis grup olarak belirlenen Euaresta
aequalis (EU484478.1 ) taksonudur.
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BOLUM 5
TARTISMA VE SONUC

Bu calismada Tiirkiyen’nin farkli bolgeleri igerisinde bulanan 7 farkli ilinde
(Amsaya, Corum, Kahramanmaras, Kayseri, Samsun, Sinop ve Yozgat) Xanthiim
spinosum bitkisi lizerinden toplanan ve farkli kosullarda muhafaza edilen E. bullans
populasyonlarinin morfolojik tanimlari yapilmis ve mt COI gen bdlgeleri analiz

edilerek populasyonlar arasi genetik iliskiler ortaya koyulmustur.

Calismada elde edilen DNA verilerinin analizi sonucunda, popiilasyonlar arasi
genetik uzaklik %0,09 ile 90,046 arasinda belirlenmistir. Bu sonu¢ genetik
varyasyonun c¢ok diisiik oldugunu gostermektedir. Dogal popiilasyonlardaki genetik
varyasyon evrimsel ve demografik siirecler arasindaki dengenin bir sonucudur (Li
vd. 2013). Varyasyonun diisiik olmas1 E. bullans popiilasyonlarinin bir darbogazdan
gecmediklerini veya herhangi bir ekolojik bir engel ile karsilagmadiklarini
gostermektedir. Nitekim tiim lokasyonlardan yakalanan 6rneklerin yapilan analizler
sonucunda gelisme gosterdigi, populasyonlarin halen bir etkilesim iginde olduklari

belirlenmistir.

Diisiik genetik varyasyon bazi meyve sineklerinde de tespit edilmistir. Bactarocera
latifrons Tayland 6rneklerinde % 0,09 — 0,86 (Meeyen vd. 2014); Turkiye’den
caligilan B. oleae populasyonlarinda ise %0,09-0,48 (Dogac vd. 2013) olarak
belirlemistir. Genetik cesitlilikte ise gecirmis oldugu demografik yapilara bakmak
gerekmektedir. Ozellikle haplotip ¢esitliligi >0,5 ve niikleotit ©> 0,005 oldugu zaman
popiilasyonlarin evrimsel tarihleri uzundur ve genetik ¢esitlilik yiiksektir (Rosetti ve

Remis, 2012).

Calismamizda haplotip ¢esitliligi (Hd=0,36) elde edilmis olup nikleotit cesitliligi
(0.000159 +/- 0.000302) seklinde belirlenmis ve bu sonuglar popiilasyonlarimizin
diisiik genetik ¢esitlilige sahip oldugunu gostermektedir.
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Calismada populasyonlarin tek modlu bir dagilim (Rogers ve Herpending 1992)
gosterdigi belirlenmistir. Ornek yakalanan 7 lokalitedeki popiilasyonlar tek tek
degerlendirildiginde ani ve mekansal yayilimlarin birbirleriyle uyumlu oldugu
goriilmektedir. Bu durum popiilasyonlarin herhangi bir engel veya gog etkisi altinda

kalmadan sayisal olarak arttigin1 gostermektedir.

E. bullans popiilasyonlarini igeren median joining (MJ) network yapilanmasi da
mistmatch analizleri ile uyumlu sonuglar vermektedir. Cizilen network grafiginde
populasyonlarin belirgin bir darbogazdan ge¢medikleri, baskin haplotip 1 etrafinda
toplandiklar1 belirlenmistir.  Network yapilanmasinin yildiz benzeri oldugu ve
bireylerin gelisme gosterdigi, bireyler arasinda genetik aktarimin devam ettigi tespit

edilmistir.

Mitokondrial COIl gen bolgesi baz alinarak gerceklestirlen DNA dizi analizleri,
notralite testlerinden olan Tajima D ve Fu’s Fs analizlerinden her ikisi iginde
sonuclar negatif degerlerde ¢ikmistir. Bu negatif degerler popiilasyonlardaki giiclii
yayilimi desteklemektedir (Fu ve Li, 1993). Zira tim lokasyonlardaki 6rneklerin
halen etkilesimde olmasi tiiriin yayilis ag¢isindan gii¢lii olusunu destekler niteliktedir.
Ayrica popiilasyonlardaki genetik cesitlilik ve cografik uzaklik arasinda anlamli bir
iligki bulunmamistir. Lokasyonlar arasinda giiclii bir bariyer engeli olmadigindan
diisiik genetik cesitlilik oldugu belirtilmis. Keza yiiksek daglar pek ¢ok tiiriin gen
akiginda onemli cografik bariyerlerdir (Meeyen vd. 2014; Kunprom vd. 2015).
Calismamizda lokasyonlar arasinda bu tir i¢in asilamayacak belirgin bir cografik
bariyer bulunmamaktadir. Calismada kullanilan iller arasinda bir ¢ok canli tiirii igin
bariyer sayilabilecek yiiksek daglarm bulunmasi cografik bariyer olarak
diisliniilebilir. Ancak aragtirmada 7 ilden toplanan E. bullans popiilasyonlarindan
polimorfizm belirlenememistir. Bu durum bu illerden yakalanan meyve sinegi
orneklerininin DNA dizilerinde belirgin bir fark olmadigimi ve bu durumun

morfolojiye yansidigini desteklemektedir.

E. bullans ornekleri beslendigi Xanthium spinosum (Bathhurst Burr) bitkisini
monofag olarak tercih etmektedirler ve ortalama 25-35 °C de ¢ikmaktadirlar.
Sicaklik referansinin diisiik olmast cesitliligi etkileyen faktorleri azaltmaktadir.
Ayrica Farkli cografyalarda yasayan X. spinosum’un ¢ikis donemleri bdlgenin

iklimsel sartlarina bagl olarak farkli donemlerde olabilmektedir. Nitekim Samsun
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ilinde hem Temmuz hemde Agustos aylarinda ornek yakalanirken Amasya’da
Haziran ve Temmuzda 6rnekler elde edilebilmistir. Farkli lokasyonlarda olsalar dahi
bdceklerin beslendikleri X. spinosum bitkisi benzer ekolojik kosullarda yetismekte ve
bu kosullarda bocekler beslenebilmektedir.  Segilim  baskisina  maruz

kalmamaktadirlar.

Calismada elde edilen E. bullans DNA dizileri Genbank’a eklenmis ilk verilerdir.
Ayrica Tiirkiye’nin komsu bolgelerinde taksona ait bir Genbank tizerinden bir veri
bulunmamasi karsilastirma olanagini kisitlamistir. Bu arastirmanin sonuglar1 daha

sonraki barkodlama ¢alismalari i¢in referans niteligindedir.
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