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Colorado Patates Bocegi olarak bilinen Leptinotarsa decemlineata, patates ekimi yapilan yerlerde
iiriin kaybina neden olan en onemli zararhdir. Bu tez calismasi kapsaminda I¢ Anadolu
Bolgesinden 29 lokaliteden toplanan Leptinotarsa decemlineata populasyonlarinda genetik
varyasyonlar1 belirlemek i¢in ¢ekirdek DNA belirtecleri (mikrosatellit) kullanilmistir. Toplam 11
mikrosatelit lokusu (LdA11b, LdB8b, LdD4h, LdE10e, LdE1lc, LAAC5-2, LAAC5-22, LdGA4-
5, LAGA5-11, LdGA4-18 ve LdGA5-30) fragment analizi ile ¢alisilmig ve toplam 145 6rnegin
genotipleri bu lokuslar agisindan tespit edilmistir. Bu lokuslara ait alel sayilar1 4 ile 11 arasinda
degismekte, en diisiik alel LdE10e lokusunda ve en yiiksek alel ise LdD4h lokusunda
bulunmustur. Leptinotarsa decemlineata’nin il bazinda populasyon i¢i ve populasyonlar arasi
genetik cesitlilik parametreleri (Fst, Fis, Nm, Heterozigotluk, Genetik uzaklik) belirlenmistir.
Yapilan populasyon genetigi analiz sonuclarina gére; I¢ Anadolu bdlgesi populasyonlar1 kendi
icinde {i¢ farkli grubu olusturmaktadir. Faktoriyel Korrespondans Analizi dagilim grafigi ve
Komsu baglama yontemi ile elde edilen agagta Konya tek basina bir grup olustururken, Nigde,
Eskisehir, Kayseri, Aksaray, Nevsehir, Ankara ve Karaman ikinci grubu, Sivas ve Yozgat ise
iiclincli grubu olusturmaktadir. Bu durum o6rneklerin toplandigi lokasyonlar gbz Oniine
alindiginda cografik konumlarin birbirine olan uzakliklariyla (FKA) tutarlilik gostermektedir.
Populasyonlar bolge bazinda degerlendirildiginde ise populasyonlar arasinda genetik
varyasyonun diisiik oldugu, var olan varyasyonlarin ¢ogunun populasyon igindeki bireyler
arasinda oldugu goriilmektedir. Patates bdceginin iilkemizde son 50 yilda goriilityor olmasi,
genetik varyasyonun diisiik olmasi sonucunu desteklemektedir.

Aralik 2018, 58 sayfa

Anahtar Kelimeler: Leptinotarsa decemlineata, mikrosatellit, genetik varyasyon, populasyon
genetigi



ABSTRACT

Master Thesis

MICROSATELLITE VARIATION IN POTATO BEETLE Leptinotarsa decemlineata, Say
(Coleoptera: Chrysomelidae) POPULATIONS DISTRIBUTED IN CENRAL ANATOLIA

Salih Berkay BERKCAN

Ankara Universtiy
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Advisor: Prof. Dr. irfan KANDEMIR

Co-Advisor: Asst. Prof. Dr. Ayca OZKAN KOCA

Leptinotarsa decemlineata, known as Colorado Potato beetle is the most important pests that
cause the loss of product in the potato cultivation areas. Nuclear DNA markers (microsatellites)
were used to determine genetic variations in Leptinotarsa decemlineata populations collected
from 29 localities in Central Anatolia region within the scope of this thesis. A total of 11
microsatellite loci (LdA11b, LdB8b, LdD4h, LdE10e, LdE11lc, LAACS5-2, LAAC5-22, LdGA4-5,
LdGAS5-11, LdGA4-18, and LdGA5-30) were studied by using fragment analyses and genotypes
of 145 samples with respect to these loci were determined. The allele sizes of these loci were
ranged between 4 and 11, the smallest allele size was found in LdE10e, and the largest allele size
was obtained in LdD4h locus. With respect to Leptinotarsa decemlineata populations in Central
Anatolia, within and among populations, genetic variation parameters (Fst, Fis, Nm,
Heterozygosity, Genetic distance) were determined. According to the population genetic analysis;
Populations of Central Anatolia divided into three groups. Factorial Correspondance Analyses
(FCA ) scatter plot and Neighbor-Joining tree resulted in similar outcome. According to the results
of the analysis, Konya is formed a single group alone, Nigde, Eskisehir, Kayseri, Aksaray,
Nevsehir, Ankara, and Karaman are clustered together and formed the second group, Sivas and
Yozgat are included in the third group. The distances of geographical locations are well reflected
to the FCA groupings. Low level of genetic variation was found among the populations in Central
Anatolia and most of the variation was within the populations. Provided that the presence of
Colorado Potato Beetle is not more than 50 years, the low level of genetic variation is expected.

December 2018, 58 pages
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1. GIRIS

Diinyada “Colorado Patates Bocegi (CPB)”, iilkemizde de patates bocegi olarak bilinen
Leptinotarsa decemlineata ilk kez patates bitkisinin yabanil tiirii olan (Solanum
rostratum) tizerinde goriilmiistiir. Gliniimiizde ise CPB Diinya’da yaygin olarak Solanum
tuberosum ile beslenmektedir. Meksika’da yaygin olarak bulunur ve oraya 6zgii bir
tiirdiir. Patates bitkisi 1860’larda Amerika’nin Midwest bolgesine yayilmistir. Patates
bocegi de 1880 yilinda Amerika’nin dogu kiyilarina ulagmis, 1920’lerde ise Avrupa’da
Fransa’nin batisinda goriilmeye baslamistir ve yaklasik 30 yil icerisinde tiim Avrupa’ya

yayildigi tespit edilmistir (Grapputo vd. 2005), (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1 Diinyada patates ekimi yapilan yerler (https://www.potatopro.com/ 2012)

Patatesin Tirkiye’de ilk olarak yetistirilmeye baslamasi ile ilgili bircok farkli goriis
mevcuttur. Bunlardan ilki Zhukovsky (1933)’e gore patates, tilkemize 1853 yilinda girmis
ve 19. ylizyilda tiiketilmeye baslanmistir. Tarimina ise ilk defa Sakarya nehri vadisinde,
Karadeniz bogaz1 yakinlarinda ve Adapazari bolgesinde baglanmig, daha sonra tiim
iilkeye yayilmistir. ikinci olarak ipek 1938 yilinda, patatesin Tiirkiye’de ilk defa, 1876
yilinda Adapazari ovasinda yetistirildigini bildirmistir (Onaran vd. 2000). Ilisulu
(1957)’nun yaptig1 arastirmaya gore ise patatesin 1850 yilinda Rusya’dan Kafkasya


https://www.potatopro.com/

tizerinden Tirkiye’ye girdigini ve ilk olarak Dogu Anadolu ve Karadeniz’in bazi

yaylalarinda yetistirilmeye baslanmis olabilecegini bildirmistir.

Patates diinyada ve iilkemizde temel besin kaynaklarindan sayilmaktadir. FAOSTAT
2015 verilerine gore diinya iizerinde patates tireten iilkelerin basinda 95.987.500 ton ile
Cin Halk Cumbhuriyeti gelmektedir. Bunu takip eden iilkeler yaklasik 20.000.000 ton ve
lizerinde iiretim yapan Hindistan (45.343.600 ton), Rusya (30.199.100), Ukrayna
(22.258.600 ton) ve ABD (19.843.900)°dir. Tirkiye patates yetistiriciliinde on

dokuzuncu sirada yer almakta olup iiretim 3.948.000 ton civarindadir (Cizelge 1.1).

Tiirkiye patates tiretimi ig¢in uygun cografik sartlara sahiptir. Buna bagli olarak iilke
genelinde 81 ilden 75’inde patates liretimi yapilmaktadir (Sekil 1.2). Patates iiretiminde
I¢ Anadolu bélgesi Tiirkiye genelinde iiretilen toplam patatesin biiyiik bir kismini (%61)
iistlenmektedir. Nigde ve Nevsehir illerinde gerceklestirilen toplam iiretimler ise I¢
Anadolu boélgesinin toplam tiretiminin %?23’iinii iistlenmektedir (Caliskan vd. 2010).
TUIK 2017 verilerine gore Tiirkiye’de en fazla patates iireten ilk ii¢ il sirasiyla Nigde
(835.200 ton), Konya (567.076 ton) ve Kayseri (351.270 ton)’dir (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.1 FAO 2015 verilerine gore diinyada en yliksek miktarda patates tiretimi
yapan tilkeler

Siralama Ulke Uretim Miktar1 (Ton)
1 Cin 95.987.500
2 Hindistan 45.343.600
3 Rusya 30.199.100
4 Ukrayna 22.258.600
5 ABD 19.843.900
6 Almanya 9.669.700
7 Banglades 8.603.000
8 Fransa 6.975.000
9 Hollanda 6.801.000



Cizelge 1.1 FAO 2015 verilerine gore diinyada en yiliksek miktarda patates iiretimi
yapan lilkeler (devam)

10 Polonya 6.334.200
11 Belarus 5.913.710
12 Birlesik Krallik 5.580.000
13 fran 5.560.000
14 Cezayir 4.928.030
15 Misir 4.800.000
16 Kanada 4.620.000
17 Peru 4.570.670
18 Malavi 4.535.960
19 Tirkiye 3.948.000
20 Pakistan 3.802.200

Cizelge 1.2 TUIK 2017 verilerine gore I¢ Anadolu bdlgesinde patates iiretimi yapilan
illerde ve Tiirkiye genelinde patates tiretim miktarlari

Siralama iller Uretim Miktar1 (Ton)
- Tiirkiye 4.800.000
1 Nigde 835.200
2 Konya 567.076
3 Kayseri 351.270
4 Nevsehir 249.626
5 Aksaray 207.810
6 Sivas 182.149
7 Eskisehir 86.542
8 Karaman 31.067
9 Yozgat 27.600

10 Ankara 18.595
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Sekil 1.2 Tiirkiye’de ekilen patates bitkisinin illere gore iiretim miktarlar1 (Caliskan vd.
2010)

Patates boceginin Tiirkiye’de ilk olarak 1963 yilinda Trakya bolgesinde Edirne-
Yunanistan siir bolgesinde goriildiigii bildirilmistir (Atak 1973). Bu bilginin diginda,
baska yolla patates boceginin Tiirkiye’ye girisi veya bocegin Tiirkiye cografyasinda nasil
dagildigi ile ilgili herhangi bir bilgi bulunmamaktadir. Patates boceginin ilk kez Tiirkiye-
Yunanistan smirinda goriilmiis oldugu bilgisi, iilkemizdeki populasyonlarin Avrupa

kokenli oldugu diistincesini desteklemektedir.

Patates’in Tiirkiye’ye girisi ile ilgili olarak ortaya atilan goriisler degerlendirildiginde,
bocegin farkli bolgelerde de ilk olarak goriilmiis olabilecegi s6z konusudur. Ayrica
bdcegin ugma kabiliyeti her ne kadar zayif olsa da kuvvetli riizgarlarin yardimiyla uzun
mesafelere go¢ ederek diger bolgelere yayildigi bilinmektedir. Bu acilardan bakildiginda,
arastirmalarimiz dahilinde bildigimiz, Tiirkiye’deki patates zararlilarinin basinda yer alan
patates bocegi populasyonlarin durumu, genetik yapisi, Tiirkiye’deki go¢ yolu ve

kolonizasyonu ile ilgili genetik temellere dayanan herhangi bir ¢aligma bulunmamaktadir.

Diinya ¢apinda yaygin olarak her bolgede patates ekimi yapildigi bilinmesine ragmen bu
ekim alanlarinda patates {iriiniinde biiyiik ekonomik kayiplara yol agan patates bocegi
populasyonlarinin genetik yapisin1 anlamaya yonelik caligmalar oldukca azdir. Yapilan
sitogenetik calismalarla patates bocegi populasyonlarinda 3 farkli kromozomal 1rkin

varhigr gosterilmis (Hsiao ve Hsiao 1983), fakat bu c¢alismalar patates bocegi



populasyonlariin yapisini ¢6zmek i¢in yeterli olmamistir. Jacobson (1983) 11 Amerika
ve 1 Avrupa populasyonunda, 11 genetik lokusdaki (ACPH, EST-1, EST-2, FUM, G-
6PDH, GOT, a-GPDH, IDH, MDH, ME, SOD) enzim iiriinleri bakimindan varyasyonu
incelemek i¢in nisasta jel elektroforezi metodunu kullanarak ¢caligma yapmis ve Amerika
- Avrupa populasyonlarinin genetik olarak benzer oldugunu; ancak SOD lokusunun
Meksika populasyonlarini ayirmada tanimlayicit oldugunu bulmus ve burada yasayan
bireylerdeki heterozigotlugun diger popiilasyonlara gore daha diisiik oldugunu
saptamistir. Azeredo-Espin vd. (1996), Kuzey Amerika’da farkli eyaletlerden elde ettigi
4 lokal populasyonunda RFLP (restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi) metodunu
kullanarak mitokondriyal DNA (mtDNA)’da 3 kesim enzimi (EcoRI, Hpal, Pstl) ile
patates bocegi populasyonlari igindeki varyasyonun, populasyonlarinin orjininin ve tiiriin
Kuzey Amerika’ya yayilmasinin belirlenmesinde bu yontemin kullanilishh oldugunu
belirtmistir. Ayrica ayni kesim enzimleri ve RFLP yontemi ile bu defa 10 farkh
populasyonda genetik varyasyonu, populasyonlar i¢indeki ve arasindaki polimorfizmi ve
populasyon yapisini belirlemede bu yontemi kullanmistir. Bu yontemler ile cografik
bolgeler boyunca 6nemli farkliliklar gosteren 16 haplotip bulunmustur (Azeredo-Espin
vd. 1991). Sidorenko ve Berezovska (2002) Ukrayna’nin Kiev sehrindeki lokal
populasyonlarin genetik yapisini ortaya c¢ikarmak i¢in farkli bir yontem olan RAPD
(rastgele cogaltilmis polimorfik DNA) metodu ile 3 lokal populasyonda ¢alisma yapmis
ve elde edilen bulgular populasyon yapilanmasinin tam oldugunu gdstermistir. Bunun
populasyonlarin biiyiikligiiniin kontroliinde kullanilan insektisitlere adaptasyon ile

aciklanabilecegi belirtilmistir.

mtDNA gen bolgesi dizisini ve AFLP (¢ogaltilmis parca uzunluk polimorfizmi)
belirtecini kullanilarak Kuzey Amerika’da 5 populasyon ve Avrupa’da 8 populasyon ile
populasyonlarin genetik yapisin1 ve genetik ¢esitliligini aragtirtlmistir. Kuzey Amerika
populasyonlarinda yiiksek diizeyde mitokondriyal ve niikleer degiskenlik ve Orta
Amerika’daki populasyonlarda yiiksek genetik degiskenlik bulunmustur (Grapputo vd.
2005). Avrupa populasyonlarinda hem AFLP belirteci hem de mtDNA gen bolgesi analizi
sonucu genetik cesitlilikte onemli diisiis goriilmistiir. Tek bir haplotipten Avrupa
populasyonlarinin  orjin aldigi belirtilmistir. AFLP belirtecine gore olusturulan

neighbour-joining agacinda her iki kita populasyonlart 2 kiime seklinde ayrilmis ve



Avrupa populasyonlar1 da tek kiimede bati ve dogu populasyonlari1 olarak 2 kola
ayrilmistir. Grapputo (2006) tarafindan daha sonra patates boceginde mikrosatellit
belirtegleri gelistirilmis ve bu belirtegler karakterize edilmistir. Grapputo (2006) 4
Leptinotarsa decemlineata populasyonundan toplanan 54 bireyde 11 mikrosatellit lokusu
ile calisgmig ve bu karakterize ettigi mikrosatellit belirteclerini genetik ¢esitlilik,
populasyon yapisi ve ebeveyn analizi hesaplamalarinda kullanilabilecegini belirtmistir.
Cin patates iiretiminde ilk sirada yer alan iilkedir. Patates bocegi Cin’de ilk kez 1993
yilinda bulunmus ve Xinjiang’da Uygur Bolgesi’ne yayilmistir. Zhang vd. (2013) bu
bolgedeki genetik varyasyonu ve goc¢ seklini daha iyi anlamak i¢in daha Onceden
Grapputo (2006)’nun patates boceginde karakterize ettigi 11 mikrosatellit belirtecinden 7
tanesini kullanmistir. Xinjiang boyunca 10 populasyondaki genetik iliskiyi ve gen akisini
aydmlatmaya calismistir. Genetik ¢esitliligin diinyadaki diger populasyonlardan az
oldugunu ortaya koymustur. Bu calismada 6zellikle patates boceginin kolonize oldugu
alanlarda diisiik genetik cesitlilik gosterse de yeni bolgelere adapte olmada yeterli genetik

cesitlilik gosterdigi belirtilmistir.

Bu verilere dayanarak iilkemizin diinya capinda patates iiretimi yapan lilkeler arasinda
{ist siralarda yer almasi, bolgeler bazinda iiretimde I¢ Anadolu bdlgesinin ilk sirada yer
almas1 ve burada bulunan illerde yapilan patates iiretim miktarinin ¢ok yiiksek olmasi
nedeniyle bu tez ¢alismasinda, I¢ Anadolu Bolgesi ekim alanlarinda patates bitkisine
zarar veren patates bocegi Leptinotarsa decemlineata, Say (Coleoptera: Chrysomelidae)
populasyonlarinda, molekiiler belirteglerinden biri olan mikrosatellit lokuslar1 (LdA11b,
LdB8b, LdD4h, LdE10e, LdE11lc, LAAC5-2, LAAC5-22, LdGA4-5, LAGA5-11, LdGA4-
18, LdGA5-30) kullanilarak genetik varyasyonun ortaya ¢ikarilmasi ve elde edilen
genotip verilerinden populasyon genetigi istatistiksel analizleri ile genetik cesitlilik,
populasyon yapist ve populasyon genetik parametrelerinin belirlenmesi amag

edinilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Leptinotarsa decemlineata ile Tlgili Genel Bilgiler

Patates Bocegi (Leptinotarsa decemlineata), tilkemizde patates bitkisi tizerinde zararli
olan ve miicadele edilmedigi takdirde ciddi iiriin kaybina neden olan ana zararlidir.

Patates Bocegi, Coleoptera takimindan Chrysomelidae familyasi i¢inde bulunur.

2.1.1 Sistematikteki yeri

Patates Bocegi ilk olarak 1811°de Thomas Nuttall tarafindan gézlemlenmis ve 1824°te
Amerikali Entomolog Thomas Say tarafindan resmen agiklanmigtir. Thomas Say
tarafindan aciklanan patates boceginin sistematik olarak yeri;

Kingdom: Animalia

Phylum: Arthropoda

Class: Insecta

Order: Coleoptera (Linnaeus, 1758)

Family: Chrysomelidae (Latreille, 1802)

Subfamily: Chrysomelinae (Latreille, 1802)

Genus: Leptinotarsa (Chevrolat in Dejean, 1836)

Species: Leptinotarsa decemlineata (Say, 1824)



2.1.2 Order: Coleoptera

Coleoptera; Archostemata, Myxophaga, Adephaga ve Polyphaga alttakimlariyla
tanimlanan ve yaklagik 350.000 tiir ile en biiyiik bocek takimidir (Sekil 2.1) (Caterino vd.
2002, Gullan ve Cranston 2010). Coleoptera takimina bagl iiyelere ait en eski fosiller alt
Permiyen donemine aittir. Alt Permiyenden sonra takim bir¢ok farkli formlara ayrilmistir

(Ponomarenko 1995).

ELATERIFORMIA
Elateroidea .
o Cantharoidea Curculionoidea
Staphylinoidea
Rhipiceroidea
Buprestoidea
Dryopoidea
Chrysomeloidea
SCARABAEIFORMIA /-'
Scarabaeoidea
Byrrhoidea Cuciicii
/__\ Cleroidea ey
Histeroidea Dascilloidea FRESTRYCHIECRNIA Lymexyloidea
Bostrychoidea
CUCUIJIFORMIA
Dermestoidea
Hydrophiloidea
STAPHYLINIFORMIA
POLYPHAGA
MYXOPHAGA
Sphaerioidea
\ Cupedoidea
" ARCHOSTEMATA
Caraboidea
ADEPHAGA

Sekil 2.1 Coleoptera takimina ait filogeni diyagrami (Gillot 1982)



Coleoptera takimmnin en karakteristik 0zelligi 6n kanatlarin sertlesip elitray:
olusturmasidir. Elitra arka kanatlar1 orterek arka kanatlar1 korur ve hareketi sadece ugus
Oncesi ve sonrasinda acilip kapanmayla sinirlidir. Ayrica gogiis iskeletinin basit sekilde

olmas1 ve gogiis kaslarinin sayisinin az olmasi da diger bir ayirt edici 6zelligidir.

Bunun disinda viicutlar1 genellikle ¢ok sertlesmistir. Cigneyici agiz tipine sahiptirler.
Anten segmentleri genellikle 11’1 gegmez. Bacaklar kazici bacak, yiiziicii bacak ve
sigrayici bacak gibi degisik sekillerde olabilir. Abdomen disilerde 9, erkeklerde ise 10

segmentlidir. Holometabol gelisim gosterirler (Gullan ve Cranston 2010).

2.1.3 Family: Chrysomelidae ve Subfamily: Chrysomelinae

Chrysomelidae familyas1 yaprak bocekleri olarak bilinir ve 19 altfamilya, 2000°den fazla
sayida cins ve yaklasik 50.000 tiir ile temsil edilirler (Lopatin 1977). Bu familyanin

iyeleri diinya genelinde tarimda iiriin kayiplarina neden oldugu bilinmektedir.

Chrysomelinae biiyiik bir altfamilyadir. Diinyada 130 cins ve yaklasik 3000 tiirii Lopatin
(1977) tarafindan tespit edilmistir. Tiirler boy, sekil ve renk olarak ¢ok fazla farklilik
gostermekle birlikte cogunlukla 2-30 mm uzunlukta, oval ve parlak renklidirler (Wilcox
1954, Booth vd. 1990). Jolivet vd. (1988) arastirmalarina goére Chrysomelinae
altfamilyasina ait tiirlerin %40’ min bireyleri ergin ve larval donemde 47 bitki
familyasinda ciddi {irlin kayiplarina neden oldugu bilinmektedir. Bazi tiirlerin viral bitki
hastaliklarinin vektorii olmasina ragmen bazi tiirler de yabani otlara karsi biyolojik

miicadelede kullanildiklar1 tespit edilmistir (Booth vd. 1990, Aslan 1994).

2.1.4 Genus: Leptinotarsa (Chevrolat in Dejean, 1836)

Leptinotarsa, aktif spekiilasyon siirecinde olan evrimsel olarak yeni bir cins olarak kabul
edilmektedir. Orijini biiylik olasilikla Giiney Meksika’dir (Medvedev 1981). Jacques

(1988) bu cinse ait toplam 41 tiirii listelemistir. Leptinotarsa cinsine ait 20 tiir i¢in konakg1



bitkiler bilinmektedir (Hsiao ve Hsiao 1983). Bu konakg1 bitkilerin 9 tanesi Solanaceae,

9 tanesi Compositae ve 1 tanesi Zygophyllaceae familyalari olmak tizere 10 tiir vardir.

Leptinotarsa tiirlerinin yasam dongiileri veya biyolojileri olduk¢a benzerlik
gostermektedir. Leptinotarsa tiirleri yumurtalarini herhangi bir koruma olmaksizin
konuk¢unun yapraklarina veya yaprak saplarina birakirlar. Bazi tiirler yumurtalarin
kiimeler halinde yapragin {ist kismina birakirken, bazi tiirler ise yapragin alt kistmlarini

tercih ederler (Jacques 1988).

Leptinotarsa juncta gibi bazi tiirler birkag tane yumurta birakirken, Leptinotarsa lineolata
20-40 arasi1 diizensiz kiime halinde, Leptinotarsa decemlineata ise yine kiime halinde
yaklasik 100 tane yumurta birakir. Larvalar 7 giin i¢inde yumurtadan ¢ikar ve hemen
konukgunun yapraklariyla beslenmeye baslarlar. Larvalarin beslenme davraniglar1 bazi

Leptinotarsa tiirleri i¢in toplu sekilde oldugu gozlemlenmistir (Jacques 1988).

Genellikle 4 larval donem gegirirler. Larva donemleri iklim kosullarina bagli olarak 15
giin kadar siirebilir. Beslenmesini tamamlayan larvalar toprak altina girerek prepupa
asamasina gegerler. Prepupa asamasi larvalar i¢in aktif bir donem degildir ve dordiincii
larval donem olarak goriiliir. Pupatasyon yine toprak altinda gerceklesir ve ergin bireyin

pupadan ¢ikis1 yaklasik 10 giin kadar siirer (Jacques 1988).

2.1.5 Species: Leptinotarsa decemlineata (Say, 1824)

Patates bocegi ilk olarak Thomas Say tarafindan 1824 yilinda Chrysomela cinsinin bir
liyesi olarak tamimlanmistir. Daha sonra morfolojik 6zelliklere dayanarak Doryphora
cinsine tasinmustir (Alyokhin vd. 2012). Son olarak Stal 1865 yilinda bu tiiriin yeni

tanimlanmuis bir cins olan Leptinotarsa’da yer almasini saglamustir.

Patates bocegi Thomas Nuttall tarafindan ilk olarak 1811°de Amerika Birlesik
Devletleri’nde toplanmistir. Daha sonra Thomas Say 1819 ve 1820°de Towa — Nebraska
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siiriin yakininda ek koleksiyonlar yapmig ve bunu bilim i¢in tarif etmistir (Casagrande

1985, Jacques 1988).

Giiniimiizde Patates bocegi tiim Avrupa, Tiirkiye, Iran, Orta Asya ve Bati Cin’de
yetistirilen patates bitkilerine zarar vermektedir (Jolivet 1991, Weber 2003). Kuzey
Amerika, Avrupa ve Asya’da yaklasik 16 milyon kilometre karelik alan1 kaplamakta ve
populasyonlarint genisletmeye devam etmektedirler (Weber 2003). Ayrica potansiyel
olarak Dogu Asya, Hint Yarimadasi, Giiney Amerika, Afrika, Yeni Zelanda ve
Avustralyanin 1liman boélgelerine yayilabilecegi bildirilmistir (Worner 1988, Jolivet
1991, Weber 2003).

Erginler sekil olarak ovaldir ve yaklagik 10 mm uzunlugunda 7 mm genisligindedir.
Renkleri soluk saridir. Elitranin tiim uzunlugu boyunca 5 serit siyah ¢izgileri vardir. Bas

ve pronotumda siyah noktalar vardir (Sekil 2.2).

Sekil 2.2 Ergin Patates bocegi
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Yumurtalar yaklasik 1.5 mm uzunlugundadir ve sar1 renklidir. Yumurtadan ¢ikmaya hazir

olan larvalar oldugu zaman renk saridan turuncuya donmektedir (Sekil 2.3).

Sekil 2.3 Patates bocegi yumurtalari

Larvalar siyah kafali, siyah bacakli ve her iki tarafta sirali siyah renkte erikiform tiptedir.

Pupatasyon Oncesi 4 instar donem gegirmektedirler (Sekil 2.4).

Sekil 2.4 Patates bocegi larvalari
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Patates bocegi Solanaceae familyasindan yaklasik 10 tiirii istila edebilirler. Bunlarin
arasinda patates (Solanum tuberosum), domates (Solanum lycopersicum) ve patlican
(Solanum melongena) en onemli konaklardir (Hare 1990). Erginler ve larvalar bu
yapraklar1 yiyerek beslenmekte ve en fazla zarar1 son donem larvalar1 olusturmaktadir

(Sekil 2.5).

Sekil 2.5 Patates bitkisinin yapraklariyla beslenen larvalar

Patates boceginin yiiksek populasyon yogunluguna ulastigi yillarda larvalarin verdigi
zarar bitkilerin erken donemlerinde herhangi bir miicadele yapilmamasi durumunda %
100’e kadar ¢ikabilmektedir. Patates bocegi ayn1 zamanda bakteriyel ring rot hastaliginin
vektoriidiir ve iklimsel kosullar uygun oldugu takdirde patateslerde yiiksek oranda {iriin

kaybina neden olabilmektedir (Christie vd. 1991).

Diyapoz, Patates boceginin ¢evreye uyumunda ¢ok onemli bir rol oynar ve ekili

patateslere zarar vermede Onemli Ol¢iide katkida bulunmaktadir. Diyapozdaki bireyler
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kullanilan insektisitlerin etkilerinden kagarlar ve kosullar elverisli hale geldiginde
diyapozdan ¢ikarak eski niifus yogunluklarina ulasabilirler. Bu da bocegin ¢ok daha

soguk iklimlerde kolonilesmesine olanak saglamaktadir (Biever ve Chauvin 1990).

Patates bocegi’nde {ireme davranisi, yavrularin genetik cesitliligini en st diizeye
cikarmaya yoneliktir. Hem erkek hem de disi erginler farkli partnerlerle coklu eslesmeler
gerceklestiren ve oldukea sik goriilebilen bir tiirdiir (Szentesi 1985) (Sekil 2.6).

v

Sekil 2.6 Ureme davranisi gosteren ergin patates bocekleri

2.2 Populasyon Genetigi ve Populasyon Genetiginin Temel Prensipleri

Populasyon, belirli bir cografik alanda yayilis gosteren ve aralarinda ¢iftleserek verimli
doller olusturabilen ayni tiiriin bireylerinin olusturdugu topluluktur. Populasyon genetigi,
bir populasyondaki kalitsal dagisikliklerin ¢alisilmasi; populasyondaki mikroevrimsel
degisiklikleri inceleyen bilim dalidir (Reece vd. 2016). Hardy, Weinberg, Castle ve Yule

gibi aragtirmacilar populasyon genetiginin temel prensiplerini yirminci yilizyillin
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baslarinda formiilize etmislerdir. Bu konuda, dort temel evrimsel mekanizma ve bunlarin
etkilerinden yola ¢ikarak arastirmalar yapmislardir. Bahsedilen bu dort temel mekanizma,

dogal segilim, genetik siiriiklenme, mutasyon ve gen akisidir (Sekil 2.7).

Sekil 2.7 Evrim mekanizmalarinin 6zeti (Freeman ve Herron 2009)

2.2.1 Hardy-Weinberg kurah

Hardy-Weinberg kurali; sinirsiz biiyiikliikte ve rastgele eslesme oldugu teorik olarak
kabul edilen, mutasyon, gé¢ ve dogal secilim gibi evrimsel siireglerin goz Oniine
alinmadig1 hipotetik populasyonda alel ve genotiplere ne olacagini matematiksel olarak

tanimlar. Bu kural 1908 yilinda birbirinden habersiz ve bagimsiz olarak ayni sonuglara
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ulasan Ingiliz matematik¢i Godfrey H. Hardy ve Alman hekim Wilhelm Weinberg
tarafindan gelistirilmis matematiksel bir modeldir. Bu modelde tanimlanan hipotetik

populasyonun 6zellikleri sunlardir:

- Secilim yoktur. Tlim bireylerin hayatta kalmalar1 esit oranda ve esit miktarda gamet ile

gen havuzuna katkida bulunmuslardir.

- Mutasyon yoktur. Populasyonda mevcut olan alellerin hi¢ biri mutasyon ile var olan

diger bir alele doniismemistir ve herhangi yeni bir alel olusumu gézlenmemistir.

- GO¢ yoktur. Populasyondan higbir birey ayrilmamistir ve populasyona disaridan hicbir

birey dahil olmamustir.
- Populasyon simirsiz biiyiikliiktedir. Rastgele etkiler ve 6rneklem hatalar1 ihmal edilir.
- Bireyler eslerini rastgele segerler.

Bu sartlar altinda Hardy-Weinberg kurali iki sonug ortaya koyar:

1) Populasyondaki alel frekanslar1 nesilden nesile degismeden kalir.

2) Eger bir lokusta bulunan A ve a gibi iki alel géz alinacak olursa, rastgele eslesme
sonucunda populasyonda bulunan AA:Aa:aa genotiplerinin sikligi (p = A alelinin, g =a
alelinin siklig1 olmak iizere) p? + 2pq + g2 = 1 seklinde hesaplanir. Bu esitligi saglayan
her iki alele ait p ve q sikliklart i¢in populasyon Hardy-Weinberg dengesindedir.

Incelenilen lokuslar i¢in populasyonda herhangi bir evrimlesme goriilmez.

Hipotetik populasyonun 6zellikleri saglandiginda populasyonlarin evrimlesmeyecekleri
spesifik ideal kosullarin bir listesini vererek, aslinda gercek diinyada evrime neden
olabilecek giiclerin bir setini tanimlar. Hardy-Weinberg kuralim1 bir sifir model (null
model) haline getiren sey tam olarak budur. Bu sayede dogal populasyonlarda alel ve
genotip frekanslar1 hesaplanabilir ve populasyonun evrim gecirip gegirmedigi

belirlenebilir (Freeman ve Herron 2009).
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2.2.2 Dogal secilim

Hardy-Weinberg dengesinin korunabilmesi igin populasyondaki bireylerin tamaminin
yasamini slirdiirme yetenegi ve verimli doller olusturma yetenegi esit olmalidir. Boyle bir
durum dogal populasyonlarda ¢ok biiyiik olasilikla ortaya g¢ikmayacaktir. Ciinkii
populasyonlar ¢esitli tipte bireylerden olusur ve bunlarin bazilar1 digerlerine gére daha
fazla yavru meydana getirirler. Ureme becerisindeki bu farklilik dogal segilim olarak
ifade edilir. Segilim, alellerin bir kismmnin bir sonraki kusaga mevcut kusaktaki
oranlariyla orantisiz bir sekilde aktarmasiyla sonuglanir. Bir gen havuzunu degistirebilen
tim mikroevrim faktorleri arasinda yalnizca dogal sec¢ilim populasyonun cevresine
uyumunu saglar ve dogal se¢ilim bu populasyondaki uygun genotipleri korur ve ¢ogaltir
(Reece vd. 2016).

2.2.3 Genetik siiriiklenme

Bir populasyonda iireyebilen bireylerin sayist azaldigi zaman, bu iireyebilen bireylerin
sahip oldugu alellerin tamammin mevcut frekanslariyla birlikte gelecek nesile
aktarilmasiyla ortaya ¢ikan durumdur. Siiriiklenme, bireylerin rastgele gamet dagilimi
sonucunda alel frekansindaki degisiklik olarak tanimlanir. Kiigiik populasyonlarda

yiiksek, biiyiik populasyonlarda diisiik oranda gozlenir (Reece vd. 2016).

2.2.4 Mutasyon

DNA dizisindeki degisiklikler mutasyon olarak adlandirilir. DNA molekiilii izerindeki
herhangi bir baz degisimi, DNA molekiilleri arasindaki koparak par¢a degisimleri
(insersiyon), DNA molekiiliinde olusan parca kayiplar1 (delesyon) mutasyonlarin

gerceklesme sekilleridir.

Bir DNA molekiilii iizerinde sadece bir niikleotid ¢iftinin degismesi nokta mutasyon

olarak adlandirilir. Eger bu degisim protein kodlayan bir bolge iizerindeyse, farkli bir
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aminoasit olusumuna neden olabilir, ve bu da dolayli yoldan tigiinciil ve dordiinciil
protein yapisinda degisikliklere neden olabilir. Bu durum yanlis anlamli mutasyon olarak
adlandirilir. Orak hiicre anemisi nokta mutasyona verilebilecek drneklerden biridir. Diger
bir olasilikta ise bu degisim protein kodlayan bolge iizerinde olmayabilir. Bu duruma

sessiz mutasyon adi verilir.

Mutasyonlarin birden fazla sebebi olabilir. Replikasyon sirasinda gerceklesen hatalar en
bliyiik sebeplerden biridir. Replikasyon sirasinda DNA polimeraz kalip zincirin karsisina
yanls niikleotid yerlestirebilir. Eger bu hata DNA tamir mekanizmalari tarafindan fark

edilmezse replikasyon mutasyonla sonuglanir.

Mutasyonlar somatik ya da germ hiicrelerinde meydana gelebilir. Somatik hiicrelerde
meydana gelen mutasyonlar lokal hiicre 6liimlerine, hiicresel fonksiyon degisikliklerine
ya da kontrolsiiz hiicre boliinmelerine neden olabilir. Germ hiicrelerinde meydana gelen
mutasyonlar kalitilabilir ve genetik hastaliklarin, genetik varyasyonun ve evrimin

temelini olusturabilirler (Klug vd. 2011).

2.2.5 Gen akig1

Bir populasyonda iireme yetenegine sahip olan bireyler ya da gametlerin populasyonlar
arasinda gog¢ etmesi sonucunda alel kazanimi ya da kayb1 meydana gelebilir. Bu durum
gen akigi olarak ifade edilir. Gen akis1 populasyonlar arasindaki farkliliklari azaltir. Gen
akis1 yeterince fazlaysa populasyonlar arasi ortak bir gen havuzu olusur veya bu

populasyonlar tek bir populasyon haline gelebilir (Reece vd. 2016).

2.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), dizisi bilinen bir DNA bdlgesinin enzimlerle
cogaltilmasini ve kisa slirede bu bolgenin milyonlarca kopyasini olusturmaya olanak
saglayan in vitro bir yontemdir. Bu yontem ilk olarak 1985 yilinda Kary Mullis tarafindan
kesfedilmistir (Mullis 1990).
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PZR yoOnteminin prensibi, ¢ogaltilacak DNA’nin yiiksek sicaklikta denatiirasyonu,
primerin hedef bolgeye baglanmasi ve primerlerin baglandigi yerden DNA nin uzamasini

kapsayan li¢ asamadan olusmaktadir (Sekil 2.8).

Sekil 2.8 PZR yonteminin genel basamaklar1 (https://www.ck12.org/ 2012)

2.3.1 PZR bilesenleri

1) DNA polimeraz enzimi: Reaksiyonda kullanilan DNA polimeraz enzimi Thermus
aquaticus adli sicak kaynak sularinda yasayan bakterilerden elde edilir. Bu enzim

termostabil 6zelliginden dolay yiiksek 1silarda kararliligini korumaktadir.
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2) Magnezyum: Magmezyum iyonlar1 (Mg*?) primerlerin denatiire olmus DNA
zincirlerine yapigsmasini, Uriin  kalitesini, enzim aktivitesi ve giivenilirligini
etkilemektedir. Reaksiyona MgCIl, olarak katilirlar. Diisiik konsantrasyonda iiriin
azligina, yiiksek konsantrasyonda spesifik olmayan bilesiklerin ¢gogalmasina neden yol

acarlar (Devrim ve Kaya 2004).

3) Deoksiriboniikleozid Trifosfat molekiilleri (ANTP): dNTP’ler (dATP, dTTP, dCTP,
dGTP) polimerizasyonda gorev almaktadirlar. Primerler kalip DNA’ya baglandiktan
sonra DNA polimeraz enzimi bu serbest molekiilleri uygun bazin karsisina dizerek

uzamayi olusturmaktadir.

4) Primer: Primerler yaklasik 18-28 baz ¢iftinden olusan oligoniikleotidlerdir.
Cogaltilmak istenen her gen bolgesi icin 0Ozgiil olarak tasarlanirlar. Primerler
denatiirasyon sonrasinda kalip DNA zincire baglanarak uzama evresini baslatirlar. Tipik
olarak primerlerin yapisinda % 50-60 oraninda G+C bileseni bulunmaktadir (Tiirkyilmaz
ve Esendal 2002).

5) PZR tamponu: PZR tamponu DNA polimeraz i¢in uygun kimyasal ortami ve pH
derecesini saglamaktadir. Tag DNA polimeraz ile birlikte kullanilan en yaygin PZR
tamponu Tric-HCI’dir (pH = 8,3 — 8,6) (Devrim ve Kaya 2004).

2.3.2 PZR basamaklar

1) DNA zincirinin agilmasi (Denatiirasyon): Ilk adimda amag gogaltilacak olan ¢ift
iplik¢ikli DNA’y1 denatiire ederek tek iplikgikli hale getirmektir. 90-95 °C’de yaklasik 5
dakika tutularak iplik¢ikleri bir arada tutan hidrojen baglart kirilmaktadir.

2) Baglanma (Annealing): Ikinci adimda 6zgiil olarak tasarlanan primer ciftlerinin tek
iplik¢ikli kalip DNA {iizerine baglanmasini saglamaktir. Bunun i¢in sicaklik 37-65 °C

arasi bir sicakliga distiriiliir ve 30-60 saniye bu sicaklikta bekletilir. Ancak kullanilan
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primer ¢iftinin baz uzunlugu, ¢alisilan gen bolgesi gibi degiskenlere bagli olarak sicaklik

degeri ve slire uzunlugu optimize edilebilir.

3) Uzama (Extension): Ugiincii adimda Taq DNA polimeraz enziminin maksimum
aktivite gosterdigi sicaklikta DNA sentezi gergeklesir. Bu adim igin sicaklik 70-75 °C’dir
ve polimeraz enzimi dNTP’leri 5'-3' yoniinde ekleyerek zincirin uzamasini saglayarak

DNA’nin ¢ift zincirli kopyasini olusturur.

2.4 DNA Belirtecleri

DNA belirtecleri bocekler icin son 20 yilda filogeni, populasyon dinamgi, gen ve genom
haritalama ¢alismalarinda kullanilmiglardir (Avise 2004). DNA 6rneklerinin proteinlere
gore daha stabil olmasi ve organizmalarin tim dokularinda ayni1 olmasi nedeniyle DNA
temelli belirtecler tiir ici ya da tiirler arasi genetik uzakligi belirlemek igin tercih
edilmektedir (Hoy 2003, Behura 2006). DNA belirteglerinde siklikla kullanilan
molekiiler teknikler RAPD (Rastgele Cogaltilan Polimorfik DNA), AFLP (Cogaltilan
Parcalarin Uzunluk Polimorfizmi), RFLP (Kesilen Par¢alarin Uzunluk Polimorfizmi),

SSR (Basit Dizi Tekrarlart) ve SNP (Tek Niikleotid Polimorfizmi)’dir.

2.4.1 RAPD (Rastgele ¢ogaltilan polimorfilk DNA)

DNA pargalar rastgele niikleotid dizilimine sahip olan tek bir primerin kullanilmasiyla
cogaltilir ve olusan bant desenlerinin farkliliklariyla polimorfizm tespit edilebilmektedir.
RAPD ile yapilan ¢aligmalarda belirli biiytikliikteki bantlarin varlig1 ya da yokluguyla
ayni1 lokusta bulunan aleller ayirt edilebilmektedir (Liu 1998).

2.4.2 AFLP (Cogaltilan parcalarin uzunluk polimorfizmi)

DNA’lar restriksiyon enzimiyle kesilerek olusan yeni DNA parcaciklarinin adaptorlerle
birlestirilmesi ve radyoaktif veya fliioresan ile isaretli primerler ile PZR yontemiyle

cogaltilir. PZR firiinleri poliakrilamid jelde yiiriitiilerek sonuclar degerlendirilir. Bu
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teknikle tek bir reaksiyonda 30-150 bolge tanimlanabilmektedir (Vos vd. 1995, Ridout ve
Donini 1999).

2.4.3 RFLP (Kesilen parcalarin uzunluk polimorfizmi)

RFLP ilk olarak kesfedilen molekiiler belirte¢ sistemidir. DNA ¢esitli restriksiyon
enzimleriyle kesilir ve agaroz jelde yiiriitiiliir. Ardindan DNA’lar blotlama teknigiyle
nitroseliilloz membrana aktarilir. Belirte¢ olarak kullanilan DNA parcaciklari biotin veya
P32 ile isaretlenerck nitroseliiloz membranda bulunan kesilmis DNA’lar ile

hibridizasyona tabi tutulur (Tanksley vd. 1992, Staub vd. 1996).

2.4.4 SSR (Basit dizi tekrarlari)

SSR’lerin yiiksek polimorfizim gdstermeleri bunlari populasyon genetigi ve gen
haritalama ¢alismalarinda kullanilmasini saglamaktadir (Holton 2001). SSR analizinde
tekrarlanan bolgeler i¢in 6zgiin primerler gelistirilir ve DNA’lar bu primerler ile PZR’a
tabi tutulurlar. PZR firlinleri elektroforeze tabi tutulduktan sonra goriintiilenmek igin
ethidium bromide kullanilarak boyanirlar ve degisiklikler kayit altina alinir (Rangwen vd.

1995).

2.4.5 SNP (Tek niikleotid polimorfizmi)

SNP’ler bir populasyondaki bireylerin genomlarinda tek niikleotid seviyesinde olan
varyasyonlar olarak bilinmektedir ve genomda en bol miktarda bulunan molekiiler
belirteclerdir. SNP’ler genomda yaygin olarak kodlanamayan gen bdlgelerinde
bulunmalarina karsin kodlanabilen gen bolgelerinde de goriilebilirler. SNP genotipleme
caligmalari, alel spesifik hibridizasyon, primer uzatma, oligoniikleotid ligasyonu ve
invaziv yarilma mekanizmalarinin biri veya ikisine dayanarak yapilmaktadir. DNA
cipleri, alele 6zgli multipleks PZR gibi genotipleme yontemlerinin varligi SNP’leri

molekiiler belirte¢ olarak ¢ekici kilmaktadir. Bu teknolojik gelismelerin varligiyla

22



SNP’ler otomasyona olduke¢a uygunluk gostermektedir ve ¢ok yiiksek yogunluklu genetik
haritalama iglemlerinde kullanilmaktadir (Boopathi 2012).

2.4.6 Belirtec olarak kullanilan DNA bdélgeleri

Intronlar, ribozomal DNA, niikleer protein kodlayan genler, mitokondriyal DNA ve
satellit DNA’lar olmak {izere bes ¢esit bolge bulunmaktadir. Bu tez ¢alismasinda satellit
DNA'’lar belirteg olarak kullanilan DNA bolgesidir.

Mikrosatellitler, evrimsel olarak birbirine yakin olan canli  gruplarinin
karsilastirilmasinda, populasyonlarda meydana gelen darbogaz etkileri, genetik
stiriklenme ve kendi arasinda eslesme gibi olaylarin izlerinin aranacagi durumlarda

belirte¢ olarak kullanilan DNA bélgesidir (Bruford vd. 2003).

Ucg tip satellit DNA bulunmaktadir. Bunlardan ilki 100-6500 baz ¢iftlik tekrarlardan
olusan klasik satellit DNA, 10-20 baz ¢iftlik tekrarlardan olusan minisatellitler ve 2-6 baz
ciftlik tekrarlardan olusan ve genellikle kodlanmayan bdlgelerde bulunan

mikrosatellitlerdir (Passarge 1995).

Mikrosatellitler 6karyotik genomlarda yaygin sekilde bulunmaktadir. Mikrosatellitlerde
bulunan tekrar gruplart (AT)n, (GT)s, (ATT)n veya (GACA), motifleri seklinde
olabilmektedir ve n ardigik tekrar sayisini belirtir. Bu tekrarlarin sayis1 polimorfik bir
lokusta 5-100 arasi degisiklik gostermektedir ve bu tekrar sayilarinin farklilig
mikrosatellitleri yliksek derecede polimorfik yapmaktadir (Saghai vd. 1994).

Mikrosatellitlerin yiiksek oranda polimorfizm gostermesinin sebebi genomun diger
kisimlarina gore daha yiliksek oranda mutasyona ugramasidir (Allendorf ve Luikart 2007).
Bu yiiksek oranda ger¢eklesen mutasyonun sebebi tekrar bolgelerinin biiyiikligii, DNA
tekrar bolgelerindeki transkripsiyon siklig1 ve tekrar sayilarindan dolayidir (Eisen 2000).
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Bilindigi iizere genomda mutasyona neden olan iki Onemli mekanizma DNA
replikasyonu sirasinda olusan hatalar ve esit olmayan krossing-over’lardir.
Mikrosatellitlerde de bu iki mekanizma yiiksek oranda mutasyona neden olmaktadir
(Allendorf ve Luikart 2007). Henderson ve Petes (1992)’in maya ve E.coli tizerinde
yaptiklar1 ¢alismalarda mikrosatellitlerde olusan mutasyonlarin ana kaynagmin kayma
oldugunu ortaya koymuslardir. Replikasyon sirasinda olusan bu kaymanin sonucu olarak
cogalan DNA kalip DNA’ya gore daha kisa ya da daha uzun olur. Sonugta bu kaymayla
birlikte mikrosatellitler tekrarlar kazanir ya da kaybederler (Eisen 2000, Karhu 2001)
(Sekil 2.9).

Replikasyon
5 3 ) —_— e T [
S S i e S S 3 :
Kayma
-3

:‘_{':7{:7{:?

S i i )
I ¥ S _ S>> 3 _
I a3 T 3—@?1:—

# Yeni Replikasyon Zinciri i
;-mmmmg %f—D—DD—D—%:
3O OO O<= <5 S "

+1 Tekrarh Yeni Zincir -1 Tekrarh Yeni Zincir

Sekil 2.9 Kayma mekanizmasiyla olusan mutasyon

Esit olmayan krossing-over homolog kromozomlardaki mikrosatellit tekrarlarinda

mutasyona neden olmaktadir (Eisen 2000) (Sekil 2.10).
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Esit olmayan crossing-over Homelog
Kromozom
Tekrar Dizilent Ciftleri

Sekil 2.10 Esit olmayan krossing-over

Mikrosatellitler isaretli primerler kullanilarak PZR yontemiyle c¢ogaltilabilirler. PZR
iriinleri agaroz jel elektroforeziyle yiiriitiilerek bantlar elde edilir (Butler 2005). Daha
sonra bu PZR firiinleri dizi analizi cihazlarinda fragment analizi yapilarak cesitli
bilgisayar programlariyla uzunlugu bilinen standart 6rnek yardimiyla analiz edilebilirler.
Bu teknikte kapiller elektroforez yontemi kullanir ve sonuglar alel uzunluklarini gosteren

pikler seklinde elde edilirler (Butler 2005).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu tez calismasi ic¢in kullanilan ornekler, 1147945 numarali ve ‘“Patates Zararlisi
Leptinotarsa decemlineata, Say (Coleoptera: Chrysomelidae) Populasyonlarinin mtDNA
(Sitokrom Oksidaz Alt Unitesi COl + COIl) & n DNA (Mikrosatellit) Karakterizasyonu
ve Insektisit Direnci Ile Iliskili Asetilkolinesteraz 2 (AChE2) Genindeki Mutasyon
Frekans1 Farklilig1” baslikli TUBITAK projesi kapsaminda toplanan I¢ Anadolu bdlgesi
ornekleridir. Ornekleme yapilan illerdeki Leptinotarsa decemlineata populasyonlarinda
mikrosatellit  varyasyonunu degerlendirmek icin 145 oOrnek ile c¢alisma

gerceklestirilmistir.

3.1 Orneklerin Toplanmasi

Bahsedildigi iizere bu calismada kullanilan &rnekler 1147945 numarali TUBITAK
projesi kapsaminda toplanmis olan 6rneklerdir. Cizelge 3.1 ve sekil 3.1°de 6rneklerin

toplandigi iller, bu illere bagl ilgeler ve 6rnek sayilar1 gosterilmistir.

Cizelge 3.1 Caligsma i¢in toplanan patates bocegi 6rneklerinin toplandigr iller, ilgeler,
kdy/mahalleler ve 6rnek sayilari

. Ornek Sayisi
Lokasyonlar Koordinantlar (N) y

Aksaray

1 Giilagag 38°22°10'N 34°16'21"'E 5

2 Alanyurt Kéyii 38°2023"'N 34°18'53"'E 5

Ankara

3 Kazan 40°10739"'N 32°42'31"'E 5

4 Pursaklar 40°00'44"'N 32°50°00"'E 5
Eskisehir

5 Alpu - Gokgeoglu Koyii 39°42°12°'N 30°53°10"'E 5

6 Alpu - Aktepe Koyii 39°41'25'N 30°57°33"'E 5

7 Cifteler - Korhasan 39°41'25'N 30°57°33"'E 5

8 Seyitgazi 39°26'25'N 30°40°55"'E 5
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Cizelge 3.1 Calisma i¢in toplanan patates bocegi 6rneklerinin toplandigi iller,

ilgeler, koy/mahalleler ve 6rnek sayilari (devam)

9 Seyitgazi - Sancar Koyt 39°23°45'N 30°38'45"'E 5
Karaman

10 Lale Koyii 36°59'33"'N 33°18°08"'E 5
Kayseri

11 Yesilhisar - Bagkdy Koyt 38°22'58"'N 34°55'56"'E 5

12 Incesu - Beylik 38°36'33.2"N 35°15'31.6"E 5
Konya

13 Karatay - Kizéren Kdyii 38°08°04"'N 33°10"28"'E 5

14 Kadinham - Kolukisa Mah. 38°31°32'N 32°15'53"'E 5

15 Cihanbeyli - Zaferiye Koyii 38°51738"'N 32°23'48"'E 5

16 Cumra 37°34'137'N 32°46'24"'E 5

17 Derebucak - Kuyuyasi 37°23°00"'N 31°31°11"E 5

18 Derebucak - Camlik Mah. 37°21°36"'N 31°39°00"'E 5

Nevsehir

19 Urgiip 38°38'14"'N 34°5522"'E 5

20 Derinkuyu 38°22°31"'N 34°44°03"'E 5

21 Derinkuyu - Yazihiiytik 38°20°39"'N 34°38°08'E 5
Nigde

22 Merkez 38°07'58"'N 34°50°32"'E 5

23 Yesilgolctik 38°13'11'N 34°47°42"'E 5

24 Yesilgolctik - Yukar: Mah. 38°14'10.7"N 34°47'26.3"E 5

25 Tirhan - Ciftlik Yolu 38°14°417'N 34°41°38'E 5

26 Agcasar Koyl 38°19°09"'N 34°46'18"'E 5

Sivas

27 Gemerek 39°10°12'N 36°06'09"'E 5

28 Kangal 39°11°57"'N 37°23'48"'E 5
Yozgat

29 Bogazliyan 39°08°31"'N 35°12°08'E 5
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Sekil 3.1 Calismada toplanan Leptinotarsa decemlineata 6rneklerinin alindigi
lokasyonlar

3.2 Total DNA izolasyonu

Arazi calismalart sonrasinda % 70 etil alkol bulunan sintilasyon ve falkon tiipleri
icerisinde laboratuvara getirilen 6rneklerden her lokasyon igin beser tane ergin birey
secilmigtir. Secilen 6rnekler numaralandirildiktan sonra total DNA izolasyonu i¢in CTAB

prosediirii (Doyle ve Doyle 1991) izlenmistir.

3.2.1 Kullamilan tamponlar

1. C:1AA Tamponu
Bu tampon 24/1 oraninda hazirlanir (24 birim kloroform (C) ve 1 birim Izoamilalkol
(IAA))

2. B- Mercaptoethanol

Bu tampon hazir olarak alinir.
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3. Izopropanol

Bu tampon hazir olarak alinir ve -20 °C’de muhafaza edilir.
4, CTAB Tamponu

Hazirlamisi (100 ml i¢in);

e 2g CTAB
e 10ml 1M Tris-HCI pH: 8.0
o 4ml 0,5M EDTA pH: 8.0

o 28 ml 5M NaCl
e 583 ml dH20

Maddeleri sicak manyetik karistiricida tamamen ¢oziiniinceye kadar karistirilir.

5. TE Tamponu pH: 8.0

Hazirlanis1 (100 ml igin)
o 1ml 1M Tris-HCI pH: 8.0
e 2ml 0,5M EDTA pH: 8.0
e 97ml dH20
Maddeleri karistirilarak hazirlandiktan sonra otoklavda en az 1 tutulur ve ardindan

kullanilir.

3.2.2 CTAB DNA izolasyon prosediirii

1. Kiigiik pargalara ayrilmis olan doku parcalar1 ependorf tiiplere konulur. Uzerine 300
pL CTAB tamponu eklenir ve buz kaliplar1 tizerinde homojenizator yardimiyla iyice
ezilir.

2. Homojenat iizerine 300 uL CTAB tamponu, 50 uL B- Mercaptoethanol eklenerek
ependorf tiipii hafifce karistirilir.

3. Elde edilen karisim 65 °C’lik su banyosunda bir saat inkiibe edilir.

4. Inkiibasyon islemi tamamlandiktan sonra karisima 500 pL C: IAA (24:1) ilave edilir
ve siite benzer bir renge gelinceye kadar alt iist edilerek karistirilir.

5. 13.000 rpm’de +4 °C’de 15 dakika santrifiij edilir. Santrifiij edilen dokularmn i¢inde
oldugu ependorf tiipleri ayn1 egik acgida kara yerlestirilir. DNA iist fazdaki sivi

tabakada bulunur.
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6. Ust tabaka yavasca pipetle cekilir ve temiz ependorf tiipiin i¢ine konulur. Bu islem
sirasinda kloroformun karismamasina 6zen gosterilir.

7. 500 uL -20 °C’de sogutulmus izopropanol tiiplere yavasca eklenir ve tiipler yavasca
karistirilir.

8. -80°C’de 45 dakika inkiibe edilir.

9. Donan sivi eritilmeden 13.000 rpm’de +4 °C’de 10 dakika santriftij edilir.

10. Siipernatan dokiiliir ve ependorf dibinde kalan pellet 2-3 kere % 70 etil alkol ile
yikanir. Yikanan pelletler laminar flowda kurutmaya birakilir.

11. Kuruyan pellet 100 uL TE tamponda ¢oziiliir ve -20 °C’de daha sonra kullanilmak

uzere saklanir.

3.3 DNA Miktarimin Tayini

Kuantitatif olarak DNA miktarlarinin 6l¢timii spektrofotometrik olarak nanodrop ile 20
ve 280 nm’de Olciilerek yapilmistir. 280 nm’de yapilan Ol¢limler ile 260 nm’de elde
edilen Ol¢iimler arasindaki oran, izole edilen DNA’nin ne kadar temiz olarak elde
edildigine dair bir bilgi vermektedir. Bu deger 1,8 — 2,0 arasinda olmas1 beklenmektedir.
Bu tez ¢aligmasinda kullanilan 6rneklerden rastgele segilen 8 6rnegin DNA miktarlari ve
kirlilik oranlar1 gizelge 3.2°de verilmistir. Geri kalan tiim 6rneklerin DNA miktarlar1 ve

kirlilik oranlar1 bu degerler arasindadir.

Cizelge 3.2 8 6rnege ait DNA miktarlar ve kirlilik oranlart

Ornek Numarast DNA Miktar1 A260 A280 260/280 Birim
1 101,36 2,027 1,039 1,95 ng/pl
2 102,33 2,047 1,057 1,94 ng/ul
3 105,99 2,12 1,113 1,91 ng/ul
4 106,84 2,137 1,139 1,88 ng/ul
5 134,20 2,684 1,464 1,83 ng/ul
6 137,59 2,752 1,524 1,81 ng/ul
7 144,94 2,899 1,537 1,89 ng/ul
8 158,93 3,179 1,634 1,95 ng/ul
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3.4 Mikrosatellitler ve Kullanilan Primerler

Bu ¢alismada Leptinotarsa decemlineata’nin genetik cesitliligi ve populasyon yapisini
tahmin etmek i¢in kullanilan 11 adet lokus belirlenmistir (Grapputo 2006). Cizelge 3.3°te

bu lokuslara ait primerler gosterilmistir.

Cizelge 3.3 Caligsmada kullanilan primer ¢iftleri

Biiyiiklik
Isaretleme /
Lokus Primer (5°-3”) Dizisi de kullanilan Ta PZR
floresan boya tirlintintin
biiyiikliik
aralig1
LdA11b F: CAACGTACAGTGTGCTTCATTTG HEX 50 170/
R: TCAAGATTTGTTGCAGACATCA 163-169
LdB8b F: TGCTCATTTCAAATATGGTTTTG HEX 50 106/
R: CCAACAGGTATCCAACAAACG 94-104
LdD4h F: GGAAAAATGTGTGGTTCAAGG HEX 55-45 272/
R: ACTTATGTGATACACTAATA 251-289
LdE10e F: ACAGCGTCCCTGTCACTTCT 6-FAM 50 127/
R: CCCAGCGAGGTTTATTAGGA 115-132
LdE1lc F: GCGGCCAGATGTTATCAGTT 6-FAM 60-50 151/
R: CACCGCGACTTCAAAGGTAT 138-160
LdAC5-2 F: CACTCTGGGGTCAAATAGAG 6-FAM 52 231/
R: TTCGAGTGACTTGTGTGTGT 208-231
LdAC5-22 F: CGTTTATGATTAGCATTTCTGA TAMRA 50 155/
R: ACTTTCAATAAAAAGGTCGAT 147-160
LdGA4-5 F: CCAGTTGATATTGAGAGAGA TAMRA 60-50 215/
R: CAAACGCACTCAGTACAAAA 208-230
LdGA5-11 F: TTTGGTGGGTGTTTCTATTC TAMRA 60-50 182/
R: AAATGCGCCTGATGATAG 175-189
LdGA4-18 F: GCTCGTCAAATCTAGGAAGA HEX 60-50 212/
R: AAGAATGAAATCCAGGAGAA 204-212
LdGA5-30 F: GTTTTCCATCATGATCCATT 6-FAM 50 179/
R: ATAGGAAGCAACGACCATC 173-182

3.5 PZR Amplifikasyonu

Arastirmada kullanilan 6rneklerin PZR ile belirlenen mikrosatellit lokuslari PZR yontemi
ile ¢ogaltilmistir. PZR kosullar1 Grapputo (2006) tarafindan belirtilen PZR dongii
programi ve kimyasal karisimi tercih edilmistir. Cizelge 3.4 — 3.7’de kullanilan

programlar, ¢izelge 3.8’de hazirlanan kimyasallarin orani gosterilmistir.
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Cizelge 3.4 LdE1lc, LAGA4-5, LAGA5-11 ve LdGA4-18 lokuslari i¢in kullanilan PZR

programi
Islem o . Dongii
Basamaklar Sicaklik (°C) Siire Sayisi
On o : .
Denatiirasyon 94°C 5dakika | 1 dongii
Denatiirasyon 94°C 30 saniye
Baglanma 60°C ile baslaruv? {1&:{ dongiide 1°C 30 saniye | 10 dongii
distirilir
Uzama 72°C 45 saniye
Denatiirasyon 94°C 30 saniye
Baglanma 50°C 30 saniye | 30 dongii
Uzama 72°C 45 saniye
Son Uzama 72°C 5 dakika | 1 dongii
Cizelge 3.5 LdD4h lokusu i¢in kullanilan PZR programi
islem o . Dongii
Basamaklari ik G Sire Sayis1
On o . i
Denatiirasyon 94°C 5 dakika | 1 dongi
Denatiirasyon 94°C 30 saniye
Baglanma 33°Cile baslar.. Ve lfef dongiide 1°C 30 saniye | 10 dongii
distirilir
Uzama 72°C 45 saniye
Denatiirasyon 94°C 30 saniye
Baglanma 45°C 30 saniye | 30 dongii
Uzama 72°C 45 saniye
Son Uzama 72°C 5 dakika 1 dongii
Cizelge 3.6 LAAC5-2 lokusu i¢in kullanilan PZR programi
Islem o . Dongii
Basamaklar Sicaklik (°C) Siire Sayisi
On . . .
Denatiirasyon 94°C 5dakika | 1 dongii
Denatiirasyon 94°C 30 saniye
Baglanma 52°C 30 saniye | 40 dongii
Uzama 72°C 45 saniye
Son Uzama 72°C 5 dakika | 1 dongi
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Cizelge 3.7 LdAA11b, LdB8b, LdE10e, LAAC5-22 ve LAGA5-30 lokuslari igin kullanilan

PZR programi
Islem o ; Déngii
Basamaklar Sicaklik (°C) Siire Sayisi
On . : .
Denatiirasyon 94°C 5 dakika 1 dongii
Denatiirasyon 94°C 30 saniye
Baglanma 50°C 30 saniye | 40 dongii
Uzama 72°C 45 saniye
Son Uzama 72°C 5 dakika 1 dongii

Cizelge 3.8 PZR amplifikasyonu i¢in hazirlanan karisim oranlari

Kullanilan Kimyasallar Kullanilan Hacim
DreamTaq Polymerase (Thermo Scientific) 7,5 ul
dH20 53 ul
Forward Primer (20 pmol) 0,6 ul
Reverse Primer (20 pmol) 0,6 ul
DNA 1 ul
Toplam 15 pl

3.6 PZR Uriiniiniin Agaroz Jel Elektroforeziyle Tayini

Kualitatif olarak DNA miktarlarinin tespiti agaroz jelde goriintiilenerek yapilmigtir.
LdB8b lokusu i¢in %2°lik, geri kalan 10 lokus i¢in %1,5’luk agaroz jel hazirlanmigtir.
Erlen igerisine 100 ml 1X TAE (Merck) ve 1,5 g agaroz (Prona) eklenmistir. Bu karisim
mikrodalga firinda belirli araliklarla kontrol edilmek suretiyle yaklasik 40-45 saniye
kadar kaynatilmistir. Soliisyon igerisinde agaroz partikiilleri kalmadigina emin olduktan

sonra sogumaya birakilmistir.

Hazirlanan karisim 1lik iken elektroforez kiivetine dokiilmiistiir. Dokiilen karigimin
yiirlitiilmeye hazir olmasi igin yaklasik yarim saat oda sicakliginda donmaya

birakilmigtir. Ardindan her kuyucuga 3 pl PZR firiinii yiiklenmistir. PZR {iriinlerinin
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biiyiikliigiinii tespit etmek i¢in her ilk ve son kuyucuga 5 ul DNA Ladder yiiklenmistir
(Sekil 3.2).

Sekil 3.2 PZR iiriinlerinin jele yiikklenmesi

Jel yiikleme islemi tamamlandiktan sonra ilk 45 dakika 70 Voltta, sonraki 50 dakika 90
Voltta yiiriitme islemi tamamlanmistir. Yiriitme islemi biten jel 15 dakika boyunca EtBr
igeren soliisyonda boyanip, 5 dakika dH20’da bekletilmistir. Bu islemin sonrasinda sonug
UV 15181 altinda (Major Science Jel Goriintilleme Sistemi) goriintiilenmis ve anlik
fotograflari ¢ekilmistir (Sekil 3.3). UV 15181 altinda pozitif bant veren 6rnekler her lokus
icin tek tek ayrilmis ve fragment analizine gonderilmeden once ii¢ farkli grup olarak
birlestirilmistir. Birlestirme islemi yaparken igaretlemede kullanilan floresan boyanin
tiirii ve PZR iirliniliniin biiyiikliigiine dikkat edilmistir. Birlestirilen lokus gruplar1 asagida
belirtilmistir.
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e LdD4h - LdEllc — LdGA4-5— LdGA5-11 — LdGA4-18
e LdAllb - LdB8b - LdGA5-30
e LdE10e — LdAC5-2 — LdAC5-22

1156 1164 1166 1311 1343 1350 1156 1164 1166 1311 1343 1350 1156 1164 1166 1311 1343 1350

DEeeEEeseETSeEmE e

1156 1164 1166 1311 1343 1350 1156 1164 1166 1311 1343 1350 1156 1164 1166 1311 1343 1350

Sekil 3.3 UV 15181 altinda goriintiilenen jel

3.7 Fragment Analizi ve Okunmasi

PZR iirlinleri agaroz jel elektroforeziyle tespit edildikten sonra fragment biiyiikliikleri
tespit edilecek olan 6rnekler BM Labosis firmasina gonderilip hizmet alimi yapilmustir.
S6z konusu fragment analizi kilcal analiz cihazi (ABI3730XL) ile yapilmistir. Fragment

analiz sonuglar1 BM Labosis tarafindan e-posta yoluyla tarafimiza iletilmistir.

Tarafimiza ulasan analiz dosyalar1 Peak Scanner™ Software v1.0 (Applied Biosystems
2012) programi kullanilarak her bir lokus igin alel degerleri Excel tablosuna
kaydedilmistir (Sekil 3.4a-b).
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Sekil 3.4 a. LdE11c lokusu i¢in okunan aleller, b. Her lokus i¢in okunan alellerin pikleri

3.8 Filogenetik Analizler

Calisilan 10 Leptinotarsa decemlineata populasyonuna ait toplam 11 mikrosatellit
lokusundan elde edilen fragment sonuglar istatistiksel analizlerle degerlendirilmistir.
[statistiksel analizlerde populasyon igi, populasyonlar arasi ve gruplar arasi genetik
varyasyonlar Olgiilmiistiir. Genetik varyasyon Olgiiliirken alellerin toplam sayilari

belirlenmistir. Alel sayilarinin belirlenmesinin nedeni, populasyonun uzun vadeli
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evrimsel potansiyelinin anlasilmasi i¢indir. Alelik varyasyon hesaplamalart GENETIX

4.05.2 (Belkhir vd. 2004) ile yapilmstir.

Istatistiki analizlerden 6nce mikrosatellit verilerinin giivenilir olup olmadigmi tespit
etmek amaciyla null alel testi yapilmasi1 gerekmektedir. Null alellerin varligi yapilacak
olan analizlerde populasyon i¢i genetik varyasyonun, populasyonlar arasi genetik mesafe
degerlerinin ve fiksasyon indeksinin (Fst) yanlis hesaplanmasina yol agabilir (Paetkau
vd. 1997). Bunun 6niine gegmek i¢in mikrosatellit veri seti FreeNA programi kullanilarak

null alel testine tabi tutulmustur (Chapuis ve Estoup 2007).

Populasyonlarda bulunan birey sayilarmin farklilik gostermesi alel sayisinin
degerlendirilmesinde probleme yol agabilmektedir. Bunun iistesinden gelmek i¢in alelik
zenginlik testi uygulanmaktadir. Alelik zenginlik hesaplamalar1 Fstat 2.9.3.2 ile
gerceklestirilmistir (Goudet 2002).

Molekiiler varyans analizi (AMOVA) ile toplamda ii¢ seviyede olmak iizere gruplar arasi
(FcT), populasyonlar aras1 (Fsc) ve populasyon igi (Fst) olarak hesaplanmigtir. AMOVA
analizi Arlequin 3.5.2.2 ile yapilmistir (Excoffier ve Lischer 2010).

Genetik farklilasma hesaplamalari i¢in Wright’in (1965) olusturdugu F istatistikleri
kullanilmigtir. Fiksasyon indeksi (Fst), tiir i¢i tireme miktar1 6lglimii (Fis) ve gen akist
(Nm) degerleri GENETIX 4.05.2 ile hesaplanmigtir. Ayrica populasyonlar arasi genetik
uzaklik (Da) (Nei vd. 1972) Populations 1.2.32 programi ile hesaplanmis ve tiim
populasyonlar ile Neighbour-Joining (NJ) agaci olusturulmustur (Langella 1999).

Slatkin (1994)’in baglant1 dengesizligi hesaplamalar1 (Pairwise Linkage Disequilibrium)
ve Guo ve Thompson (1992)’in Hardy-Weinberg esitligi testleri Arlequin 3.5.2.2 ile
gerceklestirilmistir (Excoffier ve Lischer 2010).

Faktoriyel Benzerlik Analizi (FCA), populasyonlar arasindaki iliskiyi {i¢ boyutlu
diizlemde gorsellestirmesi icin GENETIX programiyla olusturulmustur (Lebart 1984).
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BAPS 6 (Bayesian Analysis of Population Structure) ile populasyonlar ve populasyonlari
olusturan bireylerin arasinda bulunan genetik farklilagmalar gorsel olarak belirlenmistir

(Corander vd. 2012).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Genetik varyasyon hesaplamalari i¢in ilk olarak her bir lokus i¢in alel sayilar1 belirlenmis
olup sekil 4.1°de gosterilmistir. Ayrica ¢izelge 4.1’de her bir populasyon ve lokus igin
belirlenen alel sayilar1 gosterilmistir. Yapilan hesaplamalarda en yiiksek alel sayisi
LdD4h lokusunda (11 alel) belirlenirken en disiik alel sayisi LdE10e (4 alel)
lokusundadir. Lokuslara ait gézlenen aleller populasyon diizeyinde degerlendirildiginde
en ylksek alel sayist Nigde populasyonunda (LdD4h lokusunda 7 alel), en diisiik alel
sayist Yozgat populasyonunda (LdE10e lokusunda 1 alel) ve Karaman populasyonunda

(LdGA4-5 lokusunda 1 alel) gézlenmistir.

=
= P L
5 f

—
O = MW N~ o
L L L L L i L L L L L

E11c 418 D4h GA45 GAS11 Al1b B3k GAS30 E1d0e ACSZ2 ACSZ2

Sekil 4.1 Her bir lokus i¢in belirlenen toplam alel sayilar

Cizelge 4.1 Her bir populasyon ve lokus i¢in belirlenen alel sayilari

Lokus/ LdE = LdGA Ld LdGA | LdGA | LdA Ld LdGA LdE LdAC | LdAC
Populasyon 11c 4-18 D4h 4-5 5-11 11b B8b 5-30 10e 5-2 5-22
AKSARAY 3 2 2 3 4 2 4 4 2 2 3
ANKARA 3 3 3 3 4 2 4 3 2 3 3
ESKISEHIR 3 3 3 5 5 3 4 3 2 3 4
KAYSERI 3 3 2 5 5 3 4 4 2 3 4

KONYA 4 4 3 6 4 4 5 5 2 4 5
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Cizelge 4.1 Her bir populasyon ve lokus i¢in belirlenen alel sayilar (devam)

Lokus/ LdE = LdGA Ld LdGA LdGA LdA Ld LdGA LdE LdAC @ LdAC
Populasyon 1ic 4-18 D4h 4-5 5-11 11b B8b 5-30 10e 5-2 5-22
NEVSEHIR 3 4 5 3 5 3 4 4 3 4 4
NIGDE 5 5 7 4 6 4 4 4 3 3 4
SIVAS 4 3 4 4 4 2 4 4 2 3 3
YOZGAT 2 2 2 2 4 2 2 2 1 3 2
KARAMAN 2 2 4 1 4 3 4 3 2 4 3

Cizelge 4.2°de alelik zenginlik hesaplamasi populasyonda bulunan ve hesaplanabilen en
az birey sayis1 (4) dikkate alinarak yapilmistir. Hesaplama sonuglarina gore alelik

zenginlik degerleri 1,000 ile 3,978 arasinda degismektedir.

Cizelge 4.2 Her bir populasyon ve lokus icin hesaplanan ortalama alelik zenginlik

degerleri
Lokus/ LdE  LdGA = Ld  LIGA LdGA LdA  Ld  LdGA LdE LdAC LdAC
Populasyon 11c 418 Dsh 45 511 11b B8 530  10e = 52 522

AKSARAY 2,874 1,999  199% @ 2,642 3,772 1,990 3567 3,281 1,999 & 1,989 2,890

ANKARA 2,412 2956 @ 2,267 2,412 3,146 1,999 = 3408 2802 1,706 | 2556 2,443
ESKISEHIR 2,421 2,402 2164 3,123 3580 2494 3503 2884 1599 2,644 3,048
KAYSERI 2,614 2,783 | 1,949 = 3,007 3980 2,390 3650 3562 1,807 @ 2415 3,328
KONYA 2,263 2,607 2,297 2,570 3,644 2482 3971 3,083 1836 @ 2819 3,369

NEVSEHIR 2,614 3,199 | 3150 2,354 3,767 | 2,259 3251 3514 2,183 @ 2,983 3,170

NiGDE 2,925 2,886 3978 2,545 3,883 2437 3573 2564 2,027 2134 3,136
SivaAs 3,297 2,648 2,607 2,705 3,650 1,989 3,744 2878 1653 | 2,376 2,897
YOZGAT 2,000 2,000 1,978 1,800 3956 2,000 2000 1978 1,000 2,978 1,800

KARAMAN 2,000 2,000 @ 3,600 1,000 3,756 2,800 395 @ 3,000 2,000 3,778 2,800

ORTALAMA 2,542 2,548 2,599 2,416 3,713 2,284 3,462 2,955 1,781 2,667 2,888

Her populasyon i¢in genetik varyasyonlar hesaplanmistir. Tiim lokuslar i¢in gézlenen

heterozigotluk (Ho), beklenen heterozigotluk (He) ve ortalama heterozigotluk (H)
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degerleriyle birlikte polimorfizm gosteren lokuslarin yiizdesi (P) ve son olarak lokus
basina gozlenen ortalama alel sayist (A) Cizelge 4.3’te verilmistir. Polimorfizm gosteren
lokuslarin ylizdesinin (P) en yiiksek oldugu iller Aksaray, Ankara, Eskisehir, Kayseri,
Konya, Nevsehir, Nigde ve Sivas (% 100), en diisiik oldugu iller ise Yozgat ve Karaman
(% 90.91) olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.3 Her bir populasyon i¢in hesaplanan heterozigotluk degerleri

Populasyon He H Ho P A
AKSARAY 0,573 0,603 0,533 1,000 2,818
ANKARA 0,488 0,517 0,464 1,000 3,000
ESKisEHIR 0,548 0,560 0,498 1,000 3,455
KAYSERI 0,544 0,573 0,540 1,000 3,455
KONYA 0,541 0,551 0,427 1,000 4,182
NEVSEHIR 0,582 0,601 0,549 1,000 3,818
NigDE 0,577 0,590 0,489 1,000 4,455
SiVAS 0,529 0,558 0,481 1,000 3,364
YOZGAT 0,384 0,426 0,418 0,909 2,182
KARAMAN 0,532 0,593 0,550 0,909 2,909
ORTALAMA 0,529 0,557 0,495 0,982 3,364

AMOVA analizi i¢in gruplar belirlenirken patates boceginin go¢ etme kapasitesi de géz
oniine alinarak I¢ Anadolu bolgesinde bulunan plato ve daglarin konumu dikkate

alimmistir. Buna gore gruplar:

1. Grup, Ankara, Eskisehir, Konya, Karaman;
2. Grup Sivas, Yozgat;

3. Grup Aksaray, Kayseri, Nevsehir, Nigde

seklinde belirlenmistir. Yapilan molekiiler varyans analizi (AMOVA) ile gruplar arasi
(FcT), grup i¢indeki populasyonlar arasi (Fsc) ve populasyon i¢i (Fst) olmak tizere iig
seviyede hesaplanan degerler c¢izelge 4.4’te verilmistir. Populasyon i¢inde hesaplanan
genetik varyasyon en yiiksek olarak (% 96.51) bulunurken, en diisiik gruplar arasinda (%

0.96) bulunmustur. Elde edilen fiksasyon degerleri ise anlamli bulunmustur.
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Cizelge 4.4 AMOVA analiz degerleri

Varyasyon Serbestlik Kareler Varyans % Varyasyon

Kaynagi Derecesi Toplamm Bilesenleri

Gruplar arasi 2 13.104 0.02472 Va 0.96
Gruplar 7 29.991 0.06549 Vb 2.53
icindeki

populasyonlar

arasi

Populasyon ici 280 689.753 2.49555 Vc 96.51

Toplam 289 741.848 258.576

Fiksasyon indeksleri

Fst 0.03489 V¢ (P = 0.00000+-0.00000)
Fsc 0.02557 Vb (P = 0.00782+-0.00280)
Fct 0.00956 Va (P = 0.06061+-0.00831)

Genetik farklilasma hesaplamalari i¢in Wright’in F istatistik yontemleri kullanilmistir.
Soy i¢i ireme miktarlarinin 6l¢timii Fis degerleri Cizelge 4.5°te verilmistir. Hesaplanan
Fis degerlerinin 0,02128 ile 0,22904 arasinda oldugu goriilmiistiir. Fis degerleri istatistiki
olarak negatif degerler heterozigotluk fazlaligini, pozitif degerler ise heterozigotluk
eksikligini ifade etmektedir. Buradan yola ¢ikarak yapilan tez ¢alismasinin tamaminda

heterozigotluk eksikligi belirlenmistir.

Cizelge 4.5 Her bir populasyon i¢in hesaplanan Fis degerleri

Populasyon Birey Fis
Sayist
AKSARAY 10 0,121
ANKARA 10 0,107
ESKISEHIR 25 0,113
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Cizelge 4.5 Her bir populasyon i¢in hesaplanan Fis degerleri (devam)

KAYSERI 10 0,056
KONYA 30 0,229
NEVSEHIR 15 0,091
NIGDE 25 0,174
SIVAS 10 0,145
YOZGAT 5 0,021
KARAMAN 5 0,083

Pairwise Linkage Disequilibrium testi veri setinin tamami igin yapilmistir. Her
populasyon i¢in 1000 permutasyonlu toplam 55 karsilastirma yapilmis olup 0.05
anlamlilik diizeyinde elde edilen tablolar degerlendirilmistir. Buna gore en yiiksek sayida
anlamli lokus sayis1 Nigde populasyonunda (18), en az olan ise Karaman populasyonunda
(1) oldugu goriilmiistiir. Hardy-Weinberg esitligi testi de yapilmis olup populasyonlarda
dengede olmayan lokus sayilari belirtilmistir. Hardy-Weinberg dengesinde olmayan
lokus sayis1 en fazla Konya populasyonunda (5) iken, en diisiik Yozgat populasyonunda

(0) gozlenmistir (Cizelge 4.6).

Populasyonlar arasinda bulunan genetik iliskiler yani Fst degerleri ise ¢izelge 4.7°de
verilmistir. Elde edilen Fst degerleri -0,023 (Eskisehir — Kayseri) ile 0,196 (Ankara —

Yozgat) arasinda bulunmustur.

Populasyonlar aras1 gen akisi (Nm) degerleri hesaplanmistir. Elde edilen sonuglara gore
gen akiginin en yiiksek oldugu iller Nigde — Sivas (Nm = 2,715) iken en diisiik olan iller

Yozgat — Karaman (Nm = 0,061) olarak bulunmustur.

Genetik farklilagsma hesaplamalarindan sonra populasyonlar arasindaki genetik mesafe
(Da) degerleri Nei (1972)’ye gore hesaplanmistir (Cizelge 4.8). Populasyonlar arasi en
yakin mesafe Eskisehir — Kayseri (0,020) arasinda iken, en uzak mesafe ise Aksaray —

Yozgat (0,328) arasinda bulunmustur.

43



Hesaplanan genetik mesafe degeri kullanarak tiim populasyonlar i¢in olusturulan
Neighbour-Joining (NJ) agacina goére populasyonlar ii¢ ana kola ayrilmistir. Konya
populasyonu tek basma bir kolu olustururken, Nigde, Eskisehir, Kayseri, Aksaray,
Nevsehir, Ankara ve Karan ikinci kolu, Sivas ve Yozgat ise {igiincii kolu olusturmaktadir

(Sekil 4.2).

Cizelge 4.6 Linkage Disequilibrium (Ld) ve Hardy-Weinberg Esitligi test sonuglari

H-W Esitliginde

Lokasyonlar Karsilagtirma Anlamli Ld Lokus Olmayan Lokus
Sayisi Sayist Sayist

Aksaray 55 7 2
Ankara 55 16 1
Eskisehir 55 5 3
Kayseri 55 5 1
Konya 55 12 5
Nevsehir 55 4 2
Nigde 55 18 4
Sivas 55 12 1
Yozgat 55 2 0
Karaman 55 1 1
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1%

Cizelge 4.7 Tiim populasyonlar i¢in hesaplanan Fst degerleri ve populasyon farklilasmalarinin 6nem dereceleri

AKSARAY

ANKARA
ESKISEHIR
KAYSERI
KONYA
NEVSEHIR
NIGDE
SIVAS
YOZGAT

KARAMAN

AKSARAY

0.00000

0.04909

0.08636***

0.04915*

0.07886***

0.03355

0.07928***

0.07044***

0.18755***

0.08363*

*P < 0.05; ***P < 0.0001

ANKARA

0.00000

0.00759

0.00188

0.00433

0.01632

0.04795***

0.05340*

0.19619***

0.02762

ESKISEHIR

0.00000
-0.02333
-0.00131

0.04367***

0.00894

0.01156
0.11284***

0.02814

KAYSERI

0.00000

-0.01120

0.03659*

-0.00781

-0.00265

0.08586*

0.01099

KONYA

0.00000

0.03662***

0.00540

0.01792

0.10478***

0.02006

NEVSEHIR

0.00000
0.03863*
0.01417
0.14794***

0.04258

NiGDE

0.00000

-0.00509

0.06877*

0.05260*

SIVAS

0.00000

0.06966*

0.04972

YOZGAT

0.00000

0.22078*

KARAMAN

0.00000



1%

Cizelge 4.8 Tiim populasyonlar i¢in hesaplanan genetik mesafe (Da) degerleri (Nei 1972)

AKSARAY = ANKARA  ESKISEHIR = KAYSERI KONYA NEVSEHIR = NIGDE SIVAS
AKSARAY 0.000

ANKARA 0.134 0.000
ESKISEHIR 0.160 0.057 0.000
KAYSERI 0.129 0.060 0.020 0.000
KONYA 0.170 0.046 0.035 0.037 0.000
NEVSEHIR 0.102 0.080 0.090 0.102 0.090 0.000
NIGDE 0.161 0.116 0.046 0.046 0.052 0.090 0.000
SIVAS 0.169 0.117 0.068 0.062 0.065 0.081 0.056 0.000
YOZGAT 0.328 0.261 0.183 0.161 0.163 0.246 0.137 0.131

KARAMAN 0.233 0.136 0.120 0.132 0.133 0.148 0.154 0.190

YOZGAT

0.000

0.357

KARAMAN

0.000
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Sekil 4.2 Nei (1972) genetik mesafe degerlerine gore olusturulan mikrosatellit NJ agaci

Faktoriyel Benzerlik Analizi (FCA) ile populasyonlar arasindaki iliskilerin ii¢ boyutlu
diizlemde olusturulan gorsel semasi1 sekil 4.3’te verilmistir. Faktoriyel benzerlik
analizlerinin sonuglartyla Nei (1972)’ye gore olusturulan NJ agaci birbirleriyle
ortiismektedir. Buna gore I¢ Anadolu populasyonlar: temel olarak {i¢ gruba ayrilma

egilimi gostermektedir.
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Axe 217,36 %)

Axs 3 (13,94 %)
000

Sekil 4.3 Populasyonlar arasindaki iliskileri gdsteren ti¢ boyutlu FCA grafigi

BAPS programi ile populasyona katki yapan bireylerin genetik yapilanmalar1 gorsel
olarak sekil 4.4’te verilmistir. Bu gorsele gore Aksaray ve Ankara populasyonlarina ait
bireyler diger populasyonlardan tamamen farklidir. Ayrica Karaman populasyonu
Nevsehir, Eskisehir ve Ankara populasyonlarina ait bireylerle benzerlik gostermektedir.
Sadece populasyonlarin bazinda elde edilen gorsel ise Sekil 4.5°te verilmistir. Bu gorsele
gore Aksaray, Ankara, Nevsehir ve Karaman kendi aralarinda benzerlik gosterirken,
Eskisehir, Kayseri, Konya, Nigde, Sivas ve Yozgat kendi aralarinda benzerlik

gostermektedir.
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Sekil 4.4 Populasyonlara katki yapan bireylerin genetik yapilanmalarini1 gosteren BAPS
gorseli
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Sekil 4.5 Populasyonlarin genetik yapilanmasini gosteren BAPS gorseli
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5. TARTISMA VE SONUC

Molekiiler belirtegler, biyolojik bilimler arastirmalarinin her alaninda, 6zellikle evrimsel
stiregleri aydinlatabilmek igin giin gegtik¢e daha fazla kullanilmaktadir (Singh vd. 2017).
Ozel olarak karakterize edilen belirteclerden olan mikrosatellitler ekonomik veya tibbi
Oonemi olan ¢ok sayida bocek tiirli i¢in populasyon ¢alismalarinda kullanilmaktadir
(Bruvo-Madaric 2009). Mikrosatellitlerin, diger belirte¢ sistemlerine kiyasla polimorfik
durumda olmasi1 bocek — bitki etkilesimlerini incelemek i¢in en iyi se¢imdir. Genomlarin
ekonomik olarak cogaltilabilmesi, tiirlerin igerisinde bol miktarda bulunmalar1 gibi
ozellikler mikrosatellitleri genetik cesitlilik, populasyon ¢aligmalar1 ve evrimsel siirecleri

aciklamak i¢in segilebilecek en iyi belirtegler yapmaktadir (Wang vd. 2009).

Bu calismada kullanilan mikrosatellit belirtegleri, Grapputo (2006) tarafindan Kentucky
(15 birey), Estonya (24 birey) ve Rusya (15 birey) populasyonlarindaki toplam 54 bireyle
yapilan ¢alisma sonucu gelistirilip karakterize etmistir. Karakterize edilen bu belirteglerin
genetik  cesitlilik, populasyon yapist ve ebeveyn analizi hesaplamalarinda
kullanilabilecegini belirtmistir. Zhang vd. (2013) patates iiretiminde ilk sirada olan
Cin’de patates boceginin ilk olarak ortaya ¢iktig1 Xinjiang’da 10 populasyondaki genetik
iliskiyi aydinlatmaya galigsmis ve genetik varyasyonun diisiik oldugunu ortaya koymustur.
Izzo vd. (2018) Kuzey Amerika’da kiiltiire edilmemis Solanum konakg: bitkilerinden ve
diger populasyonlardan patates bocegi Ornegi alarak yaptigr calismada mikrosatellit
belirteclerine bagl olarak genetik cesitliligin yiiksek oldugunu belirtmistir. Bu Amerika
populasyonlart ile yapilan diger ¢alismalardan elde edilen bulgular1 desteklemektedir
(Grapputo vd. 2005). Avrupa populasyonlarinda mikrosatellit belirteglerinin kullanildig:

herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu caligmada bir¢cok genetik analizler yapilmistir. Yapilan analizlerden biri her
populasyonun genetik varyasyonlarinin hesaplanmasidir. Elde edilen verilere gore
ortalama gozlenen heterozigotluk (0,495) ortalama beklenen heterozigotlugun (0,529)

altinda ¢ikmistir. Bu durumun nedeni akrabalar arasi iireme veya populasyon i¢inde
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bulunan yiiksek genetik ¢esitliligin homojen olarak dagilmamasindan kaynaklaniyor

olabilir.

Gergeklestirilen AMOV A analiziyle gruplandirilan populasyonlarin gruplar arasi, gruplar
icerisinde  bulunan populasyonlar arast ve populasyonlarin kendi iginde
degerlendirilmistir (Cizelge 4.4). Analiz sonuglar1 varyasyonun en az gruplar arasinda (%
0.96) en fazla ise populasyonlarin kendi igerisinde (% 96.51) goriilmiistiir. Gruplar
arasinda gozlemlenen varyasyonun diisiik olmasi patates boceginin tilkemizde yeni yeni

yayllmaya basladiginin ya da gen akisinin siirdiigliniin somut kaniti niteligindedir.

Pairwise Linkage Disequilibrium ve Hardy-Weinberg Esitligi testleri gerg¢eklestirilmistir
(Cizelge 4.6). Linkage Disequilibrium (baglanti dengesizligi) testi Hardy-Weinberg
dengesinin lokuslar iizerinde uygulanan seklidir. Elde edilen bulgulara gére anlamli LD
lokus sayis1 Nigde (18), Ankara (16), Konya ve Sivas (12) illerinde gbze ¢arpmaktadir.
Hardy-Weinberg esitliginde olmayan lokus sayisi yine Konya (5) ve Nigde (4) illerinde
digerlerine gore daha fazladir. Konya ve Nigde illeri patates liretiminin en fazla yapildigi
ve ornek sayisinin en fazla oldugu illerdir ve bulgular yorumlandigi zaman bu illerde
genetik stirliklenmenin ve populasyonlarin diger populasyonlara gére daha fazla gog

aldig1 diisiiniilebilir.

Populasyonlar arasinda bulunan genetik iliskiler ve farklilasmalarini belirlemek amaciyla
analizler gergeklestirilmistir. Bu analizlerde Fsr degerleri bulgulart ¢izelge 4.7°de
gosterilmistir. Elde edilen Fst degerlerinin ortalamasi 0.06 olarak bulunmustur. Yani
populasyonlar arasi farklilasmanin I¢ Anadolu bélgesindeki illerde yaklasik % 6

civarinda oldugu goriilmektedir.

Yapilan mikrosatellit analizleri sonucunda elde edilen veriler iki temel sonucu ortaya
cikarmustir. Birincisi, I¢ Anadolu bélgesinde bulunan patates bocegi populasyonlarinda
genetik varyasyon disiiktiir ve genetik varyasyonun iizerindeki temel katki bireyler
arasinda gozlenen varyasyonlardan kaynaklanmaktadir. Ikincisi ise, yapilan farkli

analizler sonucu elde edilen bulgular il bazinda benzer sonuglarin varligini géstermistir.
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Bu calismada I¢ Anadolu bélgesinin farkli illerinden toplanan drnekler, 11 polimorfik
mikrosatellit lokusu kullanilarak analizi yapilan patates bocegi populasyonlar1 arasinda
diisiik seviyede genetik varyasyon oldugunu gostermistir. BAPS 6 (Bayesian Analysis of
Population Structure) ile yapilan analizler bu sonucu desteklemektedir. Buna gore
populasyonlara katki yapan bireyler arasinda gézlenen diisiik miktardaki varyasyonlar
(Sekil 4.4) populasyon biitiinliigiinde incelendiginde ¢ok fazla etkili olmadig:
goriilmektedir (Sekil 4.5).

Bu durumu agiklamak icin patates bitkisinin Tiirkiye’de ne zamandan beri yetistirildigini
ve patates boceginin Tiirkiye’deki gegmisine bakmak faydali olacaktir. Patatesin
Tiirkiye’ye girisiyle ilgili farkli goriisler olmakla birlikte cok eski donemlerde tarimina
basladig1 bilinmektedir (Onaran vd. 2000). Fakat bu donemler i¢in patates bitkisi zararlisi
hakkinda herhangi bir kayit bulunmamaktadir. Patates bocegi populasyonlarinin
Avrupa’ya 1920’lerde Fransa’dan girmesi ve Avrupa’ya 30 yil boyunca yayilmasi
sonucu, patates boceginin Tiirkiye’ye girisi 1970’1i yillart bulmaktadir (Atak 1973). Bu
bilgiler 1513mda I¢ Anadolu bélgesi populasyonlar1 icin genetik varyasyonun diisiik
olmasi, patates boceginin lilkemizde yaklasik son 50 yilda goriiliiyor olmasi

diisiiniildiiglinde beklenen bir sonugtur.

Populasyonlar arasi genetik uzaklik (Da) verileriyle olusturulan Neighbour-Joining agaci
(Sekil 4.2) Faktoriyel Benzerlik Analizi (FCA) sonuglariyla (Sekil 4.3)
karsilastirildiginda birbiriyle ortiismektedir. Bu sonuglara gére Konya ili tek basina bir
grubu temsil ederken, Nigde, Eskisehir, Kayseri, Aksaray, Nevsehir, Ankara ve Karaman
ikinci grubu, Sivas ve Yozgat ise liclincii bir grubu olusturmustur. Patates boceginin ugma
kapasitesinin sinirl olmasi, ergin donemde yasamini genellikle toprak altinda gecirmesi
ve orneklerin toplandig: tarlalar arasi1 mesafeler goz Oniine alindiginda birbirine yakin
olan illere ait populasyonlarin genetik uzakliginin az olmasi, cografik olarak uzak
konumlarda bulunan populasyonlarin genetik uzakliginin yiiksek olmasi gorisiini
desteklemektedir.
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