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OZET

ZEYTIN SINEGI (Bactrocera oleac) POPULASYONLARININ GENETIK
KARAKTERIZASYONU VE BU POPULASYONLARDA ORGANOFOSFAT
INSEKTISIT DIRENC MUTASYON FREKANSLARININ BELIRLENMESI

Ersin DOGAC

Doktora Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danigsman: Yrd. Dog. Dr. Vatan TASKIN
Mayis 2013, 166 sayfa

Zeytin sinegi (Bactrocera oleae) diinya’da zeytin bitkisinin yetistirildigi biitiin
alanlarda, 6zellikle de Akdeniz havzasinda ve Kuzey Amerika’da en 6nemli zeytin
zararhsidir. Zeytin sineginin ekonomik agidan énemli olmasina ragmen, bu tiiriin
yayilim yollar1 net degildir. Bu tez ¢alismasinda Dogu Akdeniz havzasinin énemli
bir kismmi temsil eden Tiirkiye'deki zeytin sinegi popiilasyonlarinmn yayilim yollar1
ve bu popiilasyonlarin genetik yapis1 hakkinda bilgi saglamak i¢in mikrosatellit ve
mitokondriyal DNA belirtegleri kullanilmistir. Bu amagla iilkemizde zeytin
yetistiriciliginin yapildig1 biitiin alanlar1 kapsayacak sekilde 12 ile ait 38 alt
lokasyondan vuruklu meyveler toplanarak ergin bireyler elde edilmistir. Sonuglar,
zeytin sinegi popiilasyonlar1 arasmda 6nemli bir genetik ¢esitlilik oldugu ve Ege ve
Akdeniz popiilasyonlar1 arasinda 6nemli derecede genetik farklilik oldugunu ortaya
koymustur. Akdeniz popiilasyonlari, Ege popiilasyonlarina oranla daha yiiksek
seviyede mikrosatellit ¢esitliligine sahiptir ve bu durum Akdeniz'in Dogu kismimin
bu organizmanin Orta Dogu’dan Avrupa’ya yayiliminda 6nemli bir yere sahip
olduguna isaret etmektedir. Calisma sonucu populasyonlardaki ortalama gézlenen
heterozigotluk degeri 0.78, ortalama beklenen heterozigotluk degeri 0.76 olarak
bulunmustur. Popiilasyonlar arasinda gen akis diizeyi Nem= 8.36 olarak bulunmustur.
MtDNA sonuclar1 Tiirkiye’nin Bati'sindan toplanan zeytin sinegi Orneklerinin
Akdeniz havzasinmn Italya-Ege grubu ile olduk¢a yakindan iliskili oldugunu ve bu
organizmanin Avrupa’ya ililkemiz iizerinden yayildigi ihtimalini gdstermektedir.
Buna ek olarak Amerika kitasina ait daha onceki ¢alismalardan elde edilen mtDNA
haplotiplerinin ¢aligmamizda yiiksek frekansta bulunmasi bu kitada bulunan zeytin
sinegi popiilasyonlarmin muhtemel kaynaginin iilkemiz olabilecegini gostermektedir.
Bu organizmanm popiilasyon yapisint ve yayilim yollarmi daha kesin bir sekilde
belirlemek i¢in daha fazla DNA’ya dayali baz dizi analizi ¢alismalarmin yapilmasi
gerekmektedir.



Ace geni tarafindan kodlanan asetilkolinesteraz enzimi organofosfat grubu
insektisitlerin temel hedefidir. Zeytin sineginde daha Onceden tanimlanmis iig
mutasyon, farkli seviyelerde organofosfat duyarsizlagsmasini saglamaktadir.
Calismamizda organofosfat insektisit direncinde Onemli bir rol oynayan
asetilkolinesteraz enziminin 214 ve 488 numarali bolgelerini kodlayan Ace geninin
kismi baz dizi analizi yapilmak suretiyle ve ekzonlO igerisinde bulunan 9 bg’lik
delesyon bolgesinin ise poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) yontemi kullanilarak
calisilan bireylerdeki organofosfat direng mutasyonlarmnin sikligir belirlenmistir.
Calismamizda kullandigimiz zeytin sinegi popiilasyonlarinda Ace geni ekzon 3 ve 6
bolgelerinin kismi baz dizi analizlerinin yapilmasi sonucu elde edilen gen igi
cesitlilik degerleri karsilastirildiginda Akdeniz popiilasyonlar1 Ege popiilasyonlarina
oranla daha yliksek gen ici cesitliligi degerlerine sahiptir. Bunun yani sira Ace
geninde diren¢ mutasyon siklik farkliliklarma bakildiginda iilkemizde direng
mutasyon oranlar1 yiiksek bulunmustur. Bu diren¢ mutasyonlarint bolgeler bazinda
kiyasladigimizda Ege popiilasyonlarinda Akdeniz’e oranla ¢cok daha yiiksek direng
mutasyon frekanslar1 gozlenmistir. Ekzon 10 bolgesinde bulunan A3Q mutasyon
frekanst ise 0.064 olarak bulunmustur. Ekzon 3-6 ve 10 da gozlenen allel
kombinasyonlarma bakildiginda ¢alismamizdaki popiilasyonlarda en fazla gozlenen
allel kombinasyonu 214Val/Val-488Ser/Ser-SS kombinasyonudur (% 41). Ikinci en
fazla goriilen kombinasyon ise %28 ile 2141le/Val-488Gly/Ser-SS kombinasyonudur.

Anahtar Kelimeler: Zeytin sinegi, Popiilasyon genetigi, Mikrosatellit, mtDNA, Ace
geni, Asetilkolinesteraz, Organofosfat direnci.



ABSTRACT

GENETIC CHARACTERIZATION OF OLIVE FLY (Bactrocera oleae)
POPULATIONS AND THE DETERMINATION OF ORGANOPHOSPHATE
RESISTANCE-ASSOCIATED MUTATION FREQUENCIES OF THESE
POPULATIONS

Ersin DOGAC

Philosophy of Doctorate Thesis
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Vatan TASKIN
May 2013, 166 pages

The olive fruit fly, Bactrocera oleae, is the most important pest in olive growing
regions worldwide, especially in the Mediterranean basin and North America.
Despite the economic importance of the olive fly, the spreading route of this species
is unclear. In this thesis microsatellite and mitochondrial DNA markers were used for
providing information about the population structure and invasion route of olive fly
populations in Turkey, as representative of the Eastern Mediterranean region. In this
purpose, hatched fruit samples were collected from 38 sublocations belonging 12
cities including all olive growing regions in Turkey. The results were presented
significant genetic diversity between olive fly populations and a certain degree of
differentiation between Mediterranean and Aegean populations. Mediterranean
populations present higher levels of microsatellite variation than Aegean populations
and this situation indicates that the eastern part of the Mediterranean has an
important role on the invasion of this organism from Middle East to Europe. At the
end of the study average observed heterozygosity value in populations was found as
0.78 and the average expected heterozygosity value was found as 0.76. High gene
flow among populations, Nem=8.36, were determined. MtDNA results suggest olive
flies from the western part of Turkey are closely related to Italo-Aegean flies of the
Mediterranean basin and the olive fly populations have invaded the northern part of
the Mediterranean basin through western Turkey. In addition, finding specific
American haplotypes in high frequencies might indicate that Turkey is the possible
source of American olive fly populations. In order to more precisely characterize the
population structure and invasion routes of this organism, more DNA-based
sequence analysis should be carried out worldwide.

Acetylcholinesterase, encoded by the Ace gene, is the molecular target of
organophosphate insecticides. Three mutations have previously been identified in the
olive fly confer different levels of organophosphate resistance. In this study 214 and
488 numbered regions, which play a significant role in organophosphate insecticide
resistance of the olive fruit fly, is detected through base sequence analysis and 9 base
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pairs deletion region inside exonlO is analyzed through polyacrylamide gel
electrophoresis (PAGE) for the frequency of organophosphate resistance mutation in
the members being studied. When gene diversity acquired by the partial base
sequence analysis of the regions 3 and 6 of Ace gene belonging to the olive fly
populations used in our study, Meditterranean populations have higher gene diversity
compared to the Aegean populations. In addition, with regards to resistance mutation
frequency differences in Ace gene Resistance mutation ratio in our country is found
to be high. When we compared this resistance mutations on the basis of regions,
Aegean populations has higher resistance mutation frequency than Mediterranean
populations. A3Q mutation frequency in Exon 10 region is found to be 0.064. In our
study highest allele combination observed in the populations, when allele
combinations in Exon 3-6 and 10 is monitored, is 214Val/Val-488Ser/Ser-SS
combination (% 41). Second most frequently observed combinations is 2141le/Val-
488Gly/Ser-SS with a ratio of % 28.

Keywords: Olive fly, Microsatellite, Population genetics, mtDNA, Ace gene,
Acetylcholinesterase, Organophosphate resistance.
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BOLUM 1

1. GIRIS

1.1. Genel Bilgiler

Diptera takiminin bir iiyesi olan meyve sinekleri (Tephritidae), bircok ticari bahge
bitkisine iiretim asamasinda larval gelisimle zarar veren ve ekonomik kayiplara
neden olan en 6nemli tarimsal zararlilardan bir kismmi icermektedir. Ureticilerin
ekonomik kayiplar1 sadece iirin kaybindan degil, dolayli olarak bu zararlilarin
bulunmadig iilkelere ihracat yapilirken, vuruklu ya da pestisit kalntili meyvelerin
almmamasi gibi uygulanan karantina yontemlerinden de kaynaklanmaktadir.

Bu familyaya ait tiirlerin biiyiik bir kismi, beslenmelerini bitkilerin meyvelerinde
yaparak, bitkilerde 6nemli zararlara neden olurlar. Bu sebeple bu tiirler meyve sinegi
olarak adlandirilmislardir (Foote, 1984). Meyve sinekleri familyas: diinyada ¢ok
genis bir dagilim gosterip, zirai agidan olduk¢a Onemli zarar olusturabilen tiirleri
icermektedir. Diinyada 481 cinse ait 4352 tiir ve paleoarktik bolgeden de 137 cinse
ait 882 tiiriin varlig1 bilinmektedir (Korneyev,1999; Norrbom, 1999).

White ve Wang (1992)’in yaptiklar1 ¢alismada ise Tephritidaec familyasina ait 220
tiriin ekonomik agidan zarara neden oldugu belirlenmis ve bunlardan yaklagik 40
tanesinin Bacterocera, 17’sinin Rhagoletis ve 15’inin de Anastrepha cinsine ait
olduklarmni bildirmislerdir. Ulkemizde meyve sineklerinin 114 tiirii bulunmasima
karsin bunlardan sadece tarmi yapilan meyvelerde zararli olanlar1 bilinmektedir
(Yaran, 2009). Yurdumuzda tarimsal agidan ekonomik kayiplara yol agmasi
nedeniyle 6nem arz eden tiirlere; Akdeniz meyve sinegi (Ceratitis capitata), kiraz
sinegi (Rhagoletis cerasi), kavun sinegi (Myiopardalis pardalin) ve zeytin sinegi

(Bactrocera oleae) 6rnek olarak verilebilir.



Bu c¢aligmanin konusu olan zeytin sinegi [Bactrocera oleae (Gmelin) (Diptera:
Tephritidae)] yurdumuzda birgok alanda yetistiriciligi yapilan zeytin bitkisinde
ekonomik kayiplara yol acmaktadir. Zeytin agaglar1 bircok zararliya konukguluk
yapmaktadir ve bu zararlilar dogrudan ya da dolayli olarak agacin kendisinde veya
irinde biiylik zarara yol agabilmektedir. Bunlar arasinda; zeytin sinegi, zeytin
giivesi, zeytin kabuklu biti, zeytin karakosnili ve zeytin halkali leke hastaligi
sayilabilir (Pala vd. 2001). Zeytin sinegi bunlar i¢erisinde ana zararli konumundadir
ve ¢ok eski zamanlardan bu yana zeytinlerin yetistigi alanlarda biiyiik ekonomik
kayiplara neden olan bir tiirdiir (Daane ve Johnson, 2010; Tzanakakis, 2006; Nardi
vd. 2005; Nardi vd. 2006). Larvalar1 O. europaea, O. verrucosa ve O.
chrysophylla’y1 igeren Olea genusundaki meyveler iizerinde monofag olarak
yagamaktadir (Daane ve Johnson, 2010). Zeytin sineginin dagilimi, kiiltiirii yapilan
ya da yabani agaclarin bulundugu alanlarla sinirhidir. Giliniimiizde zeytin sineginin;
Akdeniz, Gliney ve Orta Afrika, Kanarya Adalari, Orta Dogu, Kaliforniya ve
Meksika’da yayilis gosterebildigi rapor edilmistir. (Daane ve Johnson, 2010, Nardi
ve ark 2003; Zygouridis vd. 2009; Augustinos vd. 2002).

Zeytin sineginin yeryliziindeki yayiliminin konakgisi oldugu zeytin bitkisiyle birlikte
oldugu diisiiniilmektedir (Nardi vd. 2010; Augustinos vd. 2005). Kiiltiire alinmis
zeytinin diinyaya yayilis1 ile ilgili 2 ayr1 hipotez bulunmaktadir. Bunlardan ilki;
yabani zeytinin Orta Dogu bdlgesinde M.O. 5500-5700 yillar1 arasinda kiiltiire
alindig1 ve buradan c¢esitli yollarla Akdeniz havzasmna ve diinyaya yayildigi
seklindedir (dogu-bat1 dogrultusunda). ikincisi hipotez ise, zeytinin Misir ve
Etiyopya’da Kkiiltiire alindig1 ve Fenikeli’ler tarafindan Kibris’a getirilip, buradan
Akdeniz havzasma ve diinyaya yayildig1 seklindedir (giiney-kuzey dogrultusunda)
(Angiolillo vd. 1999; Aksu, 2000; Augustinos vd. 2005; Nardi vd. 2005).

Diinyada 38 iilkede ekonomik olarak zeytin liretimi yapilmaktadir. Bu iilkelerin 30
tanesi kuzey yarmm kiirede, 8 tanesi ise giiney yarim kiirede yer almaktadir (Oztiirk,
2006). Kuzey yarimkiirede bulunan iiretim alanlarmin Akdeniz Bolgesi’nde
yogunlastig1 dikkat c¢ekmektedir. Nitekim diinya iiretiminin % 90’dan fazlasi
Akdeniz havzasinda gergeklesmektedir (Augustinos vd. 2005).

Akdeniz iilkelerinde miyonlarca insanin gecim kaynagmi olusturan zeytin iiretimi,
2010 il istatistiklerine gore yaklasik 18.7 milyon ton’dur. Bu iilkeler sirasiyla,

Ispanya (% 35.7), italya (% 16.9), Yunanistan (% 9.67), Fas (% 7.9) ve Tiirkiye (%
2



7.56)’dir (Cizelge 1.1.) (Anonim, 2013a). Diinya zeytin iiretimi yaklasik 9 milyon
hektar alanda gerceklesmektedir.

Cizelge 1.1. Diinya’da 2010-2011 yillarina iliskin dane zeytin iiretim miktari, alan ve verim
degerleri (Anonim, 2013a)

Ulke Uretim (ton) %
Ispanya 6.682.010 35,72
Italya 3.170.700 16,95
Yunanistan 1.809.800 9,67
Fas 1.483.510 7,93
Tiirkiye 1.415.000 7,56
Suriye 960.403 5,13

Tunus 750.000 0,4
Diger 2.432.963 16,64

Tiirkiye’de 2010 yili verilerine gore, yaklasik 784 bin hektar alanda 157 milyon
zeytin aga¢ varligma sahiptir. Toplam zeytin dane zeytin iretimi 2010 yih

istatistiklerine gore 1.415.000 ton olarak gerceklesmistir (Cizelge 1.2., Anonim,

2013D).

Cizelge 1.2. Tiirkiye’de 2010 yili dane zeytin iiretim miktari, ve agag¢ sayis1 (Anonim, 2013b)

Agac sayisi Uretim (Ton)
(Milyon)
Meyve Meyve
Toplam veren vermeyen Toplam Sofralik Yaghk
2010 157.156 111.398 45.758 1.415.000 375.000 1.040.000

2010 yilinda zeytin iiretimin % 46.45'1 Ege Bolgesi'nde, % 24.23'0 Akdeniz
Bolgesinde, % 26.42'si Marmara Bolgesinde %2.67°si Giiney Dogu Anadolu

Bolgesinde, % 0.21'1 Karadeniz Bolgesi'nde ve % 0.02'si diger bolgelerde yapilmistir
(Sekil 1.1. ve Sekil 1.2.) (Anonim, 2013b).



Sekil 1.1. Tiirkiye’de zeytin yetistiriciliginin yapildig1 alanlar. Numaralar iilkemizdeki bolgeleri
gostermektedir.

Turkiye Bolgelere Gére Zeytin Uretimi (%)

% 0,21

% 2,67 % 0,02

M Ege Bolgesi

B Marmara Bolgesi

® Akdeniz Bolgesi

B Giiney Dogu Anadolu Bolgesi
W Karadeniz Bolgesi

m Diger

Sekil 1.2. Tiirkiye'de bolgelere gore zeytin iiretim oram (2010).



1.2. Zeytin Sinegi Ile Tlgili Genel Bilgiler

1.2.1. Sistematikteki yeri

Ulkemizde zeytin agaclarinda yiiksek oranda verim kayiplarina neden olan ana zararli

zeytin sinegidir. Sistematik diizende bakildiginda zeytin sinegi;
Alem: Animalia

Sube: Arthropoda

Siif: Insecta

Takim: Diptera

Aile: Tephritidae

Alt aile: Dacinae

Tribus: Dacini

Cins: Bactrocera

Tiir: B. oleae

1.2.2. Diger tephritid tiirleri ile iliskisi

Tephritidae familyasinin bilinen yaklasik 4.500 tiirii bulunmaktadir ve bunlardan
bazilar1 diinyanin en onemli tarmmsal zararhlaridir. Tephritid alt familyalar1 ve
smiflar1 arasindaki iliskiler halen gelistirilmekte ve iyilestirilmektedir. Son
zamanlarda meyve sine§i morfolojisi ve cesitli genetik yaklasimlara dayali
filogenilerin gelistirilmesi gibi mevcut sistematik literatiire iliskin derlemeler yiiksek
seviyede Tephritid siniflandirmasma yardimci olmaktadir (Korneyev, 1999; Han ve
Ro, 2009). Zeytin sinegi Afrotropikal, Austalasian ve Oriental (Dogu) tiirleri i¢eren
Dacinae alt ailesi ve Dacini tribusunun bir {iyesidir. Dacinae alt ailesi igerisinde
Bactrocera, Dacus ve Ceratitis genuslarindaki tiirleri iceren meyve sebzelere zarar
veren cesitli meyve sinegi zararlhilari bulunmaktadir. Bactrocera genusu igerisinde
daha iyi bilinen bazi meyve sinegi zararl tiirleri genis oriental Bactrocera dorsalis
kompleksine baghdir (Clarke vd. 2005).



1.2.3. Tanim

Ergin zeytin sineginin viicudu 4-6 mm, kanat aciklig1 ise yaklasik 10-14 mm
uzunlugundadir. Bas ve antenler sarimsi kirmizi, hortum ve agiz parcalari
kahverengi, petek gozler mavimsi yesil piriltihidir. Toraks, sirt kisminda eklem
bolgeleri harig siyah, alt kisminda ise kirmizimsi sar1 renklidir. Bu bolgedeki killar
ise sar1 renklidir. Bacaklar kirmizims: sar1 renkte olup, kanatlar saydamdir. Kanat
damarlar1 belirgin olup uca dogru siyahimsi bir leke bulunmaktadir. Abdomen
kirmizimsi sar1 renkte ve her segmentte degisik biiyiikliikte siyah lekeler bulunur.
Disilerde karin genis yapili olup, sonunda yumurta koyma ignesi bulunur ve
uzunlugu 1 mm’dir. (Sekil 1.3.) (Rice, 2000; Pala vd. 2001).

Sekil 1.3. Zeytin sinegi ergin bireylerin goriiniimii (Anonim, 2013c).

Yumurta 0,7 mm uzunlugunda, 0,2 mm eninde olup mat beyaz renklidir ve mekik
seklindedir. Yumurta uzun ve arkaya dogru biraz genisce, tist kisim konveks, alt
kisim diizdir (Rice, 2000; Pala vd. 2001). Yumurtadan ¢ikan larva 3 donem
gecirerek olgunlasir. Olgun larva 6,0-8,5 mm uzunlukta ve 1,3-1,9 mm eninde olup,
12 segmentli ve bacaksizdir. Fi¢1 seklindeki pupa 3,5-4,5 mm uzunlukta ve 1,4-2,0
mm eninde olup, rengi ilk dénemlerde krem, son dénemlere dogru kahverengi renk
alir (Sekil 1.4.) (Rice, 2000; Pala vd. 2001).



Sekil 1.4. Zeytin sineginin yumurta, larva ve pupa donemleri (Anonim, 2013c).

1.2.4. Biyolojisi

Zeytin sinegini igeren Dacini meyve sineklerinin biyolojisi Fletcher tarafindan
derlenmistir (Fletcher, 1987). Zeytin sinegi yalnizca bazi zeytin tiirlerinin meyvesi
iizerinde beslendiginden dolay1 monofag olarak sayilabilir. Aslinda sineklerin yasam
stireleri zeytinin kosullar1 ve erisilebilirligine yakindan baglhidir (Tzanakakis, 2003).
Ulke ekonomisinde énemli bir yeri olan zeytin bitkisinde zarara yol agabilen zeytin
sinegi kig1 cogunlukla topragin 2-5 cm derinliginde pupa halinde, eger ¢evre sicakligi
elverisli ise =zeytinlik veya fundaliklarda ergin halde gegirir. Yumurtlama
olgunluguna ulasan disiler yumurtalarii olgun, iri, parlak ve yaglanmaya baslamis
zeytin meyve yiizeyinin hemen altina koyarlar, boylece yeni dogan larva dogrudan
besine ulasabilir (Tzanakakis, 2003). V seklindeki bu yariklar, birkag giin sonra koyu

kahverengiye doniisiir ve buna “vuruk” denir (Sekil 1.5.).

Sekil 1.5. Vuruklu zeytin tanelerinin yakindan gériiniimii (Anonim, 2013d).



Zeytin sineginin de icinde bulundugu meyve sinekleri holometabol yani tam

baskalasim gecirirler. Hayat dongiileri yumurta, larva, pupa ve ergin evrelerini
icermektedir (Sekil 1.6.) (Carey ve Liedo, 1999).

Haziran ayindan
tibaren erginler
ctkmaya
baslar.yumurta
birakmadan énce  Haziran sonundan baslayarak

tathmsi maddelerle  Meyvelere yumurta birakmaya baslarlar.

beslenirler.Bir disi
ortalama 200-250

Ergin hale gelerek meyveyi terk
eder.

- yumurta birakir. g -
Larva meyve zarini inceltir ve  Ylda 3-4 dél verir. Meyve kabugunun altindaki
geri cekilerek meyve veya toprakta [N S " yumurta 2-3 giin i¢inde agilir.

pupa olur.

Larva meyve icinde oyuklar
acar ve gelisimini 10-15 giinde
tamamlar.

Sekil 1.6. Zeytin sineginin genel yasam dongiisii.

Larva zeytinin mezokarpinda meyve kurdu olarak biiyiir ve beslenir. Zeytin sinegi
larvalar1 zeytinin bulunmasima bagli iken erginler bocek 6zsuyu, nektar, polen ve
meyve salgilarmi iceren ¢esitli organik kaynaklardan beslenir. Zeytinin yumurta
birakma i¢in uygun olmadig1 periyotlar sirasinda lireme ve yasamak icin erginlerin
besinlere erisimi zeytin sinegi popiilasyonlarmin var olusunda kritik bir durum
olabilmektedir. Bu nedenle ergin sinekler; besin kaynaklarinin bulundugu pek ¢ok
farkli bitki tizerinde bulunabilirler (Tsiropoulos, 1977).

Zeytin sinegi larval gelisimi biiyiik 6lgiide sicakliga baghdir. Tsitsipis (1980) ve
Fletcher (1987) sabit sicakliklar ve laboratuar kosullari altinda zeytin sinegi larval
gelisimini calismis ve zeytin sinegi larvasmin alt sicakhik smirmm 10-12 °C, iist
sicaklik sinirinmn da 30-32 °C oldugunu belirlemislerdir. Yumurtalar i¢in alt gelisim
smirmin 7.5-10 °C, {ist smirinm da 30-32 °C oldugu rapor edilmistir. Larval ve pupal
gelisim i¢in sirasiyla yaklagik 8-37 ve 9-49 giin gerekmektedir. Ancak optimum
sicaklikta yumurta, larva ve pupa gelisimi sirastyla 1, 8 ve 9 giin gibi kisa bir siirede
gerceklesebilmektedir (Tsitsipis, 1980; Fletcher, 1989a).
8



Arazide zeytin sinegi gelisimi ve yillik jenerasyon sayisi yalnizca ortam sicakligma
bagli degil ayn1 zamanda zeytinin erisilebilirligi, kalitesi, zeytin i¢indeki mikroklima
ve neme de baglidir. Ornegin daha yiiksek yiizey sicakligina sahip siyah zeytinde
gelisim yesil zeytine gore daha hizli olabilmektedir (Neuenschwander ve Michelakis,
1979). Bu ¢esitli klimatik kosullar sinekler i¢in rapor edilen sezonluk jenerasyon
sayisinda farklilik ile sonuglanir. Orta Dogu’da 3 ila 5 jenerasyon, Avrupa’nin farkl
kisimlarinda 2 ila 5 jenerasyon rapor edilmistir (Neuenschwander ve Michelakis,
1979). Pek ¢ok alanda larval biiylime i¢in optimum kosullar varken zeytin sinegi
sonbahar periyodu gelisimine en iyi sekilde adapte olmus gibi goériinmektedir.
Tzanakakis (2003), zeytin sinegini Giliney Avrupa ve Orta Dogu’da giinlerin uzun
oldugu bahar sonu ve yaz baslarinda yumurtlamamalarindan dolay1 “kisa giin” tiirleri
olarak adlandirmistir. Zeytin sinegi ilkbahar yaz dormansisini yaz sonunda sona
erdirir boylelikle yeni hasat meyvelerine erisebildigi periyotla kesistirmis olur. Yaz
aylarindaki ytiksek sicaklik ve diisiik nem disi olgunlagmasini engelleyen muhtemel
faktorler arasindadir (Mourikis ve Fytizas, 1970) Ulkemizde zeytin sinegi
popiilasyonlar1 Ege bolgesinde 4-6, Marmara bolgesinde 3-4, Giiney Anadolu’da 2-5,
Karadeniz bolgesinde 3-4 dol verirler. Genellikle her meyvede bir olmak iizere, bir

disi 50-400 tane yumurta birakir (Yasar, 1996).

1.2.5. Zaran ve iiriin iizerine etkileri

Zeytin sinegi pek cok sekilde zeytin iiretiminin azalmasma neden olabilmektedir.
Glimiisay (1998), zeytin sineginin zararlarini meyvelerin c¢iiriiyerek dokiilmesi,
zeytinyagl miktarmni azaltmast ve yagm kalitesinde (renk, koku, tat ve dayanma
stiresi gibi organoleptik 6zelliklerinde) bozulmaya neden olma seklinde {i¢ baslikta
gruplandirmistir. Gelisme stiresi 15-16 giin olan larvalar meyve igerisinde ¢ekirdek
etrafinda galeriler agmak suretiyle meyve eti ile beslenir ve pupa haline gelir, daha
sonra ¢ikis deligi acarak meyveyi terk ederler. Ekonomik zarar; zeytinin zeytin sinegi
tarafindan yumurta birakilmak i¢in 1sirilmasi, larvanin beslenmesi ile meyvenin
diismesi ve buna bagli olarak yag lretiminde azalma ve meyveleri g¢iiriitebilen
larvanin meyveyi dogrudan harap etmesinden dolayr olusur (Neuenschwander ve
Michelakis, 1978). Olgunlasmamis meyve 1sirildiginda, hasattan 6nce diismesine ve

boylelikle de {iriin kaybma sebep olabilir. Meyvenin etli kismimnin larval tiikketimi



ortalama 50 ila 150 mg/larva civarindadir (Neuenschwander ve Michelakis, 1978).
Zeytin sinegi ayrica meyvenin kullanim amacini da etkiler. Sofralik zeytindeki hasar
meyvede larva temelli meyve kontaminasyon problemi olusturur bu nedenle tolere
edilebilir istila diizeyleri meyve basina sifir larva civarindadir. Karsilastirma olarak
sofralik zeytine oranla yaglik zeytin goreceli olarak daha yiiksek seviyede istilaya
ugramaktadir (% 10-30) ve bu ekonomik agidan halen kabul edilebilir seviyelerdedir
(Neuenschwander ve Michelakis, 1978). Ulkemizde zeytin sinegi ile miicadele
yapilmadig1 zaman, normal yillarda % 15-30 salgin yillarinda ise %70’e kadar ulasan
zarar meydana gelebilmektedir (Pala vd. 2001; Bozbuga, 2007). Zeytin sineginin
bulundugu diinyanin pek ¢ok alaninda zeytin sinegi yag kalitesinin %80’den fazla ve
baz1 sofralik kiiltiivarlarin %100 kaybindan sorumludur. Zeytin sineginin toplam
zeytin iliretimini %35 hasara ugrattigi tahmin edilmektedir ve bu durum yilda yaklagik
800 milyon $’lik ekonomik kayip anlamina gelmektedir (Montiel Bueno ve Jones,
2002). Zeytinyag: iizerine B. oleae’nin toplam etkisini degistiren ¢esitli faktorler
vardir. Bunlar faktorler B. oleae istilasinin zamanlamasi ve siddeti, zeytin ¢esidi,
hasat zamani ve mikroflora varligidir. Zeytin sinegi larval hasar1 ve yag saklama
stiresi arasindaki korelasyon yag asitliginin sinerjetik olarak artmasina sebep olur. Bu
hasardan bakteri (Xanthomonas), mayalar (genel olarak Torulopsis and Candida) ve
kiifler (genelde Fusarium ve Penicillium) gibi mikroorganizmalar sorumludur.
Mikroflora ve yag asiditesi arasinda pozitif bir korelasyon bulunmaktadir (Torres-
Villa vd. 2003).

Zeytin sinegi ¢esitli zeytin kiiltivarlarin1 tercih edebilmektedir. Kaliforniya’daki
calismalarda disi B. oleae’nin kiiltiir zeytinlerinin bazi varyeteleri icin giigli
ovpozisyonal tercih sergiledigi ve tercih edilen varyetelerde larvalarin daha iyi
gelistikleri bulunmustur. Bunda bazi faktorler rol oynayabilmektedir. Bu faktorler
meyve biiylikliigii ve agirligi, rengi, epikarp sertligi, yiizey ortiisii (6zellikle alifatik
mumlar), bitkinin fenolojik evresi ve kimyasal faktorlerdir (lannotta vd. 2007).
Zeytinler 3.5 g’a ulagtiginda disi B. oleae’nin yumurta birakabilmesi igin giderek

daha cezp edici hale gelir (lannotta vd. 2007).

Ozetle, zeytin sinegi, pek ¢ok sekilde verim ve kaliteye etki etmek suretiyle énemli
mali kayiplara neden olmaktadir. Zeytin sinegi ile miicadele, kiiltiirel onlemler,
biyolojik, biyoteknolojik, ve kimyasal miicadele yontemlerini kapsamaktadir. Bunlar
arasinda kimyasal miicadele yontemi siklikla bagvurulan bir yontemdir (Sert, 2005).
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1.2.6. Yaygin olarak kullanmilan kontrol stratejileri

1.2.6.1. Kiiltiirel onlemler

Kis aylarinda pupalarin yok edilmesi amaciyla topragin derince siiriilmesi ve zarar
periyodu boyunca 3-4 giinde, hasarli zeytinlerin toplanarak zeytinlikten
uzaklastirilmasi kiiltiirel 6nlemlere 6rnek olarak verilebilir. Ayrica zeytin sineginin,
sonbahardaki yogun zararmi Onlenmek igin, belirlenen c¢esitlerde erken hasat
yapilmast da zeytin sinegi popililasyonunun kontrol altinda tutulmasinda

uygulanabilen bir yontemdir (Pala vd. 2001).

1.2.6.2. Biyolojik miicadele

Bir¢ok zeytin iiretimi alaninda; ¢evresel kirliligin, zeytinyaginda kontaminasyonun
ve yararli boceklerin tahribinin azalmasi i¢in, yaygin insektisitlerin (organofosfatlar
ve piretroidler gibi) kullaniminda azalma olmasi bir amagtir. Biyolojik miicadele
yonteminde, ¢ok verimli olmamakla birlikte zeytin sineginin parazitoiti zeytin
bahgelerine salinmak suretiyle var olan zararliyr kontrol altina almak amaciyla

kullanilmaktadir (Daane ve Johnson 2010).

Zeytin sineginin saptanan ¢ok sayida dogal diismani bulunmaktadir. Silvestri (1914)
yilinda yaptigi calismada diinyadaki zeytin sinegi parazitlerini su sekilde
listelemistir: Psyttalia dacicida Silvestri, Psyttalia lounsburyi (Silvestri), Utetes
africanus (Szépligeti), Bracon celer Szépligeti ve Tripaspis daci (Szépligeti)
(Hymenoptera: Braconidae); Neochrysocharis formosa crythraca (Silvestri)
(Achrysocharella formosa olarak rapor edilmistir) (Hymenoptera: Euophidae);
Eupelmus afer Silvestri (Hymenoptera: Eupelmidae); Halticoptera daci Silvestri
(Hymenoptera: Pteromalidae); ve Coptera silvestrii (Kieffer)

(Hymenoptera:Diapriidae) (Neuenschwander, 1982).

Zeytin sineginin parazitoiti olan Opius concolor, iilkemizde ve Avrupa’da bazi
iilkelerde kitle halinde iiretilerek, zeytin bahgelerine salinmak suretiyle biyolojik
miicadelede kullanilmaktadir (Sekil 1.7.). Bunun yani sira iilkemizde zeytin sinegi ile
miicadelede kullanilabilen zeytin sinegi parazitoidleri ¢izelge 1.3.’de sunulmustur

(Zobar, 2008).
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Cizelge 1.3. Ulkemizde saptanan zeytin sinegi parazitoidleri (Zobar, 2008).

Parazitoid Takim:Familya
Aprostocetus epicharmus Walk. (Hym.:Chalcididae)
Cyrtoptyx dacicida Masi. (Hym.:Pteromalidae)
Cyrtoptyx latipes Rond. (Hym.:Pteromalidae)
Eurytoma parvula (Thom.) (Hym.:Eurytomidae)
E. strigrifrons (Thom.) (Hym.:Eurytomidae)
E. tibialis Boh. (Hym.: Eurytomidae)
Eupelmus urozonus Dalm. (Hym.:Eupelmidae)
Metaphycus silvestrii Sug. (Hym.:Encyrtidae)
Opius concolor Szelp. (Hym.:Braconidae)

Pnigalio mediterraneus (Fer. ve Del.) (Hym.:Eulophidae)

Zaglyptus multicolor Grav. (Hym.:lchneumonidae)

Sekil 1.7. Zeytin sineginin parazitoiti O. concolor’un goériiniimii (Zobar, 2008).

1.2.6.3. Biyoteknolojik miicadele (tuzaklar-renkler-feromonlarla etkilesim)

Biyoteknolojik miicadelede yapigkan tuzaklar, feromonlar, 151k tuzaklari, renk
tuzaklar1 ve kapanlar yaygmn olarak kullanilmaktadir (Sekil 1.8.). Renk tuzaklari

genelde levha veya silindir seklindedir ve iizerine yapigkan bir madde siiriiliir.
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Boylece renge yonelen bdcek tuzaga carpar ve buraya yapisir (Onciier, 2004).
Tephritid meyve sineklerinin etkilestigi bilesenler ¢ok genistir. Bir asr1 askin bir
stiredir bu etkilesen bilesenler, zeytin sinegi yakalama, kimyasal sterilizasyon ya da
cesitli oldiirme islemleri icin tuzak (insektisit, yapiskan tuzak ve sivi tuzak gibi)
olarak kullanilmigtir (Katsoyannos ve Kouloussis 2001). Kullanilan ilk tuzaklardan
biri, melasin insektisit-arsenat kombinasyonudur. Sonraki tuzaklar, protein
hidrolizatlar1 (solbait gibi), Torula, NuLure ve amonyak salan tuzlari (amonyum
bikarbonat, amonyum siilfat ve biamonyum fosfat gibi) igermektedir (Katsoyannos
ve Kouloussis 2001). Tuzak kullanimi, bdlgeye ve kullanilan tuzagin tipine goére

cesitlilik gosterir.

Zeytin sinegi igin sar1 renk ¢ok ¢ekicidir. Yapiskan ve McPhail tuzaklarinmn birkag
tipinin i¢ine katilan sar1 renk, goriintiileme ve kiitle tuzaklama (mass trapping) i¢in
kullanilir. Baz1 bolgelerde sar1 tuzaklar, yararli boceklerin birgogunu da yakaladigi
icin bu yontemden vazgecilmistir. Kirmiz1 renkli yapiskan kiirelerin kullanildig:
calismalar, % 2’lik amonyum siilfath McPhail tuzaklara oranla ¢ok daha etkili
oldugunu gostermistir (Katsoyannos ve Kouloussis 2001). Erkek ve disi B. oleae
tarafindan salgilanan seks feromonlarinin yapay olarak sentezi ve amonyum
bikarbonat gibi tuzlarla birlestirilmesiyle, yakalama verimi c¢ok geligsmistir. Dort
bilesenli bir karisim olan feromon, genis aralikli erkek cezbedici, agregasyon
feromunu ve afrodizyak rolii oynar. En temel bileseni, oleandir. Bu feromonda
oleanin rasemik bir karigimi bulunur. R (-) enantiyomeri, erkek cezbedici ve S (+)
enantiyomeri potansiyel olarak disi cezbedici ya da sakinlestirici gorevi alir

(Katsoyannos ve Kouloussis 2001).
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Sekil 1.8. Zeytin sinegi yakalamada kullanilan tuzaklar (Anonim, 2013e).

1.2.6.4. Kimyasal miicadele

Kullanimimin kolay olmasi ve cabuk sonu¢ vermesinden dolay1 zeytin sinegi
popiilasyonlarmin baski altina alinmasi1 ve zarar esiginin altinda tutulmasi igin son
kirk yili agkin bir siiredir, koruma spreylerinde ve tuzak spreylerde (dimethoate ve
fenthion gibi) organofosfat ve karbamat grubu insektisitlerin kullanildig1 bir zeytin
sinegi yonetimi temel alinmistir. Son yillarda ise kontrol igin, piretroidlerin
kullanimmda da bir artis olmustur (Pala vd. 2001). Zeytin sinegi ile miicadelede
kullanilan kimyasallar, kullanim sekilleri ve dozlar1 Cizelge 1.4.’te sunulmustur

(Zobar, 2008).
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Cizelge 1.4. Zeytin sinegine karsi kullanilan kimyasallar (Zobar, 2008).

Etkili Madde Form. Doz Ag¢iklama
Ad1 ve Orani Tipi (Preparat/
hl su)

Oncelikli olarak tavsive edilen ilaclar

Feromon, %0.01+ Tuzak - Orta biiyiikliikteki agaglardan olusan yeknesak

Deltamethrin, %0.0187 zeytin bahgelerinde, iki agaca bir tuzak,

- Biiyiik tacl agaclardan olusan bahgelerde ve
yeknesak olmayan bahgelerde, her agaca bir

tuzak asilir.

Hidrolize protein, 850 WP +EC 4 litre +4,5 kg Zehirli  yem kismi
g/l + Malathion, %25 ilaglama.

Hidrolize protein, 850 EC +EC 1 litre + 500 ml Zehirli  yem  kismi
g/l + Fenthion, 525 g/l ilaglama.

Beta Cyfluthrin, 25g/l EC 30ml Kaplama ilaglama.

ikinci derecede tavsive edilen ilaclar

Formothion, 336 g/l EC 150 ml Kaplama ilaglama.
Cyfluthrin, 50 g/l EC 30ml Kaplama ilaglama.
Deltamethrin, 25 g/l EC 25 ml Kaplama ilaglama.
Deltamethrin, 120 g/l EC 5.5ml Kaplama ilaglama.
Fenthion, 525 g/l EC 100 ml Kaplama ilaglama.
Trichlorfon, %80 SP 125¢g Kaplama ilaglama.

Morfolojik karakterlerin smiflandirmada yetersiz kalmasindan dolay1 zeytin sinegi

gibi iilkemizde ve diinyada ekonomik agidan 6nem arz eden tiirlerin siiflandirilmasi,

genetik yapilarmin ve yayilim siireclerinin belirlenmesi amaciyla molekiiler

filogenetik c¢alismalar olduk¢ca 6nem kazanmistir. Molekiiler biyolojik teknikler

1960’1 yillardan sonra hizli bir gelisim gostermistir. Bu gelisim sayesinde, ¢ok

sayida molekiiler DNA belirteclerinin gelistirilmesi miimkiin olmustur. Molekiiler
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belirtegler arastirmacilara taksonlar arasindaki genetik iligkiyi detayli olarak tayin
etme, filogenetik ve biyogesitlilik i¢in yeni deliller elde etme konularma iligkin

bilgiler saglamistir (Hills ve Moritz, 1990).

1.3. Molekiiler Filogeni

Tiirler arasinda DNA bolgelerindeki niikleotit bolge farkliliklarinin belirlenmesi
amaciyla molekiiler filogeni caligmalar1 yogun bir sekilde kullanilmaktadir.
Organizmalar arasinda kategorik seviyelerdeki problemlerin ¢oziimii i¢in uygun
molekiiler belirteglerin ya da gen bolgelerinin belirlenmesi en 6nemli basamaktir ve
bu amagla filogenetik analizlerin en Onemli basamagi uygun gen bdlgesinin
se¢ilmesidir (Hwang ve Kim, 1999).

Molekiiler genetikteki son yillarda artan gelismelere paralel olarak kullanilan genetik
markerler da cesitlilik gostermektedir. Bu alana yonelik yapilan ilk ¢alismalarda
protein elektroforezi yontemi ile gesitli lokuslar calisilarak; gozlenen alleller ve
lokuslar karsilagtirilmali olarak ele alimmistir (Fidan, 1995). Sonralar1 PCR
tekniginin bulunusuna bagli olarak DNA’nm belli bdlgelerinin ¢ogaltilabilmesi
miimkiin olmus ve buna bagli olarak DNA’nin dogrudan kullanimini igeren genetik
isaretler kullanilmaya baslanmistir (Bernatchez vd. 1992; Apostolidis vd. 1996).
Canlilar arasindaki sistematik ve genetik yapilarin arastirilmasinda kullanilan
molekiiler belirtecler, protein belirtecleri ve DNA belirtegleri olarak ikiye ayrilabilir.
Molekiiler belirtecler; morfolojik agidan farkli olmayan yakin akraba tiirlerin ayirt
edilmesinde, morfolojik karakterlerin kullanishh  olmadig1  organizmalarin
siniflandirilmasinda, QTL haritalamada, gen kaynaklarinin korunmasinda, gen akisi
ve popiilasyonlarm genetik yapisini tayin etme gibi konularda kullanilmaktadir
(Bardake1 ve Karatas, 2005).

DNA ile genetik polimorfizm ¢aligmanin, protein polimorfizmi ve diger gen iirlinleri
tizerine ¢aligmalara gore daha fazla bilgi elde edilmesi gibi avantajlarinin oldugu
belirtilmistir (Nei ve Kumar, 2000). Her ne kadar popiilasyon genetigi ¢caligmalarinda
protein jel elektroforezi kullanilarak yapilan protein c¢esitliligi ¢aligmalar

giinlimiizde azalsa da, karsilasilan bazi spesifik sorunlarin ¢éziimlenmesinde hala
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kullanilmaktadir (Lewontin, 1989). Asagida belirli temel molekiiler filogenetik

yontemler kisaca 6zetlenecektir.

1.3.1. Protein belirtegleri

DNA teknolojisinin gelisiminden oOnce yaygin bir sekilde kullanilan protein
belirtecleri, elektroforetik enzim analizleri, farkli alellerin ortaya ¢ikartilmasi, tiir i¢i
ve tiirler arasindaki genetik gesitliligin saptanmasi ¢alismalarinda kullanilmistir. Elde
edilen allel frekanslarmin analizi ile tiirler arasinda ya da bir tiriin farkh
popiilasyonlar1 arasindaki genetik uzaklik, elde edilen allel frekanslarmin analiziyle
hesaplanabilir (Loxdale ve Lushai, 1998). Allozim ve izozimler 1960’11 yillardan
itibaren popiilasyon genetigi calismalarinda yaygm bir sekilde kullanilmislardir
(Hubby ve Lewontin, 1966; Ayala vd. 1972). Allozimler, ayn1 lokus {izerinde farkli
aleller tarafindan kodlanan farkli formda enzimlerdir; izozimler ise farkli lokuslar
iizerinde yer alan genler tarafindan kodlanan fakat ayni fonksiyonu goren
enzimlerdir. Allozimlerin poliakrilamid jelde yiiriitiilmesi sonucu gozlenen bant
profilleri belli bir genin farkli allellerini ayirt etmede kullanilirken izozimlerden elde
edilen bantlarin incelenmesiyle de farkli populasyonlar arasindaki genetik varyasyon
gozlemlenebilir (Goémez, 1998). Allozim elektroforezinin bazi avantajlar1 ve

dezavantajlar1 vardir. Bunlar1 su sekilde 6zetlemek miimkiindiir (Gomez, 1998).
Allozim elektroforezinin avantajlari,

1. Calisilmasi kolaydir.

2. Elde edilen veriler fenotipik 6zelliklerden etkilenmez.

3. Ayn1 anda ¢ok sayida birey analize tabi tutulabilir.

4. Ko-dominanttir.

5. Diger molekiiler yontemlere gore daha kisa silirede sonug verir ve daha ucuzdur.
Allozim elektroforezinin dezavantajlart:

1. Sadece yapisal genler incelenebilir.

2. Genler arasindaki potansiyel pek ¢ok farkin saptanmasi her zaman miimkiin

olmayabilir.

3. Bazi enzimlerin lokuslar1 ya da allellerinin tanimlanmasi bazen zor olabilir.
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4. Baz1 enzimler sadece belli dokularda bulunabilir.

5. Enzimatik aktiviteyi saptamak i¢in denatiire olmamis materyal gerekir.

1.3.2. DNA belirtecleri

Son yillarda DNA temelli belirteg sistemlerindeki gelisim sebebiyle DNA
belirteglerinin, protein belirteglerine gore polimorfizmi ortaya ¢ikarmada daha iyi
sonuglar verdigi goriilmiistiir (Richardson vd. 1986). Bunun yani sra DNA
numuneleri, proteinlere goére daha stabildir ve proteinlerden farkli olarak
organizmalarin biitiin dokularmda aynidir. Bu nedenle DNA belirtegleri tiir igindeki
ya da tiirler arasindaki genetik uzaklig1 belirlemek i¢in daha ¢ok kullanilan belirtegler
haline gelmistir. Ozelliklede calisma materyali az ise ya da numuneler eski ve kuru
ise bu gibi durumlar, DNA belirteglerinin kullanilmasi i¢in uygun durumlardir
(Behura, 2006; Hoy, 2003).

Son 20 yilda DNA belirtegleri boceklerde; filogeni, popiilasyon dinamigi, gen ve
genom haritalama c¢alismalarina biiyiik katki saglamistir (Avise, 2004). DNA
belirteglerinde kullanilan molekiiler teknikler RFLP (Kesilen Pargalarin Uzunluk
Polimorfizmi), RAPD (Rastgele Cogaltilan Polimorfik DNA), AFLP (Cogaltilan

Pargalarin Uzunluk Polimorfizmi) ve SSR (Basit Dizi Tekrarlar1)’dur.

1.3.2.1. Kesilen parcalarin uzunluk polimorfizmi (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism, RFLP)

[k kesfedilen molekiiler belirte¢ sistemidir. Teknik, temel olarak calisilan DNA’nin
cesitli restriksiyon enzimleri ile kesilerek agaroz jelde yiiriitiilmesi, daha sonra

DNA’larin  blotlama teknigi kullanilarak naylon veya nitroseliilloz menbrana

32
aktarilmasi seklinde gerceklestirilir. Belirte¢ olarak kullanilan DNA parcaciklar1 P

veya biotin ile isaretlenir ve membranda bulunan kesilmis DNA’lar ile
hibridizasyona tabi tutulur. Teknigin dezavantajlari; ¢ok fazla miktarda DNA’ya
ihtiya¢ duyulmasi, pahali ve fazla zaman almasidir. Avantajlar1 ise; sonuglarin
glivenilirligi, polimorfizm oraninin yiiksek olusu ve kodominat belirte¢ Sistemine
sahip olmasidir (Tanksley vd. 1992; Staub vd. 1996).
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1.3.2.2. Rastgele ¢cogaltilan polimorfik DNA (Random Amplified Polymorphic DNA,
RAPD)

RFLP metodundaki zorluklar1 agmak ve PCR tekniginin getirdigi avantajlardan
yararlanmak amaciyla RAPD teknigi gelistirilmistir (Williams vd. 1990). Rastgele
niikleotid dizilimine sahip olan tek bir primerin kullanilmasiyla DNA pargalari
cogaltilmakta ve olusan farkli bant desenlerine goére polimorfizm tespit
edilebilmektedir. Bu belirte¢ kullanilarak yapilan ¢alismalarda, ayni lokustaki iki
farkli alel belirli biiyiikliikteki bantlarm varligiyla ya da yokluguyla ayirt
edilebilmektedir (Liu, 1998).

RAPD belirteglerinin avantajlari, DNA dizi bilgisine ihtiyacin olmamasi, diger
markorlere gore ucuz ve daha az miktarda DNA ile kisa siirede sonuglar
alinabilmesidir. Dominant olmalari, PCR eshasinda yanlis eslesmelerin olusabilmesi,
PCR sartlarindaki kiiciik bir degismenin bile sonucglar1 etkilemesi ve
tekrarlanabilirliginin az olmasi teknigin dezavantajlarint olusturmaktadir (Williams

vd. 1990).

1.3.2.3. Cogaltilan par¢alarin uzunluk polimorfizmi (Amplified Fragment Length
Polymorphism, AFLP)

Bu teknik, restriksiyon enzimleri ile kesilmis genomik DNA pargalarmin segici PCR
ile ¢ogaltilmasi esasina dayanmaktadir. Teknik, DNA’larin restriksiyon enzimiyle
kesilmesi, olusan bu DNA par¢aciklarinin adaptorlerle birlestirilmesi ve tirtinlerin 3
baz ilave edilmis primerlerle (primerlerin birisi radyoaktif veya fluoresent ile
isaretlenmekte) segici PCR’a tabi tutulmasi seklinde 3 basamaktan olusmaktadir.
PCR iirlinleri poliakrilamid jelde yiiriitiilerek olusan polimorfizme gore sonuglar
degerlendirilmektedir. Tek bir reaksiyonda 30-150 bdlge tanimlanabilmesi,
sonuclarin tekrarlanabilir olmasi ve az miktarda DNA gerekmesi teknigin en 6nemli
avantajlarin1 olusturmaktadir. Dezavantajlar1 ise pahali laboratuar ekipmanina
gereksinim duyulmast ve dominat markér olmasidir (Vos vd. 1995; Ridout ve
Donini, 1999).
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1.2.3.4. Basit dizi tekrarlart (Simple Sequence Repeats SSR)

Canli genomunda ¢ok siklikla tekrarlanan ve bu tekrar sayilari tiirden tiire degisiklik
gosteren DNA dizileri bulunmaktadir. Bu teknik, ayni tiir i¢cindeki bireyler arasinda
bu dizilerin bulunup bulunmamasina dayali olarak gelistirilmistir. SSR analizinde,
tekrarlanan bolgelere 6zgii spesifik primerler gelistirilmekte ve bu primerler ile PCR
yapilmaktadir. PCR iirtinleri, elektroforez yapildiktan sonra ethidium bromide veya
giimilis nitrat kullanilarak boyandiktan sonra degisiklikler kaydedilmektedir
(Rangwen vd. 1995).

SSR’lar yiiksek polimorfizm gostermelerinden dolayr birgok organizmada
popiilasyon genetigi ve gen haritalama calismalarinda kullanima uygun genetik

belirte¢ kaynagidirlar (Holton, 2001).

Ko-dominant kalitim 06zelligi gostermeleri, lokusa 6zgli olmalari, yiliksek bilgi
icerigine sahip olmalar1 ve PCR ile kolayca tespit edilebilmeleri gibi avantajlaridan
dolayr siklikla kullanilan belirtegler arasinda yer almaktadirlar (Roder vd. 1995).
PCR’a dayali olmalarindan dolayr da az miktarda DNA yeterli olabilmektedir.
Mikrosatellit primerleri tiir ici ve tiirler arasi varyasyonun belirlenmesinde
kullanilabilir. Ayrica tiirlerin bireysel olarak genotiplerini ortaya konmasida
kullanilabilirler (Powell vd. 1996). Bu teknigin dezavantajlar1 ise; genom bilgisine ve
dizilim analizine ihtiya¢ duyulmasi ve primer dizayn etmenin olduk¢a zahmetli

olmasidir (Ridout ve Donini, 1999).

1.3.3. Belirte¢ olarak kullanilan DNA bolgeleri

1- intronlar

2- Ribozomal DNA

3- Niikleer protein kodlayan genler
4- Mitokondriyal DNA

5- Satellit DNA
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1.3.3.1. Intronlar

Molekiiler ¢alismalarda tek kopyali niikleer genlerdeki intronlarin kullanilmasi
uygun bulunmustur ancak tiirler arasindaki varyasyonlar intronlarin filogeni

caligmalarindaki kullanimini smirlayici bir faktor olmustur (Caterino vd. 2000).

1.3.3.2. Niikleer ribozomal DNA (rDNA)

Ribozomal DNA (rDNA) taksonomik ¢aligmalarda kullanilan bir diger molekiiler
belirtegtir. Okaryotik niikleer rDNA art arda dizilen yaklasik 5000 kadar kopya sayis1
icermektedir. Her bir tekrar linitesi 28S rRNA biiyiik alt birim, 18S rDNA kiiciik alt
birim ve 5.8S rDNA bolgelerinden olugsmaktadir. Bunlara ilave olarak ITS1 ve ITS2
(internal transcribed spacer) bdlgeleri bulunur. Ribozomal RNA ile yapilan
calismalar incelendiginde en ¢ok 18S rRNA, 28S rRNA, ITS1 ve ITS2 bolgelerinin
kullanildig1 belirlenmistir (Caterino vd. 2000). Filogeni ¢alismalarda en c¢ok
kullanilan ribozomal genlerin de, 18S rDNA, ITS1 ve ITS2 oldugu belirtilmistir
(Doolittle, 1999).

1.3.3.3. Niikleer protein kodlayan genler

Proteine kodlanan lokuslardan bazilar1 bocek molekiiler sistematik calismalarinda
kullanilmaktadir (Caterino vd. 2000; Friedlander vd. 1992). Bu genlere 6rnek olarak
a-amilaz (amy) (Maczkowiak ve Da Lage 2006), Alkol dehidrogenaz (adh) (Rowan
ve Hunt 1991), uzama faktorii-1-alfa (EF-/a) (Yang vd. 2000), ksantin dehidrogenaz
(xdn) (Houde wvd. 1989) genleri gosterilebilir. Ancak bu genlerin, bazi
dezavantajlarmm olmasindan dolay1 yaygim olarak kullanilmamaktadirlar (Caterino
vd. 2000). Bu dezavantajlar;

e Diisiik kopya sayisina sahip olmalarindan dolay1 ¢ogaltilmalarinin zor olusu.

e Pseudogenler.

e Biliyiik intronlar icermeleridir.
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1.3.3.4. Mitokondriyal DNA (mtDNA)

Okaryotik hiicrelerde solunum olaymm gergeklestigi organel mitokondridir.
Mitokondrilerin ¢ekirdekten bagimsiz olarak kendilerine 0zgii ve ifade olabilen
DNA’lar1 bulunmaktadir. Cekirdek DNA’sindan farkli olarak mitokondriyal DNA
(mtDNA)’nin hiicrede fazla sayida bulunmasi dnemli bir 6zelliktir ve bu 6zelliginden
dolayr molekiiler genetik c¢alismalarinda yeterli miktarda mtDNA izole
edilebilmektedir (Rokas vd. 2003). Maternal kalitim (genetik materyalin yanlizca
anneden yavrulara aktarilmasi) gosteren mtDNA, ¢ift zincirli, halkasal yapida ve
aerobik solunumda gorev alan genleri igermektedir ve toplam genetik materyalin %
0.3’tnii olusturmaktadir (Rokas vd. 2003).

MtDNA, boceklerde genetik varyasyon ve filogenetik ¢alismalar i¢in oldukca fazla
tercih edilen bir belirtectir. MIDNA gen bolgeleri akraba bocek tiirlerinin tarih
icindeki degisimini belirlemek amaciyla filogenetik ve popiilasyon genetigi
calismalarinda kullanilmaktadir. MtDNA’nin  molekiiler teknikler ile yapilan
caligmalarda tercih edilmesinin nedeni genom biiyiikligiiniin yaklasik 14-17 kb
olmasidir. MtDNA, boyutu kiigiik ve elde edilmesi kolay olmasi nedeniyle bir¢ok
molekiiler yontemin (DNA dizileme, PCR, RFLP, SNP, v.s.) kullanimina elverislidir
(Smith 1991). mtDNA genomu bir¢ok canli grubu arasinda 6nemli benzerlikler
sergilemektedir ve niiklear DNA’da oldugu gibi intron bolgeleri igermediklerinden

dolayi farkl tiirlerin karsilastirilmas1 miimkiindiir (Brown 1985).

Ayni taksonomik sinifta yer alan canlilarda mtDNA’nin gen igerigi ve diizeninin bazi
tiirlerde farkli olmakla birlikte bazi tiirlerde ise ayni olmasi da evrim c¢aligsmalari

acisindan 6nemli bir avantajdir (Crozier vd. 1991).

mtDNA’nin molekiiler ¢calismalarda kullanilmasinin bir diger sebebi de mtDNA’da
bulunan gen bolgelerinin evrimlesme hizlarinin farkl olmasidir. Bu nedenle farkl tiir
veya ayni tiirlerin aralarindaki iligkinin incelendigi filogenetik ¢alismalarda siklikla
kullanilmaktadir (Smith vd. 1991). Avise (1991) yilinda yaptigi c¢aligmada,
mtDNA’nin D-loop bdlgesinin mutasyon hizmmn diger kisimlarina gore %2-4 Kat,
niikklear DNA’ya gore ise en az 10 kat daha hizli oldugunu bildirmektedir.
mtDNA’nin etkili bir tamir mekanizmasindan yoksun olmasi (Bogenhagen 1999),
histon proteinlerinin olmamasi, oksidatif fosforilasyon ile agiga ¢ikan yiiksek

mutajenik etkiye sahip oksijen radikalleriyle fiziksel iligki igerisinde bulunmasi
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(Richter, 1988) gibi faktorler, mtDNA’da meydana gelen polimorfizmin niikleer

DNA’dan daha yiiksek oranda goriilmesinin muhtemel sebeplerini olusturmaktadir.

MtDNA’nin mutasyon hizmmin niiklear DNA ile karsilastirildiginda daha yiiksek
olmasindan dolay1 ayni jenerasyon igerisindeki mutasyonlar1 dahi gosterebilmesi,
maternal kalitim 6zelligi tasimasi, rekombinasyon gostermemesi, bir hiicre igerisinde
cok fazla sayida kopyasmin bulunmasi ve haploid 6zellik gostermesi (Cann vd. 1987,
Rokas vd. 2003) gibi avantajlariyla bireylerin filogenisindeki nasil, nerede ve ne
zaman gibi sorularina daha net cevap sunabilmekte ve alternatif belirteg olarak
genetik caligmalarda basarili bir sekilde kullanilmaktadir.

Bu belirteglerin kullanilmasiyla, yakin zamanda birbirinden ayrilan tiirlerin tarih
icinde farklilasmasmin ve bir tiirlin baska bir cografik alana yerlesmesi sonucu
olusan farkliliklarin genetik temellerinin 1yi bir sekilde anlasilmasini saglamistir
(Behura, 2006).

Zeytin sinegi mitokondriyal genomu 15.815 niikleotid uzunlugunda halkasal bir
molekiildiir. Bu molekiil 13 protein (COI-I11, ND1-6 ve 4L, sitokrom b, ATPaz 6 ve
ATPaz 8), iki ribozomal alt iinite ('RNA ve srRNA) ve 22 transfer RNA’y1
kodlamaktadir (Sekil 1.9.) (Nardi vd. 2003). Filogenetik ¢alismalarda 6zellikle birkag
mitokondriyal DNA gen bolgesi (12S rDNA, 16rDNA, Cytb, ND1 ve COI) daha ¢ok
tercih edilmektedir (Hwang ve Kim, 1999).

‘77"‘7 7" [.r~‘ .
ND5 H ND4

e .9. Zeytin sinegi mitokondriyal simin sematik gosterimi (Nardi va. .
kil 1.9. Zeytin sinegi mitokondriyal DNA’ ik go imi (Nardi vd. 2003
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1.3.3.5. Satellit DNA

Bir tiire ait popiilasyonlar gibi evrimsel agidan birbirine yakin olan canli gruplarinin
karsilastirilmasinda mikrosatellitler yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bunun yani sira
popiilasyonlarda yakin zamanda meydana gelen bir olaym (darbogaz etkisi, genetik
stirtiklenme ve inbreeding gibi) izlerinin aranacagi durumlarda da en ¢ok kullanilan

genetik isaretlerden biri mikrosatellitlerdir (Bruford vd. 2003).

DNA, sezyum klorid yogunluk gradienti icinde santrifiij edildiginde, ana bir bant
olusur. Bu DNA’nin esas bolimiinii gosterir. Buna ek olarak; ii¢ ek bant daha
bulunmaktadir (satellitler). Bunlar; 100-6500 baz ¢ifti (bg) tekrarlardan olusan klasik
satellit DNA, 10-20 bg tekrarli minisatellitler ve 2-6 b¢ tekrarli mikrosatellitlerdir ve

genellikle kodlanmayan (noncoding) bélgelerde bulunurlar (Passarge, 1995).

Mikrosatellit (Litt ve Luty, 1989) veya basit dizi tekrarlar1 (Tautz vd. 1989) olarak
adlandirilan DNA’nin art arda gelen tekrar birimleri dkaryotik genomlarda yaygin
sekilde bulunmaktadir (Hoelzel, 1995). Bu tekrar gruplari (AT),, (GT),, (ATT), veya
(GACA), motifleri seklinde olabilmekte ve n ardisik tekrar sayisini belirtmektedir.
Polimorfik bir lokusta tekrarlarin sayis1 5’ten 100’e kadar degisebilmektedir. Tekrar
birimlerinin sayisindaki farkhiliktan dolayr mikrosatellitler, yiiksek derecede

polimorfiktir. Tekrar initelerinin uzunluguna bagh olarak polimorfizm seviyesi

degismektedir (Saghai vd. 1994).

Bu yiiksek polimorfizm; genomun diger kisimlarina oranla yiiksek mutasyon
oranindan kaynaklanmaktadir (Allendorf ve Luikart, 2007). Genomun diger
bolgelerine gore mikrosatellitlerdeki mutasyon oraninin fazla olmasmnin sebebi;
tekrar bolgelerinin  biytikligi, tekrar sayillari ve DNA tekrar bolgelerindeki
transkripsiyonun sikligindan dolayidir (Eisen, 2000). Mikrosatellit lokuslarinda
mutasyona sebep olan 6nemli iki mekanizma; DNA replikasyonu sirasinda olusan
hatalar ve mikrosatellit tekrarlarinda esit olmayan krossing-overdir (Allendorf ve
Luikart, 2007). Maya ve E.coli tizerinde yapilan bir ¢aligmada, mikrosatellitlerde
olusan mutasyonlarin meydana gelme siirecinde asil etkili olan mekanizmanin kayma
(slippage) oldugu ortaya konmustur (Henderson ve Petes, 1992). Replikasyon
kaymasi olarak bilinen bu durum tekrar bolgesinin replikasyonu sirasinda olusur ve

kayma sonrasi, olusan DNA, kalip DNA’ya gore ya kisa ya da uzun olur. Sonug
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olarak, mikrosatellitler birkag tekrar kazanir ya da kaybeder (Sekil 1.10.) (Eisen,
2000; Karhu, 2001).

Replikasyon
— e— — Olusan DNA

— e— — — — Kahp DINA

l

a) B ayimn SHppage

———

//" < - —
// 3 ——
5> -~ yanhs dizilim B
&A- e e o -
< + 1 tekrar 1 tekrar
& T S — S GEN— W —
A W — e— T A —

Sekil 1.10. Polimeraz enziminin kaymasi sonucu mikrosatellitlerde olusan mutasyon. a)
Replikasyon sirasinda DNA polimerazda olusan kayma b) kalip ya da olusan DNA’da yanhs
dizilim c¢) Replikasyonun devam etmesi ve eksik ya da fazla tekrar olusmasi.
Mutasyona neden olan diger mekanizma ise; homolog kromozomlardaki
mikrosatellit tekrarlarinda krossing-over sirasinda tam olmayan bir eslesmenin

olmasidir (Eisen, 2000) (Sekil 1.11.).

Esit olmavan "krossing over"

tekrar dizileri

A homolog kromozom ciftleri
~ duplikasyon

Sekil 1.11. Esit olmayan Krossing over.

Genom igerisindeki mikrosatellit lokuslar1; oligonukleotit primerler kullanilarak PCR
araciligiyla ¢ogaltilabilir. Bir popiilasyonda; mikrosatellit lokuslarmin PCR
yontemiyle ¢ogaltilmasi ve jel elektroforezinde yiiriitiilmesi sonucunda, heterozigot
ve homozigot bireylere ait molekil agirliklarma gore yiiriiyerek olusan bantlar jel

tizerinde goriintiilenebilmektedir (Butler, 2005).
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Bunun yanisira otomatik dizi analiz cihazlarinda fragment analizi yapilarak
bilgisayar sisteminde 6zel analiz programlariyla uzunlugu bilinen standart 6rnek
yardimiyla da analiz edilebilmektedirler. Kapiller elektroforez sisteminin kullanildigi
bu teknikte; sonuglar allel uzunluklarmi gosteren pikler seklinde elde edilmektedir
(Butler, 2005).

1.4. Literatiir Ozeti

Ekonomik ac¢idan biiyiik zararlara sebep olabilen zeytin sinegi popiilasyonlarinin
genetik yapisinin anlasilmasina yonelik ¢alismalar oldukca azdir. Ulkemizde ise

bilinen higbir genetik calisma bulunmamaktadir.

Tsakas ve Krimbas (1974) yilinda yaptiklar1 calismada Yunanistan’dan topladiklar1 3
farkli zeytin sinegi popiilasyonundaki polimorfizmi Est-A ve Est-B, APH (alkalin
fosfataz), ADH (alkol dehidrogenaz), TO (Tetrazolim oksidaz), ve ODH (Oktanol
dehidrogenaz) lokuslarinda c¢alismiglar ve bu 3 popililasyona ait 36 allelin

frekanslarmi bulmuslardir.

Ochando ve Reyes (2000) yilinda yapmis olduklari bir ¢alismada Madrid’ten
topladiklar1 4 farkli zeytin sinegi popiilasyonlarindaki genetik cesitliligi 9 lokusta
(aldehit-oksidaz, asit fosfataz dehidrogenaz, esteraz 1 ve 2, fruktokinaz, hekzokinaz,
hidroksibiitiirat-dehidrogenaz, malat dehidrogenaz ve fosfoglukomutaz) izoenzimler

vasitasi ile arastirmislardir.

Augustinos vd. (2002) yilinda dogal zeytin sinegi popiilasyonlarmin genom
analizinde kullanilabilen 10 adet yeni gelistirilen mikrosatellit belirtecini

gelistirmiglerdir.

Nardi vd. (2003) yilinda B. oleae nin mitokondrial DNA’smim baz dizi analizini

yapmiglardir.

Yine Nardi vd. tarafindan (2005) yilinda, Pakistan, Afrika, Avrupa (Akdeniz
havzas1) ve Amerika’dan topladiklar1 zeytin sinegi Orneklerinde mikrosatellit ve
mitokondrial DNA belirtecleri kullanilarak bu popiilasyonlardaki bdlgesel ve
kitalararas1 genetik farkliliklar ve diinya iizerindeki bu organizmanin olas1 dagilim

modelini incelemislerdir. Sonuglarinda bolgesel farkliligin az, kitalararas: farkliligin
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ise daha fazla oldugu sonucuna ulasilmis ve bu organizmanin muhtemelen
Afrika’dan koken aldigini, daha sonra Ortadogu iizerinden Akdeniz havzasi ve
Amerika’ya yayilmis olabilecegini bildirmiglerdir. Ayrica ¢alismada mtDNA ND1
bolgesi incelenen Orneklerin hem Afrika hem de Amerika’dan karakterize edilmis
olan mitokondrial DNA haplotiplerine sahip oldugunu bildirmislerdir. Elde ettikleri
sonuglara dayali olarak Ortadogu bdlgesinin bu organizmanin kolonizasyonunda
(diinya iizerindeki dagilimida) énemli bir ¢ikig noktasi olabilecegi sonucuna isaret

etmislerdir.

Augustinos vd. (2005) iilkemizden Aydin ilini i¢eren tek lokasyon olmakla birlikte
Akdeniz havzasmndan 19 farkli lokasyondan topladiklar1 oOrneklerdeki genetik
cesitliligi 12 farkli mikrosatellit belirteci kullanarak c¢alismislardir. Calisma
sonucunda, bu organizmanin Kibris, Italya-Yunanistan-Tiirkiye ve Iber yarim adasi
olmak tizere 3 farkl alt populasyon sergilediklerini bildirmislerdir. Bunun yani sira
heterozigotluk oranininda dogu-bati ekseninde kademeli bir azalma oldugunu ve
organizmanin da muhtemelen Ortadogu’dan Akdeniz havzasmna dogru bir yayilis

gostermis olabilecegini one siirmiiglerdir.

Augustinos vd. (2008) yilinda zeytin sinegi’den 62 farkli mikrosatellit motifi iceren
58 mikrosatellit primeri gelistirmislerdir. Bunun yani1 sira gelistirdikleri 42 primer
ciftinden 31 tanesinde beklenilen biiyiiklikte PCR {rini elde ettiklerini
belirtmislerdir. Polimorfizm seviyeleri yabani ve laboratuar sineklerine karsi
degerlendirilerek Dbelirte¢lerin  biiyiik ¢ogunlugunu (% 93.5) yiiksek oranda

polimorfik olarak bulmuslardir.

Segura vd. (2008) yilinda ¢ogu Iber yarimadasindan olmak iizere Israil, Amerika,
Italya ve Yunanistan’dan toplam 21 farkl1 lokasyondan topladiklar1 6rneklere RAPD-
PCR yontemi kullanarak genetik ¢esitliligi arastirmiglar ve deney sonuclarinda zeytin
sineginin Afrika, Amerika ve Akdeniz havzasi olmak iizere ayr1 3 grupta toplandigini

gostermistir.

Zygouridis vd. (2009) yilinda yaptiklart bir ¢alismada ise toplam 5 lokasyondan
(Kalifornia (ABD) bélgesinden 4 farkli lokasyon ve Israil’den 1 lokasyon) almus
olduklar1 zeytin sinegi Orneklerinde populasyonlar arasi genetik iligkileri 12 adet
mikrosatellit belirteci kullanarak incelemisler ve buna gére Dogu Akdeniz’den batiya

dogru bir goc¢ olabilecegini belirtmislerdir.
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Nardi vd. (2010) zeytin sinegi yayilisinin zamansal siirecini ve Akdeniz boyunca
yabani zeytinler iizerindeki popiilasyonlar ile uyumlu olup olmadigini, zeytin
sineginin yayilis gosterdigi biitiin cografik alanlar1 ve temel genetik gruplari igeren
21 B. oleae tam mitokondri genomu kullanarak test etmislerdir. Sonug¢larinda pasif
dagilim ve genetik farklilasma ile ya da insanlarin aracilik ettigi zeytin kiiltiire
alinmas1 ve dagilimi ile ilgili son yillardaki yayilisa dikkat ¢cekmislerdir. Ayrica
zeytin sineginin zeytinin kiiltiire alinmasiyla ilgili olarak yabaniden kiiltiire konake1
degisiminin nedeni arastrmiglar ve yabani zeytinden kiiltiir zeytine es zamanl bir
gecis oldugunu ileri siirmiislerdir. Bunun disinda Diptera ve B. oleae intraspesifik
agaclar1 olusturulmus ve bu agaclardaki kollarin ayrilmalarinin zaman taslagmi elde
etmiglerdir. B. oleae mitokondriyal genomunu kullanarak elde ettikleri agacin,
niiklear ve mitokondriyal verilere dayali daha 6nce tanimlanmis (Pakistan, Afrika,
Akdeniz) {i¢ genetik gruba uygun temel {iclii bir yap1 sergiledigini ve olusturulan
agacta en az bir alt subelesme (East med vs Central/Westmed) olustugunu
bildirmislerdir. Ayrica Afrika 6rneklerinin Akdeniz ornekleri ile genetik agidan
benzer oldugunu ve Kaliforniya 6rneklerininde Dogu Akdeniz (muhtemelen Kibris,

Israil ya da Tiirkiye)’den orjinlendigini ileri siirmiislerdir.

Asch vd. (2012) yilinda yaptiklar1 ¢alismada Portekiz’den 10 farkli lokasyondan
topladiklar1 zeytin sinegi 6rneklerinde mtDNA’nin 3.815 bp uzunlugundaki 5 farkl
bolgesini (ND1, ND2, ND4, COX1l, COX2 ve 16s rRNA) c¢alismislardir.
Aragtirmacilar daha 6nceden yaymlanan baz dizileri ile birlikte elde ettikleri baz
dizilerini birlestirerek popiilasyonlarinin filocografik analizini ger¢eklestirmislerdir.
Network analizi sonucunda Akdeniz popiilasyonlarmimn Dogu Akdeniz-Bat1 Akdeniz
ve Italic Peninsula (italya Yarmmadasi) olmak iizere ii¢ grup sergiledikleri

gosterilmistir.

Yukarida bahsedilen c¢alismalarin ortak sonucu kisaca oOzetlenecek olursa; bu
organizmanin orjin noktast muhtemelen Afrika olup, diinya iizerine yayilma siireci
muhtemelen Ortadogu bdlgesinden iilkemiz {izerinden Akdeniz havzasina dogru gibi

goriinmektedir.
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1.5. Amacg

Tez caligmasinin bu bolimiinde zeytin sineginin diinyaya muhtemel yayilim
bolgelerinden biri oldugu diisliniilen ve yogun bir sekilde zeytin yetistiriciliginin
yapildig1 lilkemizin 6nemli alanlarindan olan Giineydogu Anadolu, Akdeniz, Ege ve
Marmara Bolgelerinden, Gaziantep, Hatay, Adana, Osmaniye, Mersin, Balikesir,
Manisa, [zmir, Aydm, Mugla, Canakkale ve Bursa illerinden toplanan zeytin sinegi
orneklerinde, popiilasyonlarm genetik yapisi ve birbirlerinden uzakliklarmin 12 adet
polimorfik mikrosatellit belirteci kullanilarak anlagilmasi amacglanmistir. Boylelikle,
zeytinliklerde ana zararli konumundaki zeytin sinegi popiilasyonlarmm genetik
karakterizasyonunun  tamamlanmast  amaclanmaktadwr.  Bununla  birlikte
mitokondriyal DNA tarafindan kodlanan NADH geninin yiiksek polimorfizm
gosteren bolgesinin de kismi baz dizi analizi yapilmak suretiyle daha 6nce bulunan
ve GenBankasi’na kaydedilmis olan 22 farkli haplotiple bu ¢aligma sonucunda elde
edilen mitokondriyal DNA haplotiplerinin karsilastirilmast ve boylelikle hem
iilkemizdeki hem de diinya iizerindeki zeytin sinegi popiilasyonlarinin genetik
yapilarinin ve 6zellikle Orta Dogu bolgesinden Avrupa kitasina dogru gog yollarinin

daha detayl incelenmesi amaglanmaktadir.
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2. MALZEME VE YONTEM

2.1. Zeytin Sinegi Orneklerinin Toplanmasi

Tez caligmas1 kapsaminda lokasyonlar belirledigimiz kriterler dogrultusunda tarim il
miidiirliikkleri ile goriismeler yapilarak belirlenmistir. Bu kapsamda iilkemizde zeytin
yetistiriciliginin yogun olarak yapildig1 Giineydogu Anadolu, Dogu Akdeniz, Ege ve
Marmara Bolgelerinden zeytin sinegi (B. oleae) 6rnekleri toplanmistir. Giineydogu
Anadolu ve Dogu Akdeniz Boélgelerinden; Gaziantep, Hatay, Osmaniye, Adana ve
Mersin illerinden, Ege Bolgesinden Mugla, Aydmn, Izmir, Manisa ve Balikesir
illerinden 3’er farkli lokasyondan Marmara Bolgesinden ise Canakkale ve Bursa
illerinden 4’er fakl lokasyondan vuruklu zeytinler toplanmak suretiyle 6rneklemeler
yapilmistir. (Cizelge 2.1. ve Sekil 2.1.). Marmara Bolgesinde yer alan Yalova Ili,
Balikesir’in Erdek, ve Bursa’nin Mudanya ve Gemlik Ilgelerinden toplanan 6rnekler
Bursa Iline ait populasyonlar olarak degerlendirilmistir. Ana karadan farklilasmalarin
da gosterilebilmesi amaciyla ada popiilasyonu olarak Canakkale Ili smirlari
icerisinde bulunan Gok¢eada’dan da Ornekler toplanmistir. Sonug¢ olarak
calismamizda toplam 12 il ve 38 farkli lokasyon bulunmaktadir. Yapilan arazi
calismalar1 sonucunda zeytin sineginin Giineydogu Anadolu Boélgesi’nde yayilim
gosterdigi en u¢ noktanin Gaziantep iline bagli olan Nurdag1 - Zincirli - Islahiye hatt1
oldugu tespit edilmis ve bu bolgelerden orneklemeler yapilmistir. Bu bdlgemizde
yetistiriciligin yapildig: Kilis, Oguzeli, Nizip ve komsu ilgelerde gerek bahge ve
gerekse de zeytinyagi fabrikalarinda arazi ¢alisilmasi yapilmis fakat yeterli sayida
bireye ulasilabilecek o6rnek toplanamamistir. Arazi tecriibelerine dayanilarak bu
durumun sebebinin muhtemelen bolgesel iklim parametreleri (rlizgér, yagis, nem ve

sicaklik farkliliklar1 vb.) oldugu kanisina varilmstir.
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Cizelge 2.1. Cahsmamizda kullandigimiz zeytin sinegi 6rneklerinin toplandigu il, alt lokasyon ve
koordinatlar.

Bolgeler Iller Alt-Lokasyonlar Koordinatlar
Marmara Canakale Eceabat 40° 10.8' N 26° 19.2'E
Geyikli 39°48.0' N 26° 10.8'E
Gokgeada 40° 12 0’N 25° 52 5'E
Intepe 40° 00.0' N 26° 18.0' E
Bursa Yalova 40° 39.0' N 29° 16.2' E
Erdek 40° 25.2' N 27° 46.8' E
Mudanya 40°22.2' N 28°22.8'E
Gemlik 40° 25.8' N 29° 09.0' E
Ege Balikesir Kiiciikkuyu 39°33.0' N26°34.8'E
Zeytinli 39°34.2'N26°43.2'E
Edremit 39°33.0' N26°34.8'E
Manisa Turgutlu 38°30.0 N27°42.0'E
Salihli 38°28.2' N28°09.0' E
Saruhanl 38°43.8'N27°34.2'E
[zmir Bornova 38°27.00 N27°13.2'E
Kemalpasa 38°25.2'N27°252'E
Menemen 38°36.0' N27°03.0'E
Aydin Cine 37°37.2'N28°03.0'E
Germencik 37°52.2'N27°34.8'E
Incirliova 37°49.8' N 27°42.0'E
Mugla Gokova 40° 46.2' N 43°37.8'E
Yerkesik 37°07.8' N 28° 16.2'E
Bayir 37°19.8' N 28° 06.0' E
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Cizelge 2.1. @™

Bolgeler Iller Alt-Lokasyonlar Koordinatlar
Akdeniz Mersin Silifke 39°342'N26°43.2'E
Tarsus 36° 55.8' N 34° 55.8'E
Mezitli 36°49.2' N 34°46.2'E
Adana Kozan 37°27.0' N 35°48.0' E
Kiirkgiiler 37°16.2' N35°37.8'E
Karaisali 37°13.8' N35°03.0'E
Osmaniye Cevdetiye 37°07.2' N36°22.2'E
Kadirli 37°22.2'N36°04.2'E
Toprakkale 37°04.2' N36° 07.8'E
Hatay Samandag 36° 04.8' N 35° 58.8' E
Altinozii 36° 06.0' N 36° 13.8'E
Antakya 36° 13.2' N 39°09.0' E
Gaziantep Nurdagi 37°10.1' N36° 44 2'E
Zincirli 37°07.2' N36°39.0' E
Islahiye 36° 13.2' N 39°09.0' E
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Sekil 2.1. Orneklerin toplandig illerin haritadaki dagilim.

Orneklerin  toplanmas1 asamasmda ise, belirlenen lokasyonlardaki zeytin
bahgelerindeki agaglardan vuruklu zeytinler toplanarak Mugla Sitki Kogman
Universitesi Biyoloji Boliimiindeki laboratuara getirilmis her bir lokasyona ait
vuruklu meyveler 6zel kafeslerde 25°C sabit sicaklikta tutulmustur (Sekil 2.2. ve
Sekil 2.3.). Kafeslerden ¢ikan erginlerin teshisi yapilarak etiketlenmis ve sonraki
deney asamalarmda kullanilmak iizere -80°C’de dondurularak saklanmistir (Sekil
2.4.).

Sekil 2.2. Zeytin agaclarindan vuruklu meyvelerin toplanmasi.
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Sekil 2.3. Laboratuara getirilen vuruklu meyvelerin yerlestirildigi kafesler.

Sekil 2.4. Kafeslerden ¢ikan ergin bireyler.
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2.2. Toplanan Orneklerden Genomik DNA izolasyonu

On iki ilde 38 lokasyondan toplanan zeytin sinegi drneklerinden DNA izolasyonu,

Bender vd. (1983) tarafindan yapilan lifton metodunda bazi modifikasyonlar

yapilarak gergeklestirilmistir. Bu metoda gore DNA izolasyonu asagidaki basamaklar

uygulanarak gerceklestirilmistir;

Otoklavlanmis eppendorf tiipe alinan birey, tizerine 200 pl lifton tampon ¢ozeltisi
(0.1M Tris-HC1, 0.05M EDTA, pH 9.1) ve 50 ul % 0.5’lik SDS eklenerek
homojenize edilmistir.
Su banyosunda 65 °C’de 30 dakika inkiibasyonu takiben iizerine 1 pl Proteinaz K
(Fermentas) (20 mg/ml) eklenerek 37° C’ de 30 dakika tekrar inkiibasyona
brrakilmistir.
Daha sonra 250 ul 0.6 M sodyum asetat eklenerek 1 saat boyunca buz igerisinde
bekletilmistir.
Buzdan alman 6rnek 14.000 rpm’de 10 dakika siire ile santrifiij edilerek sivi olan
iist faz dipteki kalintilardan dikkatli bir sekilde ayrilarak baska bir tiipe alinmistir.
Uzerine 250 pl fenol ve 1 damla kloroform: izoamilalkol (24:1) eklenerek 14.000
rpm’de 5 dakika siire ile santrifiij edilmistir.
Yine iist faz ayr1 bir tiipe alinarak iizerine 125 pl fenol ve 125 pl kloroform:
izoamilalkol eklenerek tekrar 14.000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir.
Ust faz yine ayr1 bir tiipe alinarak iizerine bu kez 250 ul kloroform: izoamilalkol
eklenmis ve 14.000 rpm’de 5 dakika siireyle santifiijlenmistir.
Ustteki faz tekrar baska bir tiipe aktarilarak icerisine 1 pl RNaz (Fermentas)
(500U/ml) eklenerek 37° C’ de 30 dakika siiresince inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra érneklere 500 ul % 96’lik etanol eklenerek 14.000 rpm’de
30 dakika siire ile santrifiij edilmistir.
Daha sonra %96’lik etanol uzaklastirilmis ve tizerine 500 pl % 80’lik etanol
eklenerek tekrar 14.000 rpm’de 30 dakika boyunca santrifiij edilmis ve bu islem
sonunda alkoliin olugsan pelletten uzaklastirilmas: amaci ile kurumaya
brrakilmistir.
Son olarak, pellet 30 pl otoklavlanmig dH,O’da ¢oziinerek bir gece +4° C’ de
bekletilmistir. Ornekler % 1°lik agaroz jelde vyiiriitiilerek elde edilen DNA’lar
kalite ve yaklasik miktar bakimindan kontrol edilmistir (Sekil 2.5.).
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Sekil 2.5. Eceabat ve Samandag bolgelerinden toplanan érneklerden izole edilen genomik
DNA’lar. M: 1 Kb DNA Marker (DNA isaretleyici) Fermantas, 1-10 Eceabat, 11-20 Samandag.

2.3. Populasyonlardaki Genetik Cesitliligin Mikrosatellit Belirtegleri Yardim ile

Belirlenmesi

Populasyonlardaki genetik cesitliligin belirlenmesi amaci ile her lokasyondan 10 adet

birey olmak {iizere toplam 380 birey 12 adet polimorfik mikrosatellit belirteci

kullanilarak taranmigtir. Kullanilan mikrosatellit primer dizileri ve uzunluk araliklar1

Cizelge 2.2.” de sunulmustur. Ornekler 3 farkli okuma grubu seklinde okutulmustur.

Her bir grupta farkli bant uzunluklar1 veren 4 farkli mikrosatellit belirteci se¢ilmis ve

bunlar 3 farkli boya (FAM6, NED ve HEX) ile isaretlenerek okumalar yapilmustir.

Cizelge 2.2. Calismamizda kullandigimiz mikrosatellit lokuslari.

Lokus / Isaretleme ~ Tekrar motifi* Primer dizileri (53" lizrl;ﬂ Igulk Referans
Bo-D37- F-ATAGGCATTGGCAGCGAAG -
(CA);CG(CA); 172-182 A“guzsgggs vd.
5’ucu FAM6 R:CACAGTGGGCCGAAATCAC (2002)
Bo-D42 — F: CAGAGCATCTCGCTTTGG -
(CA)LGA(CA), 136-172 A“guzsé'ggs va.
5" ucu NED R: TCAACAATCCCAGCAAAATC (2005)
Bo-D51 — . F: TGGAATGCGCTATTTTGTTG o170 Augustinos ve.
5’ucu HEX R: ACTCGTATATACGTACATGG (2005)
Bo-D52 — . F: CGACTTGAAGGACAATTGG 11z Augustinosvd
5’ucu FAM6 R: GGCGTGAGTAGTTTCTATAAGC (2002)
Bomicl5 — F: CAGCCAACCAGTCAACC -
(AC)s 118-142 Nazrg(')g’ d
5’ucu FAM6 R: GTTTGGCTGAAATGGCAGTCC (2005)
Bo-D49 — . F: TCGCCTCTTACCTCACAACC \7 185 Augustinos vl
5’ucu FAM6 R: ACCATCCTTAGTCAGCACAGTC (2005)
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Cizelge 2.2. @™

Lokus / Isaretleme ~ Tekrar motifi* Primer dizileri (5-3") Uazrz?l Igulk Referans
Bo-D54 - F:CTGACTTCTTGCTTTACACG -
Gy 125153 AUOUsInOs Ve
5’ucu NED R: CAGCTTATCTGCTTTAAGTGC (2002)
Bo-D48 — F: GCCATGAATGCAGACCAC -
(CA)s 153165 Auguzsg'ggs vd.
5’ucu HEX R: CCTATTCAAATGCACGCAAAAC (2005)
Boms59 - F:AGCGCTTACATAAATATAGCTAC -
TGTA(TG) 158-174 A“guzsggos vd.
5°ucu FAM6 R: TCCCCGTAAAGCCATAAAGTC (2005)
Boms61 — (A)11(CA)(CA F: ACTGAAATGCAGCTTATTGGC :
TCACA).(GA), 175-187 Auguzsg'ggs va.
5’ucu FAM6 (GA),s R: ATGAAGCGACTGGCACGAG (2005)
Bo-D53 — F: TGAAGGTGATGAATGAAAGC -
(G 143-163 A“g“;é'ggs vd.
5’ucu NED R: GGAATGACTGTGAGCAAGC (2005)
Boms31 - F: TGCTTGAGTTGCTCGTTGG f
(GTC);Aé%iGT)G 144-170 Auguzsggé)s vd.
5’ucu HEX ( )2 R: GCCGCATGACATAAAGAATCG (2005)

2.3.1. PCR sartlan

DNA bolgelerinin ¢ogaltilmas1 asamasi1 Augustinos vd. (2002) ile Nardi vd.
(2005)’nmn  yapmus olduklar1 PCR reaksiyon sartlarinda bazi modifikasyonlar
yapilarak gerceklestirilmistir. Buna gore, 12 primer ¢ifti icin Cizelge 2.3.” de verilen

PCR reaksiyon karisimi uygulanmistir.

PCR reaksiyonlarimiz Eppendorf Mastercycler Gradient Thermalcycler’da
(Sekil 2.6.) gergeklestirilmis olup;

Bomicl5, Bo-D49, Bo-D54, Bo-D48, Boms59, Boms61, Bo-D53 ve Boms31
primerleri i¢in;

[k Denatiirasyon 95 °C* de 3 dk

Denatiirasyon 95°C’de 1dk

Baglanma 52°C’de 1dk 35 dongi
Uzama 72°C’de 1dk

Son Uzama 72°C’ de 10dk

+4.°C
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Bo-D37, Bo-D42, Bo-D51, Bo-D52 primerleri i¢in;

[Ik Denatiirasyon 95 °C’ de 3 dk

Denatiirasyon 95°C’de 1dk
Baglanma 51°C’de 1dk
Uzama 72°C’de 1dk
Son Uzama 72°C’ de 10dk

+4°C

olacak sekilde gergeklestirilmistir.

35 dongii

Cizelge 2.3. PCR bilesenlerinin konsantrasyon ve miktarlari.

PCR Bilesenleri
ddH,0 4,66 pl
dNTP (10 mM) 2 ul
PCR Tamponu (10X) 1 ul
Taq polimeraz (1inite) (Fermentas) 0,4 ul
DNA (10 ng/ml) 1l
Primer; ve primer; (50 pmol) 0,3 ul
MgCl, (1.5mM) 0,64 ul
Toplam reaksiyon hacmi 10 pl

Sekil 2.6. Cahismada kullanilan PCR cihazlar1.
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Elde edilen PCR iiriinler miktar ve kalite agisindan kontrol edilmek amaciyla % 2’
lik agaroz jelde 1 pliriin, 1pl boya karistirilarak 80 Volt sabit akimda yiiriitiilerek jel
goriintiileme cihazinda goriintiilenmistir (Sekil 2.7. ve Sekil 2.8.). Daha sonra HEX,
NED ve FAMG6 boyalar: ile isaretlenmis 4 farkli primer ¢ifti ile ¢ogaltilan her bir
bireye ait lriinler tek bir tlipte birlestirilmis ve bant uzunluklarmin belirlenmesi

amaci ile ilgili firmaya gonderilmistir.

Sekil 2.8. Bo-D37, Bo-D42, Bo-D51 ve Bo-D52 numaralar: primer ciftleri kullanilarak
Mudanya(M)- Erdek(E) ve Yalova(Y) orneklerinden elde edilen PCR iiriinlerine ait bant
goriiniimleri M: 50 bc DNA Marker (DNA isaretleyici) Fermantas.
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2.4. Mitokondriyal DNA Haplotiplerin Belirlenmesi

Mitokondriyal haplotiplerin belirlenmesi amaciyla her lokasyondan 7 adet birey
olacak sekilde toplam 266 bireyde mtDNA NADH geninin polimorfik olan 574
be’lik bolgesi Nardi vd. (2005) tarafindan uygulanan sartlar izlenerek ¢ogaltilmistir.
Ancak, kullanilan primer ciftinin (BoNDI1F: 5’-
TTTAGTTGCTTGGTTGTGTATTCC-3’ ve BoNDIR: 5’-
GAAAAAGGTAAAAAACTCTTTCAAGC-3’) baz dizi analizleri sirasinda
yeterince verimli ¢aligmamasi iizerine Gen Bankasindan bu organizmaya ait tam
mitokondriyal genom dizisine ulagilmis (Erisim numarasi: AY210703) ve
cogaltilacak bolgenin dis uglarma yakm iki bolgeden iki yeni primer dizisi
(BoND3EDF: 5’AGTCAATGAGCTTGAACAAGCATGTG-3’ ve BoOND4EDR:
5’AGGTATTCCTCAACCTTTTTGTGAC-3’) dizayn edilerek kullanilmigtir.

PCR reaksiyonlarimiz Eppendorf Mastercycler Gradient Thermalcycler’da (Sekil
2.6.) gerceklestirilmis olup ilgili bolge BOND3EDF ve BoND4EDR primer ¢ifti

kullanilarak ¢ogaltilmistir.
Reaksiyon dongii kosullari;
[Ik Denatiirasyon 94 °C’ de 5dk

Denatiirasyon 94 °C’de 1dk

Baglanma 59°C>de 1dk 10 sn. 35 dongii
Uzama 72 °C’ de 1 dk 30 sn.
Son Uzama 72 °C’ de 10 dk

+4 °C

olacak sekilde gerceklestirilmistir. PCR bilesenlerinin konsantrasyonlar1 ve

miktarlar1 Cizelge 2.4.’te sunulmustur.
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Cizelge 2.4. mtDNA ND1 bélgesinin ¢cogaltilmasi sirasinda kullanilan PCR bilesenlerinin
konsantrasyon ve miktarlari.

PCR Bilesenleri
ddH,0 11,8 pl
dNTP (10 mM) 5ul
PCR Tamponu (10X) 2.5ul
Taq polimeraz (1inite) (Fermentas) 0,2 ul
Genom DNA (10 ng/ml) 1l
Primer; ve primer, (50 pmol) 1,25 ul
MgCl, (1.5mM) 2 ul
Toplam reaksiyon hacmi 25 ul

Elde edilen PCR firiinler yaklasik miktar ve kalite agisindan kontrol edilmek
amaciyla % 1.2 lik agaroz jelde 1 pl {irtin, 1pl boya karistirilarak 80 Volt sabit

akimda ylriitiilmis goriintiileme cihazinda gortintiilenmistir (Sekil 2.9.).

5 LS
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Sekil 2.9. BOND3EDF ve BOND4EDR primerleri kullanilarak Antakya Merkez (1-7), Altinozii
(8-14) ve Samandag (15-21) érneklerinden elde edilen PZR iiriinlerine ait yaklasik 900b¢’lik
DNA bant goriiniimleri. M: 100 b¢ DNA Marker (DNA isaretleyici) Fermantas.

Daha sonra elde edilen iirliniin tamami % 1.2 lik agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra
jelden dikkatlice kesilmis ve “QIAGEN” marka jelden DNA izolasyon kiti vasitasi

ile izole edilmistir. Jelden izolasyon basamaklar1 su sekilde gerceklestirilmistir;
e Jelden kesilen tiriinler, daras1 alinan eppendorf tiipe alinarak tartilir.

e Daha sonra tiiplere, tartilan miktarin 3 kati kadar QG buffer eklenerek 50 °C’de
10 dk inkiibe edilir.

e Tiiplere tartim miktar1 kadar izopropanol eklenir.

e Ornekler 13.000 rpm’de 1 dk santrifiijlendikten sonra, 500 pl QG buffer

eklenerek yeniden 13.000 rpm’de 1 dk santrifiijlenir.
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e Tiiplere 750 ul PE buffer eklenerek 2 dk. inkiibe edilir. Daha sonra ard arda iki
kez 13.000 rpm’de 1 dk santrifiij yapilir.

e Son olarak 32 pul otoklavlanmis dH2O ilave edilerek 13.000 rpm’de 1 dk santrifiij
yapilir.

Jelden izolasyon sonucunda elde edilen iirlinlerin miktar tayini spektrofotometrede
yapilarak baz dizi analizi yaptirilmak tizere ilgili firmaya gonderilmistir. Her bir
ornekte baz dizi analizi BONDI1F ve BOND4EDR primerleri ile iki yonlii okumalarla
yaptirilmigtir.

2.5. Verilerin Analizi

2.5.1. Mikrosatellit verilerinin analizi

ABI PRISM 3100 cihazinda okunan ve tarafimiza gonderilen bant uzunluklarmin
degerlendirilmeleri Applied Biosystems Peak Scanner programi kullanilarak
yapilmistir  (Sekil 2.10. a,b,c). Genotiplerin belirlenmesi 0Ozetle su sekilde
gergeklestirilmistir; Peak Scanner programinda agilan dosyalar tiim bireylerde, her
bir mikrosatellit primeri i¢in aralikta gozlenen en yiiksek tepe (peak) degerleri
okunarak excel dosyasma kaydedilmistir. Populasyonlar arasi genetik varyasyonu
belirlemek amaciyla lokus basina ortalama allel sayis1 (ng), efektif allel sayist (ne),
gozlenen (H,) ve beklenen (H.) heterozigotluk degerleri POPGENE (Yeh ve ark,
1999) versiyonl.31 kullanilarak belirlenmistir. Yine ayni program kullanilarak
Nei’ye gore genetik uzaklik degerleri ve Bonferroni diizeltmesinin ardindan
populasyonlarin ki-kare (%*) ve olasilik orani (G? degerleri elde edilmek suretiyle
Hardy-Weinberg esitliginden (HWE) sapma olup olmadigi sonucuna ulasilmistir.
Lokuslar arasi baglant1 dengesizligi (linkage disequilibrium) ise POPGENE (Yeh ve
ark, 1999) ve GENETIX (Belkhir vd. 2004) programlari kullanarak test edilmistir.
Faktoriyal Korrespondans analizi GENETIX (Belkhir vd. 2004) programi
kullanilarak yapilmistir. Filogenetik agac (dendogram) Neighbour-Joining metodu ile
POPULATIONS programi versiyon 1.2.29 (Langella, 1999) kullanilarak
olusturulmustur (100 bootstrapli) ve daha sonra Treewiev programi ile gorsel hale

getirilmistir. Molekiiler Varyans Analizi (AMOVA) ARLEQUIN (Excoffier vd.
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2005) versiyon 3.5 programu kullanilarak 2 farkli populasyon kiimelenmesi (dogu-
bat1) agisindan gerceklestirilmistir. Bununla birlikte, populasyonlara ait bireylerin
herhangi bir gruplandirma gosterip gdstermedigi ise STRUCTURE programi (Falush
vd. 2003; Pritchard vd. 2000) ile test edilmistir. Populasyonlar arasinda genetik
uzaklikla cografik uzaklik arasinda bir korelasyon olup olmadig1 sonucuna (uzaklikla
izolasyon) Mantel testi yapilmak suretiyle ulasilmistir. Lokasyonlar arasinda cografik
uzaklik www.googleearth.com sitesinden alinmistir. Allelik zenginlik (AR) ve
populasyonlar aras1 genetik farklilasma degeri (Fs) FSTAT (Goudet J. 2002)
versiyon 2.9.3 programu ile elde edilmistir. Populasyonlar arasindaki gen akis diizeyi
(Nem) POPGENE (Yeh ve ark, 1999) programi kullanilarak tespit edilmistir. Son
olarak populasyonlarin darbogaza girip girmedikleri BOOTLENECK programi
(Cournet ve Luikart, 1997) kullanilarak test edilmistir. Buna gore populasyonlardan
elde edilen allel frekansi siklig1 ve allel frekansi degerleri excel programina taginmis

ve dagilim garafigi elde edilmistir.

O  amcihs AndviedDats m i o BECBOD A Sl et L L BT e
Pl = e = Ul - P v O cowronba Anstoed s
n B aFlis o B © m ™ ]
™ - [ BOTE
c0m L
o o BOTEF. 5
00 - 8000
= S0 T
4000 ‘ oo e
00 | 4000 o0
t 0 -4
100 0 o
oA -
¢ A "o 1000 [
) . P \
3 » " _
EE siarg Taoke iew Show S APl e el pwignifui ) [ @ © [ sorg e en. S Tow M Fodks (i) 6 @ 7
Doty Anslyzed EEOED@ Moda: Sasepar it EEL)
198 roreFoifsa e
100 = 0 1o 20 Logan
| B B} Qe f
- |m w0 cozeFoutes
w000 8000
000 o
000
3000 4000
2000
1630
0le 0
<] f
[ s Tabie visw Show: Show Al Pasks - (i) [ @ 7

Sekil 2.10. Elde edilen mikrosatellit bantlarimin Applied Biosystems Peak Scanner
programindaki goriiniimii. a) FAM6 b) NED c¢) HEX boyasi ile isaretlemis primerlere ait bant
uzunluklari.

2.5.2. Mitokondriyal DNA haplotiplerinin belirlenmesi

ABI formatli kromatogram dosyas: formatinda tarafimiza gdnderilen diziler ilk
olarak FinchTV programinda agilarak (Sekil 2.11.) gorsel olarak incelenmistir. Elde

edilen DNA baz dizilerinden oncelikle baz dizi analizi i¢in kullandigimiz primer
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dizileri ¢ikarilarak istenilen bolge MEGAS paket programi (Tamura vd. 2011)
icerisinde bulunan CLUSTALW kullanilarak siraya (alignment) dizilmistir (Sekil
2.12.). Populasyonlardaki haplotip sayisi, ¢esitliligi, dagilimi, haplotiplerdeki
niikleotid cesitliligi DNAsp (ver. 5.0) (Librado ve Rozas 2009) programi kullanilarak
yapilmistir. Elde edilen haplotipler arasindaki evrimsel iligkileri gorsel hale getirip
irdelemek amaciyla Nardi vd. (2005) yilinda, Pakistan, Afrika, Avrupa (Akdeniz
havzasi) ve Amerika’dan olmak iizere toplam 14 degisik bolgeden toplamis olduklari
zeytin sinegi Orneklerinden lizerinde c¢alistigimiz bdlgeye ait mtDNA haplotipleri
(GenBank erisim numaralart AY998304-AY998325 ve GU108459-GU108478) ile
birlestirilerek median-joining NETWORK analizi yapilmistir (ver. 4.6, Bandelt vd.
1999; Polzin ve Daneschmand 2003).
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Sekil 2.11. Orneklerden elde edilen baz dizileri FinchTV programinda acilarak gorsel olarak
kontrol edilmistir.
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Sekil 2.12. Orneklerden elde edilen baz dizileri MEGA programinda alt alta dizilerek evrimsel
analizler sirasinda kullanilmak iizere hazir hale getirilmislerdir.
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3. BULGULAR VE iRDELEME

Tirkiye’de zeytin sinegi popiilasyonlarinin  kolonizasyon siirecini ve bu
popiilasyonlardaki genetik ¢esitliligin  anlasilabilmesi i¢in, niikklear DNA
(mikrosatellit) ve mitokondriyal belirtegler kullanilmak suretiyle dogal zeytin sinegi

popiilasyonlarinin genetik yapilar1 incelenmistir.

3.1. Mikrosatellit Cesitliligi

Oniki ile ait 38 alt lokasyondan toplanan 380 adet sinegin 12 mikrosatellit lokusuna
dayali analiz sonucunda oldukg¢a yiiksek varyasyon oldugu tespit edilmistir (Cizelge
3.1.). Buna gore; lokus basma ortalama allel sayis1 ortalama 13.92 + 4.94 olarak
bulunmustur ve bu sonu¢ bize calisilan popiilasyonlarda yiiksek seviyede
mikrosatellit cesitliligini isaret etmektedir. En fazla allel sayis1 23 ile BoD54
lokusunda, en az allel sayisi ise 5 olarak Boms61 lokusunda gozlenmistir. Ortalama
efektif allel sayisi ise 4.48 + 1.14 olarak bulunmus olup, en yiiksek deger ise 7.63 ile
Bomicl5 lokusunda en diisiik deger ise 3.34 ile BoD37 lokusunda gézlenmistir.
Cesitlilik, heterozigotluk derecelerine uygun olarak belirlenmistir. Tiim lokuslar i¢in
ortalama gozlenen (H,) ve beklenen (He) heterozigotluk degerleri sirasiyla 0.78 +
0.08 ve 0.77 + 0.05 olarak bulunmustur. H, degeri 0.69 (Boms61 ve BoD53) ile 0.91
(Bomicl5) arasinda; He degeri ise 0.70 (BoD37) ile 0.87 (Bomicl5) arasinda
gbzlenmistir. Her bir lokus i¢in popiilasyonlara goére mikrosatellit allellerinin
cografik dagilimlarida belirlenmistir. Tiim popiilasyonlarda belirlenen allellerin
sayist 4 ila 16 arasinda degismektedir. En yiiksek sayida 6zel allel (private allel) (>
5) BoD51 lokusunda gozlenmistir. BoD48 ve Boms61 lokuslarinda ise ozel allel
gozlenmemistir. Ozel allelerin ¢ok diisiik frekanslarda gozlemlenmesinden dolayi
popiilasyonlar aras1 genetik ¢esitliligin belirlenmesine yonelik ¢alismalarda belirteg

olarak kullanilma ihtimalleri diisiiktiir.
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Cizelge 3.1. Tiirkiye’deki zeytin sinegi 6rneklerinin lokus bazinda mikrosatellit cesitliligi. N:
Ornek sayisi, n,: Ortalama allel sayisi, n.: Ortalama etkili allel sayis1, Hy: Gozlenen
heterozigotluk, H.: Beklenen heterozigotluk.

Lokus N Na Ne Ho He

Bo-D52 374 1500 5.13 0.82 0.81

Bo-D37 374 11.00 3.34 0.74 0.70

Bo-D42 374 17.00 4.42 0.77 0.77

Bo-D51 373 17.00 4.16 0.70 0.76

Bomicl5 363 18.00 7.63 0.91 0.87

Bo-D49 363 18.00 5.12 0.90 0.81

Bo-D54 363 23.00 382 0.72 0.74

Bo-D48 360 11.00 4.36 0.79 0.77

Boms59 373 11.00 389 081 0.74

Boms6l 373 500 397 069 0.75

Bo-D53 369 9.00 348 069 0.71

Boms31 372 12.00 450 0.78 0.78

Ortalama 369 13.92 448 0.78 0.77
Standart 494 114 0.08 0.05
Sapma

Bonferroni diizeltmesinin ardindan (Rice, 1989), taranan mikrosatellit primerleri
agisindan ¢alisilan biitiin  popiilasyonlarm  Hardy-Weinberg dengesinde olup
olmadig1, %5 giiven araligi kullanilarak, hem 32 hem de G analizleri kullanilarak test
edilmis ve biitiin popiilasyonlarin Hardy-Weinberg dengesinde oldugu bulunmustur.
Popiilasyonlar arast ortalama genetik farklilasma degeri, Fs=0.03 olarak
bulunmustur ki bu durum, Wright (1978)’e gore, calistigimiz popiilasyonlar
arasindaki genetik farklilasmanin ¢ok az oldugu sonucuna isaret etmektedir.
Popiilasyonlar arasi ortalama gen akis miktari, Nem, ise 8.36 olarak bulunmustur

[Nem=(1-Fst) / 4Fst)]. Bununla birlikte tiim lokuslardaki genotipler arasinda
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istatistiksel olarak anlamli herhangi bir baglanti1 dengesizligi (Linkage-

disequilibrium) gézlenmemistir ve tiimii bagimsiz olarak dikkate alinmistir.

Cizelge 3.2., oniki lokusa gore analizi yapilan oniki zeytin sinegi popiilasyonundaki
toplam cesitlilik seviyelerini gostermektedir. Ortalama allel sayisi (n,) 7.58 (Adana)
ile 9.50 (Mersin) arasinda ve allelik zenginlik (AR) 7.05 (Bursa) ile 8.88 (Mersin)
arasinda degerler sergilemistir. Ortalama gozlenen (H,) ve beklenen (He)
heterozigotluk degerleri dikkate alindiginda, genetik cesitlilik farkli popiilasyonlar
arasinda homojen bir sekilde dagiliyor gibi goriilmektedir. Gozlenen ve beklenen
heterozigotluk degerleri sirasiyla 0.75 (Mugla) ile 0.82 (Aydin) arasinda ve 0.74
(Bursa, Manisa, and Adana) ile 0.78 (Mersin, Osmaniye ve Gaziantep) arasinda
gbzlenmistir. Bununla birlikte, iki bolge arasinda; ortalama efektif allel (ne), ©zel
alleller (np) ve ozel allel frekanslar1 (Ap) istatistiki olarak anlamli bulunmuslardir (P
< 0.05, Mann-Whitney U test). Sonuglar Ege popiilasyonlar1 i¢in: ne= 4.01, n, = 1,
A, = 0.01 ve Akdeniz popiilasyonlar1 i¢inde: ne= 4.36, n, = 3.4, A, = 0.03
seklindedir. Toplamda diistik frekansi olan 24 yeni o6zel allel bulunmustur ve
bunlardan 17 tanesi Akdeniz bolgesinden 6rneklenen popiilasyonlara aittir. Ozel allel
sayisinin orneklem biiyiikliigiine bagli oldugu bildirilmekle birlikte (Slatkin, 1985;
Nei, 1987), Bursa, Canakkale ve Manisa popiilasyonlarinda 6zel allel
bulunamamaistir. Calisilan popiilasyonlar arasinda Mersin popiilasyonu ortalama allel,
ortalama etkili allel, allelik zenginlik, yliksek frekansh 6zel allel (>0.04), ve beklenen
heterozigotluk degerleri agisindan en yiiksek seviye genetik ¢esitlilik sergilemistir.
Diger popiilasyonlarla karsilastirildiginda ise Bursa popiilasyonunda diisiik

varyasyon degerleri gozlenmistir.

48



Cizelge 3.2. Tiirkiye’nin farkh bélgelerinden toplanan zeytin sinegi 6rneklerindeki genetik
cesitlilik. N: Ornek sayisi, n,: Ortalama allel sayisi, AR: Allelik zenginlik, n.: Ortalama etkili
allel sayisi, n,: Ozel allel sayist Ap: Ozel allel frekansi, H,: Gézlenen heterozigotluk, H,:
Beklenen heterozigotluk, ns, Istatistiki olarak énemli degil; *, Istatistiki olarak 6nemli P < 0.05.

Bolgeler Lokasyonlar N Na AR Ne Np Ay Ho He
Ege Canakkale 40 8.00 7.14 398 0 0 0.76  0.75
Bursa 40 8.00 7.05 391 O 0 0.76 0.74

Balikesir 30 8.00 7.58 399 3 0.03 0.78 0.75

Manisa 30 8.08 7.64 392 0 0 078 0.74
[zmir 30 825 781 391 1 0.01 078 0.75
Aydin 30 825 7.86 425 1 0.01 082 0.77
Mugla 30 7.75 7.50 413 2 0.02 075 0.76
Ortalama 805 751 401 1 001 078 0.75
Akdeniz Mersin 30 950 8.88 471 5 0.04 079 0.78
Adana 30 758 7.20 393 3 0.03 077 0.74

Osmaniye 30 9.00 844 448 3 0.03 0.77 0.78

Hatay 30 8.00 752 422 3 0.03 0.77 0.76

Gaziantep 30 9.00 8.42 449 3 0.02 0.80 0.78

Ortalama 8.61 8.09 4.36 34 0.03 0.78 0.77
i_§tatistiki ns ns * * * ns ns
Onem Testi

Popiilasyonlar arasindaki genetik ilskiler Fst degerlerin karsilastirilmas: vasitasiyla

belirlenmistir (Cizelge 3.3.). Fst degerleri -0.00197 (Mugla-Canakkale arasinda) ile

0.05146 (Aydin-Adana arasinda) arasinda degismistir. Tim Ornekler arasinda Fst

degerlerinin istatistiki analizi, calisilan popiilasyonlarin muhtemel 2 alt gruba
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ayrildigi sonucunu gostermistir. Farkli 6nem dereceleri olmakla birlikte Akdeniz
popiilasyonlart Ege bolgesi popiilasyonlarindan anlamli  bir sekilde farkl
goriinmektedir. Bununla birlikte bolgeler icindeki genetik farklilasma degeri diisiik
bulunmustur. Bu diisiik farklilagsma, diizgiin topografi, kesintisiz devam eden dikim
alanlar1 ve bu bolgelerdeki iller arasinda gerceklesen yogun zeytin ticareti ile

aciklanabilir.

Akdeniz ve Ege popiilasyonlar1 arasindaki genetik varyasyon dikkate alinmak
suretiyle 2 ana cografik grubu igeren popiilasyonlar ayrilarak data analizi yapilmis ve
bunun sonucunda da Fst degeri 0.01379 (P < 0.001) olarak bulunmustur. Bu iki
cografik bolge arasindaki uzaklik 700 kilometreden daha fazladir. Bu uzaklik dikkate
alindiginda Tirkiye’deki zeytin sinegi popiilasyonlar1 icin gen akis diizeyi, bu

organizmanin genetik yapisini etkileyen 6nemli bir faktor olarak nitelendirilebilir.
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Cizelge 3.3. Zeytin sinegi popiilasyonlar1 arasindaki Fst degerleri ve bu degerlere gore popiilasyon farklilasmalarmin 6nem dereceleri. *P < 0.05; _; *x*p

< 0.0001.

Bolgeler  Popiilasyonlar  Canakkale Bursa Balikesir Manisa [zmir Aydin Mugla Mersin Adana Osmaniye Hatay Gaziantep
Ege Canakkale

Bursa 0.00345

Balikesir 0.00442 0 Wi

Manisa 0.00162 0.0102 0.01388

[zmir 0.00972* 0002428%  0.01293* 0.00353

Aydin 0.0086** 0.01947%*  0.00819 0.00947 0.00509

Mugla -0.00197 0.00121 0.00222 -0.0039 0.00441 0.00286
Akdeniz  Mersin 0.00324* 0.01004* 0.0273%%  0.01444* 0I02049%%  0.03082*** 0.00277

Adana 0.0233***  0.03339***  0.05037***  0.03281***  0.04616***  0.05146***  0.02965*** | 0.01244

Osmaniye 0.01357* 0.0242** 0.033%*=* 0.01697 0.02075* 002157%*  0.00792 0.00519 0.01362

Hatay 0.01024* 0.0084 0.03237***  0.01796* 0I02742%%  0.02914***  0.00694* 0.00396 0.01742%*  0.00448

Gaziantep 0.0059 0.01647***  0.02358***  0.01226 00I789%  DI0T685**  0.00041 0.00863 0.01126 0.00763 0.00798
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12 popiilasyona ait genetik uzakliga dayali olusturulan Neighboor Joinning (NJ)
agact Sekil 3.1.’de sunulmustur. Her ne kadar dallarin birgogu diisiik bootstrap

degerlerine sahip olmalarina ragmen elde edilen agagta Akdeniz ve Ege

popiilasyonlarmin iki ana grupta toplandiklar1 gézlenmistir.
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Sekil 3.1. Cahsilan 12 ile ait Neighboor Joinning (NJ) dendrograma.

Tiirkiye’deki zeytin sinegi popiilasyonlarmin genetik yapisini analiz etmek igin
Faktoriyel Korrespondans Analizi (FCA) gergeklestirilmistir. Bu analiz sonucunda

da koksiiz NJ agacinda gozlenen gruplara (Akdeniz ve Ege) benzer bir topoloji elde

edilmistir (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. Faktorial Korrespondans analizinde 12 ile ait gruplanmanin 3 boyutta gosterimi.
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Mikrosatellit belirtecleri kullanilarak Mantel testi gergeklestirilmis ve calisilan
popiilasyonlar arasinda uzaklikla orantili bir izolasyon olup olmadigi analiz
edilmistir (Sekil 3.3.). Sonuglar genetik ve cografik uzaklik arasinda bir korelasyon
oldugunu gostermistir (Spearman Rank korelasyon katsayist = 0.4738; Mantel P <
0.002).
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Mediterranean  Gaziantep 0
Osmanive 137
Hatay 188
Adana 223
Mersin 302

Aegean Bursa 1071
Manisa 1091
fzmir 1116
Avdn 1131
Mugla 1132
Balikesir 1233
Canakkale 1349

Sekil 3.3. Genetik uzaklik degerleri ve populasyonlarin cografik uzakhiklar: (km) arasindaki
korelasyonu gosteren grafik.
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Popiilasyonlar arasindaki homojenite testi AMOVA kullanilarak gerceklestirilmistir.
Bu baglamda popiilasyonlar NJ dendrograminda kiimelenen 2 cografik gruba (Ege ve
Akdeniz bolgeleri) uygun sekilde gruplandirilmistir. Sonuglar Cizelge 3.4.°te
ozetlenmistir. AMOVA gruplar arasindaki bolgesel yapilanmay1 dogrulamistir (P <
0.0019). AMOVA sonucunda genetik varyasyona temel katkinin bireyler arasi (%
97.85) varyasyondan kaynaklandigi sonucuna ulasilmistir. Popiilasyonlar arasi / grup

ici genetik varyasyonun ise diisiik (% 0.91) oldugu gozlenmistir.

Cizelge 3.4. Molekiiler varyans analizi (AMOVA)

Yap1 Varyasyonun Kaynagi %Toplam varyans  Fiksasyon indeksi
Iki Ana Bolge Gruplar arasi 1.24 Fcr=0.01238
Populasyonlar arasi / gruplar i¢ersinde 0.91 Fsc = 0.00924
Bireyler igerisinde 97.85 Fs7=0.01379

Mikrosatellitlere dayali popiilasyonlarin genetik yapilarinin analizi i¢in ayrica
STRUCTURE program kullanilarak analiz gergeklestirilmistir (Sekil 3.4.). Analiz
sonucunda farklilasma olmadigi belirlenmistir. Bununla birlikte, K=2 ile K=12
arasinda gruplandirmalar yapilan analiz sonucunda 6nemli bir genetik farklilagsma

gozlenmemistir.

54



k=i

k=

k=10

k=11

m 'I!'IM lw i \W\Wh ) h"mm M’“ﬁm

k=12

Sekil 3.4. Analize tabi tutulan 12 ilden elde edilen mikrosatellit verilerine dayal olarak elde
edilen STRUCTURE analiz grafigi. k 2-12 (varsayilan grup sayisi).
Popiilasyonlarin darbogaza girip girmediklerini test etmek amaciyla Bottleneck
programi (Cournet ve Luikart, 1997) kullanilmigtir. TPM analizine dayali
gergeklestirilen bu test sonucunda elde edilen veriler excel programinda agilarak allel
frekanslarma bagli dagilim grafikleri elde edilmistir. Ege ve Akdeniz popiilasyonlar1
birlestirilerek elde edilen dagilim grafiklerinde popiilasyonlar standart L-dagilimi
sergilediklerinden dolay1 popiilasyonlarin daha 6nce bir darbogaza (bottleneck)
girmedikleri sonucuna ulasilmistir (P > 0.05) (Sekil 3.5.). 12 ile ait dagilim grafikleri

Ek. A’da sunulmustur.
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Sekil 3.5. Dogu ve Bati popiilasyonlarina iliskin Bottleneck grafikleri.

3.2. mtDNA Analizi

Dogu Akdeniz’den Avrupa’ya dogru bu tiiriin yayilim hikayesinin anlasilmasi
acisindan, Tiirkiye’deki zeytin alanlarinin tamamindan orneklenen 12 zeytin sinegi
popiilasyonunun genetik ¢esitliligi, haplotip filogenisi ve demografik hikayesi
mitokondriyal ND1 geninin kismi baz dizi analizi yapilarak incelenmistir. Calisilan
toplam 266 bireyde degisken dizi formunda (variant sequence form) 44 haplotip elde
edilmistir. Bu haplotiplerden 35 tanesinin tlilkemize 6zgii oldugu, 9 tanesininde daha
onceki yapilan ¢alismalardaki haplotiplerle ortak oldugu belirlenmistir (Nardi vd.
2005; Nardi vd. 2010). Ulkemize 6zgii ¢cok fazla sayida haplotipin elde edilmesi
bolgemizdeki zeytin sinegi popiilasyonlarini yayilim siirecinin ¢esitli yonleriyle
anlasilabilmesi i¢in giicli bir ara¢ saglamaktadir. Yeni belirlenen haplotipler

JX271833-JX271867 erisim numaralar1 ile Gen Bankasina kaydedilmislerdir.

Haplotipler birbirlerine benzer olup, aralarindaki baz degisiklikleri 1 ila 8 niikleotid
arasinda degigsmektedir (delesyon yada insersiyon gozlenmemistir). Tim
popiilasyonlar igin genetik ¢esitlilik verileri Cizelge 3.5.’de sunulmustur. Haplotip
cesitliligi (h) 0.49524 (Hatay) ile 0.93651 (Bursa) arasinda degismektedir. Tiim
popiilasyonlar i¢in haplotip ¢esitliligi (h) degeri 0.812 £ 0.019°dur ve daha 6nce elde
edilen Akdeniz havzasindaki haplotip ¢esitliligi (h) degerine benzer (0.79 + 0.04)’dir
(Nardi vd. 2005). Haplotipler arasindaki niikleotid ¢esitliligi (7) 0.0009 (Hatay) ile
0.0048 (Bursa) arasinda degismektedir ve tiim popiilasyonlar i¢in ortalama niikleotid
cesitliligi (w) 0.003 + 0.0001°dir. Bursa ve Canakkale popiilasyonlarmmdan farkli

sayida orneklem yapilmasima karsin popiilasyonlardaki haplotip sayilar1 3 (Hatay) ile
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15 (Bursa) arasinda degismistir. Ege ve Akdeniz bolgeleri i¢in ortalama haplotip
sayis1 (Hp), haplotip ¢esitliligi (h) ve niikleotid g¢esitliligi (n) degerleri sirasiyla; Ege
popiilasyonlarinda Hp = 9.57, h = 0.854 ve n = 0.0038; Akdeniz popiilasyonlarinda
Hp = 6.6, h = 0.6504 ve n= 0.002’dir. Hatay popiilasyonu disinda tiim popiilasyonlar
yiksek seviyede genetik varyasyon gostermistir. 574 baz ciftinde (bg) 38 tane
polimorfik bolge bulunmaktadir (toplam uzunlugun % 6.62’si), bu 38 bolgenin 17
tanesi singleton yani mutasyon tek bir haplotip baz dizisinde ger¢eklesmektedir ve 21

tanesi de parsimony informatif bolgeler olarak belirlenmistir.

Cizelge 3.5. Zeytin sinegi popiilasyonlarindaki haplotip cesitliligi. N: Ornek sayisi, Hp: Haplotip
sayisi, h: Haplotip cesitliligi, 7: niikleotid cesitliligi.

Bolgeler Popiilasyonlar N Hp h m

Ege Canakkale 28 9 0.8148 0.0036
Bursa 28 15 0.9365 0.0048
Balikesir 21 8 0.8476 0.0036
Manisa 21 8 0.8238 0.0039
[zmir 21 10 0.9 0.0037
Aydin 21 1 0.8904 0.0042
Mugla 21 6 0.7619 0.0030
Ortalama 9.57 0.854 0.0038

Akdeniz Mersin 21 9 0.6809 0.0025
Adana 21 8 0.7238 0.0023
Osmaniye 21 7 0.7428 0.0025
Hatay 21 3 0.4952 0.0009
Gaziantep 21 6 0.6095 0.002
Ortalama 6.6 0.6504 0.002

Tez calismasindan elde edilen ve daha Onceki calismalarla ayni olan haplotipler
Cizelge 3.6.’da sunulmustur. Daha 6nceki bir ¢alismada az sayida zeytin sinegi
kullanilmasina ragmen (45 sinek), 8 lokasyondan 11 farkli haplotip Akdeniz
havzasinda tanimlanmustir (Israil-Haifa ile Portekiz-Paradale arasinda) (Nardi vd.
2005). Elde edilen sonuglar Kkarsilastirildiginda Tirkiye’nin bati bolgesinden
toplanan ornekler ile Akdeniz havzasinin Avrupa Ornekleri olduk¢a siki iligki
icerisindedir ve 10 haplotip’in 6 tanesini paylagmaktadirlar. Bu ortak haplotiplerin
sayis1 Portekiz’den 1/4, Fransa’dan 2/3, Italya’dan 3/4’diir. Yunanistan, Israil ve

Tiirkiye’den daha onceki ¢aligmalardan elde edilen haplotiplerinde tamami ortak
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haplotip olarak bulunmustur. Amerika’da daha 6nceden tanimlanan 5 farkli haplotip
bulunmaktadir (Nardi vd. 2005) ve haplotip L disinda (Meksika-Ensenada’da ve
Kenya-Burguret Forest’da bulunan) bu 5 haplotipin 4 tanesi ¢alismamizda
gozlenmistir. Bu haplotiplerden 2 tanesi (haplotip N ve O) Amerika kitasina
spesifiktir ve calismamizda bu iki haplotipi bolgesel bir spesifiklik olmaksizin
yiksek frekansta gozlemlenmistir (Cizelge 3.6. ve Cizelge 3.7.). Pakistan ve
Afrika’dan daha Onceki caligmalarda rapor edilen 10 haplotip Akdeniz
popiilasyonlarin kaynagi gibi gériinmektedir (Nardi vd. 2005). Calismamizda daha
onceden rapor edilen Afrika 6rneklerinden (Nardi vd. 2005) yalnizca Haplotip A
ortak haplotip olarak bulunmustur (Cizelge 3.6.). Yapilan baska bir ¢alismada daha
onceden belirlenmis 4 haplotip (H1, H2, H4 ve H17 ) Akdeniz havzasindan
orneklenen 11 birey kullanilarak tanimlanmigtir (Nardi vd. 2010). Bunlardan 3 tanesi
H1, H2 ve H4 ¢alismamizda gozlenmistir ancak Portekiz-Paradale ve Cezayir-Sig

City’de bulunan H17 herhangi bir 6rnekte gozlenmemistir (Cizelge 3.7.).
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Cizelge 3.6. Daha 6nceki calismalarla ortak bulunan haplotiplerin listesi.

. Tanimlanan GenBankasi Calismamizdaki
Haplotip Ad: Lokasyon Erigim Numarasi Kaynak Ortak Haplotip
Kenya-Burguret
Forest
Kaliforniya-Santa
Barbara
Haplotip A Israil-Haifa AY998304 (Nardi vd. 2005)
Meksika-
Ensenada
Tiirkiy_e- H1
Osmaniye
':j‘p'o“p' Fas- Marrakesh GU108474  (Nardi vd. 2010)
0rroco
Haplotip-Catania italya-Catania GU108471 (Nardi vd. 2010)
Haplotip-Haifa2 Israil-Haifa GU108472 (Nardi vd. 2010)
Haplotip- Tirkiye- GU108465  (Nardi vd. 2010)
Osmaniyel Osmaniye
. Meksika - :
Haplotip N Ensenada AY998317 (Nardi vd. 2005)
Kaliforniya -
Santa Barbara
Haplotip-Oroville Kaliforniya - GU108475 (Nardi vd. 2010)
Oroville
Haplotip- Tirkiye - .
Osmaniye2 Osmaniye GU108461 (Nardi vd. 2010) H2
Haplotip-Haifal Israil-Haifa GU108460 (Nardi vd. 2010)
Haplotip- Kaliforniya - .
SantaBarbara SantaBarbara GU108479 (Nardi vd. 2010)
Fransa-Les
Matelles
Italya -
Montecucco
. Italya - .
Haplotip | Portoferraio AY998312 (Nardi vd. 2005)
Italya - Catania
Yunanistan-
Athens H4
Meksika-
Ensenada
Haplotip-Baril italya -Bari GU108459 (Nardi vd. 2010)
Haplotip-Bari2 italya -Bari GU108460 (Nardi vd. 2010)
Haplotip-Vaggia Italya -Vaggia GU108464 (Nardi vd. 2010)
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Cizelge 3.6. @™

. Tanimlanan GenBankasi Calismamizdaki
Haplotip Adt Lokasyon Erigim Numarasi Kaynak Ortak Haplotip
Haplotip F Portugal-Paradela AY998309 (Nardi vd. 2005) H7
Italy-Portoferraio
. Fransa-Les .
Haplotip H Matelles AY998311 (Nardi vd. 2005) H8
Israil-Haifa
. Italya - .
Haplotip J Montecucco AY998313 (Nardi vd. 2005) H10
ftalya -Catania
. Yunanistan - .
Haplotip K Athens AY998314 (Nardi vd. 2005) H11
Haplotipo ~ "aliforniya-Santa — \ygg6318  (Nardi vd. 2005) H13
Barbara
. Yunanistan - .
Haplotip G Athens AY998310 (Nardi vd. 2005) H14

Mitokondriyal haplotipler, Tiirkiye zeytin sinegi popiilasyonlar1 arasinda farkli
sekilde dagilim gostermislerdir. Cizelge 3.7.’de haplotipler, frekanslar1 ve B. oleae
popiilasyonlar1 arasindaki dagilimlar1 listelenmistir. 4 haplotip, H1, H2, H4 ve HS8
yiksek frekansta ve olduk¢a yaygm olarak bulunmustur ve c¢alismamizdan elde
edilen 266 baz dizisinin % 75.1%ini i¢ermektedir. H1 ve H2 c¢alisilan tiim
popiilasyonlarda ortak haplotiplerdir ve Tiirkiye’de yaygin olarak bulunmaktadirlar.
Calisilan 266 baz dizisinin % 37.7’sini igeren haplotip H1 iilkemiz i¢in dominant
haplotiptir ve Akdeniz 6rneklerinin % 60’1 ve Ege orneklerinin % 40’1 H1 igerisinde
yer almaktadir. Ikinci srada yaygin haplotipler H2 ve H8 % 13.1 oraninda
bulunmaktadir. Haplotip 2’nin % 52’sini Akdeniz ve % 48’1 Ege ornekleri
olusturmaktadir. Bununla birlikte, % 11.2 ile dordiincii yaygin haplotip olan haplotip
HS8 ve H4 yalnizca Tiirkiye’nin batisindan drnekleri icermektedir ve Ege bolgesinden

orneklenen bireylerin frekansi % 83 diir.

Haplotiplerin genetik gruplar1 ile bireylerin cografik kaynaklar1 arasinda son seklini
heniiz almamis birliktelikler gézlenmistir. Haplotip H10 ve haplotip H27 sirastyla
Akdeniz ve Ege bolgelerine spesifiktir. Bunun yaninda kalan 7 haplotipin her biri

birden fazla bdlgede gozlenmistir. Haplotip H23 Canakkale’nin bir alt lokasyonu
60



olan ve Gokceada’da gozlenmistir ve bu haplotip Gokceada’ya 0Ozgii gibi

goriinmektedir.

Cizelge 3.7. Tiirkiye’deki zeytin sinegi popiilasyonlarindaki mitokondriyal haplotiplerin illere
gore dagilim. Ortak haplotipler Cizelge 3.6’da verilmistir. Haplotip lokasyonlar1 parantez
icinde verilmistir. * Nardi vd. 2005’den elde edilenleri, ** Nardi vd. 2010’dan elde edilen
haplotipleri simgelemektedir. Mer: Mersin; Ada: Adana; Osm: Osmaniye; Hat: Hatay; Gantp:
Gaziantep; Man: Manisa; izm: izmir; Mug: Mugla; Ayd: Aydin; Cnkl: Canakkale; Besr:
Balikesir; Bur: Bursa

Ege

Akdeniz

Haplotip/
Lokasyon

Cnkl

Bur

Besr

Man

izm

Ayd

Mug

Mer

Ada

Osm

Hat

Gantp

H1

12

11

10

14

13

H2

4

6

H3

1

H4

H5

H6

H7

H8

SV =Y =N N N

H9

H10

H11

H12

H13

H14

H15

H16

N

H17
Haplotip
B*
(Paradale-
Portekiz,
Les
Matteles-
Fransa) ve
Haplotip
Alg** (Sig
city-
Cezayir)

H18

H19

H20
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Cizelge 3.7. @vam

Ege

Akdeniz

Haplotip/
Lokasyon

Cnkl

Bur

Besr

Man

[zm | Ayd

Mug

Mer

Ada

Osm | Hat

Gantp

H21

H22

H23

H24

H25

H26

H27

H28
Haplotip C*
(Paradale-
Portekiz)

H29
Haplotip D*
(Paradale-
Portekiz)

H30
Haplotip E*
(Catania-
Italya)

H31
Haplotip L*
(Burguret
fst-Kenya,
Ensenada-
Meksika)

H32
Haplotip
M*
(Burguret
forest-
Kenya)

H33
Haplotip P*
(Burguret
forest -
Kenya)

H34
Haplotip Q*
(Burguret
forest -
Kenya)
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Cizelge 3.7. @vam

Ege

Akdeniz

Haplotip/
Lokasyon

Cnkl

Bur

Besr

Man

izm

Ayd

Mug

Mer

Ada

Osm

Hat

Gantp

H35
Haplotip R*
(Burguret
forest -
Kenya,
Paarl
Mountain-
G.Afrika)

H36
Haplotip S*
(Paarl
Mountain-
G.Afrika)

H37
Haplotip T*
(Paarl
Mountain-
G.Afrika)

H38
Haplotip U*
(Cherat-
Pakistan,
Malakand-
Pakistan)

H39
Haplotip V*
(Cherat-
Pakistan,
Malakand-
Pakistan)

H40

HA41

H42

H43

Ha4

H45

H46

NN

H47

H48

H49
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Cizelge 3.7. (@vam

Ege Akdeniz

Haplotip/

Lokasyon Cnkl | Bur | Besr | Man | izm | Ayd | Mug | Mer | Ada | Osm | Hat | Gantp

H50 I

H51 1

H52 1

H53 2 1

H54 1

H55 1

H56 1

H57 2

H58
Haplotip
MIlknd**-
(Cherat-
Pakistan,
Malakand-
Pakistan)

H59
Haplotype
Paarl
Mnt**(Paarl
Mountain-
G.Afrika)

Daha 6nceden yaymlanmis baz dizileri ile beraber (GenBankasi erisim numaralar1
AY998304-AY998325 ve GU108459-GU108478) calismadan elde edilen
mitokondriyal haplotipler arasindaki iliskiler Network programi kullanilarak
belirlenmistir (Sekil 3.6.). Haplotipe dayali network analizi, Tiirkiye’deki ve
Diinya’daki zeytin sinegi popiilasyonlar1 arasindaki filogenetik iliskileri ve genetik
yapmin durumunun daha iyi anlagilmasina olanak saglamaktadir. Network analizi
sonucunda Akdeniz havzasinda 3 farkli grubun varhgi ortaya ¢ikmaktadir. Bu
gruplar Dogu Akdeniz-Amerika, Tiirkiye’nin batismi igine alan Italya-Ege ve Bati
Avrupa (Iber grubu)’dir. Daha 6nceki caligmalara uygun olarak (Nardi vd. 2005;
Nardi vd. 2010), Pakistan ve Afrika haplotipleri oldukg¢a iyi yapilanma gostererek
giiclii bir filocografik yap1 sergilemislerdir ve Akdeniz haplotiplerinden oldukca iyi
bir sekilde farklilasmiglardir. Bununla birlikte Portekiz-Paradale’den elde edilen
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haplotip H7 Tirkiye’de Ege bolgesi oOrnekleri ile birlikte gozlenmesine karsin
(Cizelge 3.7.) Portekiz, Italya ve Cezayir’den elde edilen haplotipler H17, H28, H29
ve H30 Bat1 Avrupa grubunu olusturmuslardir. Tiirkiye’de bulunan dort ana haplotip
(H1, H2, H4 ve H8) daha onceden tanimlanan haplotipler ile birlikte network’de
yiiksek frekansta konumlanmiglardir. Geri kalan haplotipler diisiik frekanslarda
gozlenmistir ve bu dort ana haplotipe birkag mutasyonla baglanmislardir. En yaygin
haplotip olan H1’in baz dizisi daha 6nceden tanimlanmis haplotip A ile % 100
benzerlige sahiptir (Nardi vd. 2005). Nardi ve arkadaslarinin 2005 yilinda yaptigi
calismada bu haplotipin toplam frekanst % 0.30 olarak gozlenmistir, tez
calismamizda ise bu haplotipin frekans1 % 37.7 olarak bulunmustur. Caligmadan elde
edilen sonuglar Nardi ve arkadaslarinin ¢alismalari ile birlestirildiginde haplotip H1
dogu Akdeniz ve Amerika’daki zeytin sinegi popiilasyonlar1 i¢in yaygin haplotip gibi
goriinmektedir. Daha sonra haplotip A ile ayni1 olan baska bir haplotip Fas
orneklerinde bulunmustur (Nardi vd. 2010). Haplotip N ile ayn1 baz dizisine sahip
olan ve ikinci en yaygin haplotip olan H2 yalnizca Meksika, Amerika (Nardi vd.
2005) ve Amerika haplotip Oroville (Nardi vd. 2010) 6rneklerinde belirlenmistir.
H13 igerisinde bulunan haplotip O yalnizca Amerika’da (Nardi vd. 2005) rapor
edilmistir ve bu haplotip bir mutasyonla H2’ye baglidir. Bu haplotip ayrica Amerika
kitasina spesifik gibi goriinmektedir. Diger bir yaygin haplotip olan H8, HI
haplotipine iki mutasyonla baghdir ve bu haplotip bat1 drneklerinde predominanttir
(en yaygm) ve bu haplotipin yalnizca % 17’si Akdeniz’e ait baz dizilerinden
olugmaktadir. Haplotip 4 yalnizca Tiirkiye’nin batisindan 6rnekleri icermektedir ve
daha Onceki ¢aligmalardan elde edilen Bari ve Vaggia haplotipleri ile ayn1 baz
dizilerine sahiptir (Nardi vd. 2010). Haplotip |1 Avrupa’daki en yaygm ve genis
dagilim gosteren haplotiptir (Nardi vd. 2005). Haplotip 10 igerisindeki haplotip J
Italya’da bulunmustur (Nardi vd. 2005) ve bir mutasyonla haplotip H4’e baghdur.
Haplotip H8 disinda bu haplotip ve diger haplotipler bir ya da iki mutasyonla
birbirlerinden ayrilmiglardir ve tamami Tirkiye’nin batisindan elde edilmistir.

Haplotip H4 italya-Ege grubuna spesifik gibi goriinmektedir.
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Sekil 3.6. mtDNA analizi sonucu elde edilen network grafigi.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez ¢aligmasinin ilk boliimiinde Dogu Akdeniz’den Avrupa’ya dogru B. oleae
popiilasyonlarmin potansiyel yayilim yollarinin ve genetik farklilasmalarmnm seklinin
aydmlatilmast hem mitokondriyal hem de niiklear DNA markerlar1 kullanilarak
gerceklestirilmistir. Tiirkiye Dogu Akdeniz bdlgesinin 6nemli bir parcasidir fakat bu
tiirlin analizi ile ilgili sinirl sayida ¢calisma olmasindan dolayi tiir hakkinda bilinenler

nispeten azdir (Nardi vd. 2005; Augustinos vd. 2005).

4.1.Mikrosatellit Bulgularina Gore Tiirkiye’deki B. oleae Popiilasyonlarinin
Yapisi

Mikrosatellit analizleri sonucunda elde edilen veriler iki temel sonucu ortaya
cikarmustir: (i) Tirkiye’deki zeytin sinegi populasyonlarinda yiiksek seviyede
genetik varyasyon bulunmaktadir; (i) Ege ve Akdeniz populasyonlar1 arasindaki
onemli farklilasma derecesi bu tiirlin muhtemelen dogudan batiya dogru yayildigina

isaret etmektedir.

Baz1 arastirmacilara gore, zeytin sineginin g¢evresel cesitlilik derecesi ile genetik
cesitlilik derecesi arasinda korelasyon bulunmaktadir (Gillespie ve Langley, 1974;
Yong, 1992). Genetik cesitliligin ve belkide ayrismanin artmasinda, ekolojik
farkliliklarin potansiyeli 6ne siirilmiistiir (Abrahamson ve Weis, 1997; Downie vd.
2001). Calismamizda siki bir sekilde monofag bir tiir olan B. oleae, genis bir alanda
bu tip olasiliklarla karsilasmistir. Bu ¢alismada Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden
toplanan ve 12 polimorfik mikrosatellit marker: kullanilarak analizi yapilan zeytin
sinegi poplilasyonlar1 arasinda yiiksek seviyede bir genetik varyasyon gozlenmistir.
Bu sonug, bolgesel cografik Olcekte genetik varyasyonun yiiksek seviyede
bulundugunun rapor edildigi diger literatiir ¢aligmalar1 ile uyum gostermektedir
(Nardi vd. 2005; Zygouridis vd. 2009; Augustinos vd. 2005; Segura vd. 2008). Elde

edilen bu yiiksek seviyedeki genetik varyasyonun temel sebeplerinden bir tanesi bu
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tiirlin Dogu Akdeniz havzasinda uzun siireden bu yana var olmasi sayilabilir. Yakin
Dogu yabani zeytin bitkisinin kiiltiire alimmasi hemen hemen M.O 4000 yillarinda
meydana gelmistir (Nardi vd. 2010; Zohary ve Hopf, 2000; Lumaret vd. 2004) ve
arkeolojik kalmtilar Anadolu’da zeytinin ilk kez M.O 3000-2000 yillar1 arasinda
islendigini gostermektedir (Oybak, 2005). Ancak, muhtemelen bu tiiriin evrimsel
hikayesi zeytin bitkisi kiiltiire alinmadan evvel yabani zeytinler lizerinde meydana
gelmis gibi goriinmektedir (Nardi ve Frati, 2011). Anadolu’da ozelliklede Mersin
iline bagh Tarsus il¢esinde en eski zeytin tohumu kalintilar1 Neolitik ¢agi icine alan
M.O 8000-5000 yillarma aittir (Ozdogan ve Basgelen, 2007). Zeytinliklerin
iilkemizde genis bir alan1 kaplamasi ve zeytin sinegi popiilasyonlarmin uzun bir
stireden beri bulunmasindan dolay1 popiilasyonlarin olduk¢a yogun ve etkili olmalar1

genetik varyasyona katkida bulunan diger bir faktordiir.

Cluster analizi Tirkiye’de iKi alt popiilasyonun varligina isaret etmektedir; Bunlar
Akdeniz ve Ege poplilasyonlaridir. Diisiik bootstrap degerleri olmasma karsm NJ
agaci (Sekil 3.1.) ve Faktoriye Korrespondans Analizi (FCA) (Sekil 3.2) bu iki temel
alt grubun varligmi desteklemektedir. Mikrosatellit belirtecleri kullanilarak
gerceklestirilen Mantel testi sonucunda popiilasyonlar arasinda cografik uzaklik ile
genetik uzaklik arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu gostermistir. Buda uzaklikla

izolasyon oldugunu gostermektedir.

Zeytin sinegi popiilasyonlarmin Akdeniz havzasinin Avrupa kismina dogru
kolonizasyon ve yayilim hikayesini a¢iklamak i¢in 3 temel hipotez one siiriilmiistiir,
fakat popiilasyonlarin dagilim siireglerinin altinda yatan sebepler kismen belirsiz
goriinmektedir (Zygouridis vd. 2009; Nardi vd. 2010; Augustinos vd. 2005; Segura
vd. 2008). Calismadan elde edilen SSR verileri, yiiksek sayidaki diisiik frekansl
aleller ile birlestiginde bu organizmanin Dogu Akdeniz'den Kuzey Akdeniz
havzasma dogru bati yoniinde dagilim sergiledigini gostermektedir (Zygouridis vd.
2009; Augustinos vd. 2005). Akdeniz popiilasyonlar1 ¢ok sayida 6zel allelleri ve
yiiksek seviyede genetik varyasyon degerleri ile en polimorfik popiilasyonlar olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Daha Onceden de belirtildigi gibi zeytin sinegi
popiilasyonlarinin dogu-bati1 yoniinde kolonizasyonu polimorfizm derecesindeki
diistis ile birlikte olur ve zeytin kiiltivasyonunun batiya dogru yayilimma baglidir
(Zygouridis vd. 2009; Augustinos vd. 2005). Ayrica, arkeolojik verilere gore
zeytinler Anadolu'dan Yunan adalar1 ve Yunanistan'a tasinmiglardir (Basoglu, 2009).
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Popiilasyonlar arasinda goézlenen yiiksek seviyedeki gen akisi (Nem = 8.36)
Tiirkiye’deki zeytin sinegi popiilasyonlarmi homojenize etmek i¢in yeterli degil gibi
goriinmektedir. SSR belirtecleri Tiirkiye'de zeytin sinegi popiilasyonlar: arasindaki
genetik ¢esitlilik ve farklilasmay1 ortaya ¢ikarmustir. Bu farklilasmanin muhtemelen
3 sebebi bulunmaktadir. Bu sebeplerden birincisi, kesintisiz devam eden konukg¢u
kaynaklari, gen akismi engelleyici dogal bariyerlerin olmamas: ve Tiirkiye’nin
Suriye sinirinda zeytin sinegi i¢in uygun iklimsel kosullarin bulunmasidir. Bu durum
Orta Dogu’dan Tiirkiye’nin Akdeniz havzasma dogru bu popiilasyonlarn dagilimi
icin dogal bir hat olusturmaktadir. Ornegin, giineyden kuzeye dogru ya da tam tersi
yonde. Farkli arastirmacilar zeytin sineginin, cografik yayilim i¢in yliksek seviyede
yayilma kapasitesine sahip olduklarimi bildirmislerdir (Rice vd. 2003; Fletcher,
1989b; Fletcher, 1989c). Yeni zeytin alanlarinin dikimi, zeytinin taginmasi ve zeytin
ticareti gibi insanlarm aracilik ettigi durumlar ile dogudan batiya kadar zeytin
alanlarmin dagilimmin daha az siirekli olmas1 ikinci sebep olarak nitelendirilebilir.
Ucgiincii sebep olarak tarimsal amagl insektisit kullanimi yogunlugundaki lokal
degisikliklerin, bolgeler arasindaki varyasyonu devam ettirmek i¢in yeterince giiglii
olmas1 diisiiniilebilir. Tiirkiye’nin bat1 bolgelerinde oldukca genis zeytin alanlari
bulunmaktadir ve bu popiilasyonlara uzun zamandan bu yana uygulanan

ilaglamalardan dolay1 yogun bir seleksiyon baskis1 vardir.

Calismamizda Mersin popililasyonu en yiiksek genetik varyasyon sergilemistir. Bu
yiiksek varyasyonun iki sebebi olabilir: birincisi, Mersin’in M.O 2000-1200 yillar1
arasinda Anadolu’da zeytin yetistiricili§inin yapildig: ilk yerlesim yerlerinden bir
tanesi olmasidir (Oybak, 2005; Basoglu, 2009). Bu varyasyonun diger bir nedeni de
zeytin kiiltivasyonunun sistematik bir sekilde yapildigi Akdeniz adalarindan biri olan
Kibris ile Tiirkiye arasindaki en yakin ilin bu olmasi sayilabilir. Kibris ile Misir ve
Yunan adalar1 gibi diger Akdeniz iilkeleri arasinda yogun bir sekilde gergeklesen
zeytin ticareti tarihsel siirec boyunca Mersin ilinden deniz vasitasiyla

gerceklestirilmistir (Basoglu, 2009).
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4.2. MtDNA Bulgularina Gore Tiirkiye’deki B. oleae Popiilasyonlarinin Yapisi
ve Haplotip Analizi

MtDNA sonuglarimiz zeytin sinegi popiilasyonlarinin Dogu Akdeniz’den Avrupa’ya
dogru yayiliminin anlasilmasi i¢in 6nemli bilgiler saglamaktadir. MtDNA analizi
sonucunda 3 temel sonuca ulagilmistir; (i) Tirkiye nin batisindaki zeytin sinekleri
Akdeniz havzasindaki Italya-Ege sinekleri ile ¢ok yakindan iliskili gibi
goriinmektedir; (i1) zeytin sinegi popiilasyonlar1 Kuzey Akdeniz havzasini Tiirkiye
vasitastyla istila etmislerdir; (ii1) Tiirkiye Amerikan zeytin sinegi popiilasyonlarmin

muhtemel kaynagidir.

Mikrosatellitlerden elde edilen sonuglardan farkli olarak mitokondriyal veriler,
Akdeniz bélgesine oranla Ege bolgesinde daha yiiksek seviyede genetik gesitlilik
(haplotip sayisi, haplotip ¢esitliligi, niikleotid cesitliligi) oldugunu gdstermistir
(Cizelge 3.5.). Bu farkliligin bir nedeni haplotip H1’in Tiirkiye’nin giineydogusunda
baskin olmasidir. Bu farklilik mikrosatellit ve mtDNA belirteclerinin farkli evrimsel
paternlerinin bir sonucu olabilir. MtDNA anneden kalitim gosterir, mikrosatellitlerle
karsilastirildiginda oldukga yavas evrimlesir ve genetik siiriiklenmeye daha fazla

egilimlidir (Shi ve ark 2012).

MtDNA haplotipleri kullanilarak Akdeniz havzasmin popiilasyon yapist daha 6nce
calisilmistir fakat bu c¢alismada popiilasyon seviyesinde genetik farklilagsma
tamimlanamamustir (Nardi vd. 2005). Dogu ve orta/bati Akdeniz popiilasyonlari
arasindaki net bir filogenetik ayrisma, smirli sayida ornekte tiim mitokondriyal
genomun baz dizi analizinden sonra rapor edilmistir (Nardi vd. 2010). Simdiye
kadarki caligmalardan elde edilen sonuglara paralel olarak, network analizi
sonu¢larimiz Akdeniz havzasinda 3 ana grubun varligimi dogrulamaktadir (Asch vd.
2012). Bu gruplar; Dogu Akdeniz-Amerika, Italya-Ege- Tiirkiye nin Batis1 ve Bat1
Avrupa (Iber grubu)’dur. Cahsmamizda Dogu Akdeniz-Amerika ve Italya-Ege
popiilasyonlarmnin arasinda kesin bir ayrilma olmamasima ragmen, Tiirkiye bu her iki
alt popiilasyonu iceriyor gibi goriinmektedir (Sekil 3.6.). Nardi vd. (2005) tarafindan
Yunanistan’dan Fransa’ya kadar olan bolgede daha onceden tanimlanmis 10
haplotipin disinda Avrupa’ya 6zgii 6 haplotip (H4, H7, H8, H10, H11 ve H14)
(Cizelge 3.6. ve Cizelge 3.7.) farkli frekanslarda olmakla birlikte &zellikle

Tiirkiye’nin batisinda goézlenmistir. Bu yaygin haplotipler network grafiginde farkl
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alanlarda dagilim gostermislerdir (Sekil 3.6.). 3 haplotipin diginda Tiirkiye’de
tamimlanan 2 haplotipten baslamak iizere italya-Ege popiilasyonunun smirlari
Tiirkiye’nin bat1 kiyilarindan Fransa’ya dogru uzaniyor gibi goriinmektedir. Buna ek
olarak M.O 600’lerde Fogalilarm kiiltiire alinmis Anadolu zeytinlerini Tiirkiye’den
Fransa’ya (Marsilya) tasidiklarindan bahsedilmektedir (Basoglu, 2009). Tarih
boyunca zeytin bitkisinin bu sekilde tasmmasi orta Avrupa ile bati Tiirkiye arasinda
bu yaygin haplotiplerin goriilmesini agiklamaktadir. Ancak bu konunun agiga
kavusturulmasi i¢in orta Avrupa’dan Ornekler iizerinde daha detayli baz dizi
analizleri gerceklestirilmelidir. Network grafigindeki H17, H28, H29 ve H30 (Sekil
28) haplotiplerini igeren bati Avrupa grubu esasen bati Avrupa’da ve kuzeybati

Afrika’da tanimlanmstir (Cizelge 3.7.).

Arabistan’a 6zgii zeytin varyeteleri Iber yarimadasina M.S 8. yiizyildan sonra
girmislerdir (Augustinos vd. 2005). Bu durum Anadolu gruplarmmn bati Avrupa
gruplarindan ayrilmasimi agiklayabilir. Ege bolgesine spesifik olan haplotip H4,
Avrupa’da yaygm haplotip olan haplotip I’y1 igermektedir (Cizelge 3.6.) ve bir
mutasyon farkla Avrupa’ya 6zgii haplotip J ile baglantilidir (Sekil 3.6.). H8 bat1
orneklerinde baskin olan haplotiptir ve H1 ve H4 arasinda gecis bolgesi gibi

goriinmektedir.

Afrika’dan yalmizca bir haplotipin paylasildigt H1 o6zellikle Tiirkiye’nin
giineydogusunda en yaygin ve fazla sayida goriilen haplotiptir. Amerika 6rnekleri
icin spesifik olan haplotip H2 calisilan tiim alanlarda oldukg¢a yiiksek frekansta
bulunmaktadir. Amerika’ya spesifik diger bir haplotip olan HI13, H2’den bir
mutasyonla farklilasmistir ve Tiirkiye’nin iki farkli bolgesinde de gézlenmistir. Daha
once yapilan ¢alismalar Amerikan popiilasyonlarmim Orta Dogu’dan orijinlendigini
desteklemektedir (Nardi vd. 2005; Zygouridis vd. 2009). Tez ¢alismamizda bu
spesifik haplotiplerin yiiksek frekansta ve genis dagilim gosteren sekilde bulunmasi
Amerika’da bulunan zeytin sinegi popiilasyonlarnin muhtemel orijininin Tirkiye
oldugunu gostermektedir. Ancak, bu kitadan sinirli sayida baz dizisi oldugu

unutulmamalidir.

SSR  verilerimizin sonucunda da Onerildigi gibi, network analizine dayali
haplotiplerin dagilimindan da dogu (Akdeniz), bati1 (Ege) yoniinde yayilma oldugu
anlasilmaktadir. Ege bolgesinin 10 haplotipten 6 tanesini Dogu ve Orta Avrupa ile

paylasiyor olmasi, bu tiirin Avrupa’yr Tiirkiye vasitasiyla istila ettigini
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gostermektedir. Bagka bir deyisle zeytin sinegi yayilimi Akdeniz havzasmin kuzey
kismi vasitasiyla gerceklesmistir. Tiirlerin bu sekilde bati yoniinde yayildiginin
gozlenmesi daha Onceden bu konuda ifade edilen dogu bati yoniindeki yayilim

hipotezini desteklemektedir (Augustinos vd. 2005).

Bu calismada oldukca genis bir alanda ¢ok sayida sinek kullanildigi gz Oniinde
bulundurulursa, Dogu Akdeniz-Amerika ve Italya-Ege gruplarinda yer alan dogal
zeytin sinegi popiilasyonlarinda daima ilave haplotiplerin var olabilecegi miimkiin
olmakla birlikte bu haplotipler network’lin kenarlarinda ya da uglarinda yer alacaktir.
Genomlarin diger kisimlarindan yapilacak baz dizi analizi ¢aligmalarindan elde
edilecek haplotiplerin analizi Orta Dogu’dan Avrupa’ya dogru bu zararlinin

yayiliminin anlasilmasina yardimci olacaktir.

Zeytin sinegi yabani ve kiiltiir zeytinlerindeki en 6nemli zararlilardan bir tanesidir.
Laboratuar ve saha gozlemleri, disi zeytin sineklerinin bazi kiiltiir zeytini
varyetelerine kars1t giiclii bir yumurtlama tercihi sergilediklerini gostermistir
(Giimtisay vd. 1990; Neuenschwander vd. 1985; lannotta vd. 1999; Hannah ve
Zalom, 2008). Zeytinlerde larval performanstaki varyeteye gore degisen bu gibi
farkliliklar, organizmanin yeni bir ¢evreye girmesi durumundaki adaptasyon
dinamiginin ve popllasyon biiyiimesini etkileyen yayillma alam1 ve istilanin
basarilmasinda etkilere sahiptir. Zeytin sinegi bir alana girer girmez sinek
popiilasyonunun kurulus siiresi zeytin varyetesinin bulunusundan etkilenebilmektedir
(Hannah ve Zalom, 2008). Zeytin sineginin, zeytin Kkiiltivarlarina duyarlilig
hakkinda daha fazla bilgi, gelecekte bu organizmanin kolonizasyon prosesinin ve
dagiliminin agikliga kavusturulmasinda yardimci olacaktir. Ayrica bu organizmadaki
mtDNA bolgelerinin daha fazla gen bolgesinde ¢alisiimasi yayilis hikayesinin daha

net bir sekilde anlasilmasina olanak sagliyacaktir.
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BOLUM 2

5. GIRIS

Insanoglu, asirlar boyunca besin ihtiyacini daha kaliteli ve verimli sekilde karsilamak
icin cesitli sekillerde zararh tiirler ile miicadele etme geregi duymus ve bu amacla
degisik yontemlere basvurmustur. Zararlhlarla miicadelede kullanilan bu yontemleri
genel olarak 4 ana grupta toplamak miimkiindiir. Bunlardan ilki, zararlilarin yasam
bicimleri ve bunlarla miicadele konusunda halkin cesitli yollarla bilgi sahibi
yapilmasmin amagclandig kiiltiirel miicadeledir. Ikinci yontem mekanik miicadeledir
ve bu yontemde zararhilarin yasama ortamlar1 ve i{ireme bolgeleri gesitli yollarla
ortadan kaldirilmaya calisthir. Uciincii yontem olan biyolojik miicadelede ise,
zararhya yonelik dogal diismanlar kullanilmak suretiyle zararlilar kontrol altina
almmaya calisilir. Bu yontemin en 6nemli 6zelligi dogaya herhangi bir zarar
vermemesidir. Fakat uygulamadaki zorluklar, verimin diisiik olmasindan dolay1
ekonomik olmamasi ve bazi durumlarda hedef olmayan tiirleri de yok etmesi
nedeniyle ¢ok tercih edilmemektedir. Dordiincii ve zararllarla miicadelede en yaygin
kullanilan miicadele yontemi ise, kimyasal miicadeledir. Bu yontemde, g¢esitli
kimyasal ilaglar kullanilarak zararl tiirlerinin yok edilmesi hedeflenmektedir. Bu
amagla zararli popiilasyonlar ile miicadelede kullanilan kimyasal ilaglara genel

olarak pestisit ad1 verilmektedir (Kogak, 1998).

Artan niifusa baglh olarak insanoglu yasamsal faaliyetlerinden en Onemlisi olan
beslenme ihtiyacini karsilamak adma birim alandan daha fazla verim elde etme adina
cesitli kimyasallara basvurmustur. Halen artarak devam eden bu miicadelede
pestisitler en yaygm sekilde kullanilan gruplardan bir tanesidir. Pestisit
kullanimindaki temel amag, insanoglunun temel besin kaynaklarini olusturan kiiltiir
bitkilerinde ekonomik zarar olusturan bdceklerin, yabani otlarm  ve

mikroorganizmalarin  etkilerinin ortadan kaldirilarak  verim ve kalitenin
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arttirilmasidir. Pestisit kullanimi; ekonomik ya da saglik sorunlarmin ¢oziimi
asamasinda, daha ekonomik, diisiik maliyetli, kullanim1 kolay ve kisa silirede daha
hizli etki gosteren kimyasallar olmalarindan dolay1 zararli organizmalara karsi

yapilan miicadelede en sik bagvurulan yontemdir.
Zarar olusturan canlilarin ldiiriillmesinde kullanilan pestisitler;

e insektisit (Bocek oldiiriicii)

e Herbisit (Yabani ot 6ldiiriicii)

e Fungusit (Mantar oldiiriicii)

e Rodentisit (Kemirgen oldiiriicii)

e Mollusit (Yumusakcalar1 6ldiiren)

e Nematisit (Nematodlar1 6ldiiren)

e Akarisit (Akarlar1 6ldiiren) vb. seklinde siniflandirilmis kimyasallarin

tiimiinii igermektedir (Onciier 2004).

Insanoglunun, tarihin ilk zamanlarmdan bu yana ¢esitli kimyasal maddeleri ve
bitkilerden elde ettikleri ekstraktlar1 pestisit olarak kullandiklar1 bilinmektedir. M.O
1500’lere ait bir papiriiste bit, pire ve yabani arilara karsi insektisitlerin hazirlanisina
dair kayitlar bulunmustur. M.O 1000 yilinda kiikiirt insektisit ve fungusit olarak,
Eski Yunan’da 3000 yil once siilfir, Cin’”de M.O 900 yilinda arsenik tarim
zararhlarina kars1 ve 1960°da tiitiin ekstraklar1 insektisit, duman da fumigant olarak
kullanilmistir (Agar vd. 1991; Kuyucu, 2007). 20.yiizyilin baslarindan itibaren de
yeni kimyasallarin gelistirilmesiyle beraber pestisit kullannmi hiz kazanmistir
(Kuyucu, 2007). 1940’lardan sonra pestisit iiretiminde organik kimyadan
yararlanilmis, diklorodifenoltrikloroethan (DDT) ve diger iyi bilinen insektisit ve

herbisitler kesfedilmistir.

1940’11 yillara kadar insektisitler inorganikler ve bitkisel kdkenliler olmak tizere iki
ana gruba ayrilmislardir (Gillott, 1995). Inorganik insektisitler arasinda; arsenikli
bilesikler (arsenik trioksit, kalsiyum arseniat, kursun arseniat, sodyum arseniat),
civall bilesikler (civa klorit), fosforlu bilesikler (sodyum florit, sodyum aliiminyum
florit), kiikiirt ve selenat bulunmaktadir. Bu bilesiklerden giiniimiizde yalnizca
sodyum aliiminyum florit ve kiikiirt halen kullanilmaktadir. Diger insektisitler ise

olduk¢a toksik ve agwr metal olmalarindan dolayr kullanimlar1 yasaklanmigtir
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(Onciier, 2004). Bitkisel kokenli insektisitler ise ¢esitli bitkilerden elde edilen nikotin

alkoidleri, retonoid ekstraktlar1 ve piretiroitlerdir (Onciier, 2004).

1939 yilinda Paul Miller tarafindan DDT’nin kesfedilmesiyle birlikte pestisitler
sentetik olarak tiretilmeye baglanmistir. DDT’nin kesfedilmesinden giliniimiize kadar
gegen siirede organoklorlu, organofosforlu, karbamatlh ve piretiroid grubu ¢ok sayida
pestisit iretilmis ve yaygin sekilde kullamilmistir (Kuyucu, 2007). Organofosfat
grubu insektisitler disiik fitotoksisitesi ve c¢abuk pargalanma oranina sahip
oldugundan, memeli ve kuslarda diisiik toksik etkiye sahip olmalar1 gibi
ozelliklerinden dolay1 1960’lardan bu yana yaygin sekilde kullanilmaktadir. Organik
sentetik pestisitlerin Uretildigi 1940’1 yillar1 takiben 1960’1l ve 70’li yillarda
zararhlarla miicadele noktasinda pestisit kullanimi artarak devam etmis, 1980’1
yillarda ise en yiiksek seviyeye ulagsmistir. 1990’larin ikinci yarisindan itibaren ise
pestisit kullanim1 nispeten azalmaya baslamistir (Pedigo, 1996). Bugiine dek 6000
kadar sentetik bilesigin pestisit olarak patenti alinmis fakat bunlarin yaklasik 600
kadar ticari olarak kullanilmaktadir. Ulkemizde tarmmsal agidan 6nem tasiyan kiiltiir
bitkilerinde zararlhilarin sebep oldugu {iiriin kayiplar1 % 30-35’lere varmaktadir. Bu
nedenle de pestisitlerin bu zararlilarla miicadelede daha uzun yillar kullanim

potansiyeline sahip olacag: diisiiniilmektedir (Anonim, 2013f).

Kimyasal pestisitlerin bu derece yaygin ve yiiksek oranda kullanimmm sonucu
olarak pestisitlerin ¢ok yiiksek bir sec¢ilim baskisi olusturdugu ortamlarda evrimsel
stireclerin bir sonucu olarak canlilar adaptasyon gostererek diren¢ kazanmaktadirlar

(Sekil 5.1.) (Denholm vd. 2002).

(Direnc: ‘Dogal’ secilim)

Detoksifikasy@fiun arttirilmasi  Neonicotinoids (1995)
Pyrethrolds (1978)
Carbamates (1972)
o l Organcphosphates (1965)
~_/  DODTicyclodienes (1946)
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T T T T
1940 1950 1860 1870 1680 1990 2000 2010

Direncli tur sayisi
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Sekil 5.1. Diinyada insektisitlere direncli bocek sayisinin yillara gore artisi (Denholm vd. 2002)
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Kazanilan direng genetik kokenlidir ve sonraki dollere de aktarilabilmektedir. Diinya
Saghk Orgiitii direnci ‘normal bir popiilasyondaki bireylerin ¢ogunu ldiirdiigii tespit
edilen zehirli bir maddenin belirli bir dozuna karsi, ayni tiriin diger
popiilasyonundaki bireylerin tolerans kazanma yeteneginin gelismesi seklinde
tanimlamaktadir. Direng olusumu sonucunda her yil kullanilan kimyasal miktar1
giderek artmaktadir. Bu nedenle ciddi bir ¢evresel kirlilik ve bunun sonucunda da
hedef dis1 organizmalarin etkilenmesi s6z konusu olmaktadir (Plapp, 1984). insektisit
direncinin evrimi zararli bocek popiilasyonlarmin kontrolii a¢isindan onemli bir
sorun olusturmaktadir. Ekonomik agidan zarar olusturan bocek popiilasyonlarinda
insektisitlere karsi diren¢ genetiginin calisilabilmesi ve miicadele stratejilerinin
gelistirilebilmesi i¢in, dirence neden olan genlerin belirlenmesi ve metabolizmasinin
anlagilmasi olduk¢a dnem arz etmektedir. Kayitlara gore ilk olarak 1914 yilinda San
Jose kabuklu biti (Quadraspidiotus perniciosus)’nin kiikiirt kullanimina bagl olarak
(lime siilfiir) kars1 direng gelistirdigi tespit edilmistir. 1946 yilinda karasineklerin
(Musca domestica), o yillarda yogun bir sekilde kullanilan bir kimyasal olan DDT’ye
kars1 direng kazandigi ortaya ¢ikmustir (Tobias vd. 1946). DDT’nin kesfinden
giiniimiize kadar gecen siirede bircok tiir bir veya birden fazla insektisite karsi direng

gelistirmistir ve bu tiirlerin %97’s1 tarimsal ve tibbi 6neme sahiptir (Georghiou,

1986; Kuyucu, 2007).

Birgok zararh tiirlinde, c¢esitli direng yonetim senaryolar1 ile direncin gelisim
stirecinin 6nceden tespit edilmesini saglayacak olduk¢a az bilgi bulunmaktadir.
Diren¢ olusumunu etkileyen faktorler; biyolojik faktorler, genetik faktorler ve
islevsel faktorler olmak iizere ii¢ grupta incelenebilir. Biyolojik faktorler, nesil
siiresi, her nesilde olusan birey sayisi ve gog’tiir. Genetik faktorler, direngte rol
oynayan genlerinin frekansi ve baskinligi, direngli bireylerin basarisi, farkli direng
alellerinin basaris1 seklinde ifade edilebilir. insektisit kimyas1 ve kullanimi islevsel
faktorler arasindadir ve bu faktdrler insanogluna baglidir ve insektisit direncinin
evriminde 6nemli rol oynamaktadir (Kogak, 1998). Sonug olarak direncin tam olarak
gelismemesinden dolay1 direng genetigi hakkinda belirgin detaylar iyi bir sekilde
belirlenememektedir. Bu kapsamda, direng yOnetim programlar1 olusturulurken
popiilasyonlardaki diren¢ mekanizmalarinin ve direngli-duyarl genotiplerin uyumsal

farkliliklarinin belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir (Roush, 1989).
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Popiilasyonlardaki direng seviyelerinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan iki
yontem bulunmaktadir. Bunlardan birincisi bioassay yontemidir. Bu yontemde
dogadan toplanan bireylere ¢esitli dozlarda insektisit uygulamasi yapilmak suretiyle
populasyonun % 50 sini 6ldiiren dozun yani LD50 (Lethal Dose, Oldiiriicii Doz) ve
LC50 (Lethal Concentration, Oldiiriicii Konsantrasyon) degerlerinin bulunmasi
amaclanir. Ancak bu yontem c¢ok fazla bireye ihtiyag duyulmasi ve organizmadaki
potansiyel direncin tam olarak belirlenememesi, gibi agilardan dezavantajlara
sahiptir. Ikinci ve bioassay yOntemine gdre daha spesifik olan ydntem ise
biyokimyasal ve molekiiler biyoloji teknikleri ile direng seviyesinin belirlenmesidir.
Bu metotda hem az sayida Ornege ihtiya¢c duyulmast hem de organizmadaki
potansiyel insektisit diren¢ seviyesinin daha spesifik olarak belirlenebilmesi

miimkiindiir (Han vd. 1998; Kristensen, 2005; Baskurt vd. 2011).

5.1. Genel Bilgi

5.1.1. insektisitler

Sentetik organik insektisitler, organik baglarda karbon atomuna klor veya fosfor
elementlerinin  baglanmas1 yoluyla elde edilirler (Onciier, 2004). Sentetik
insektisitlerin 4 temel grubu boceklerle miicadelede yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bunlar, organoklorin, piretroid, organofosfat ve karbamat grubu insektisitlerdir. Bu
insektisitlerin birgogu sinir sistemine yonelik toksik etki gostermektedirler. Gelismis
canlilarda sinir sistemi en duyarl sistemlerin basinda gelir. Bu insektisit gruplarindan
organofosfatlar, diger insektisit gruplarma oranla ¢ok daha yaygin olarak
kullanilmaktadir (Delen vd. 2005).

5.1.1.1. Organoklorinler

Sentetik olarak {tiretilmis ilk insektisit grubudur ve en iyi bilinen tiyesi DDT dir. 1874
yilinda sentezlenmesine karsin bocek Oldiiriicii olarak 1939 yilindan sonra
kullanilmaya baglanmistir ve bitki koruma alaninda kimyasal yontemlerin gelisimine
cok onemli katkilarda bulunmustur. Bu sinif insektisitler lipitlerde yiiksek derecede

cozlinme ve c¢evre kosullarma dayanikli olmalar1 nedeniyle uygulama bolgelerinde
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uzun siire kalirlar. Bu insektisitler memelilerde yag ve karaciger dokularinda
biriktiklerinden dolay1 ¢cevre ve besin kirliliklerine yol agmaktadirlar. Cevre ve saglik
acisindan bu olumsuz durumdan dolay: bu insektisitlerin iiretimi ve kullanilmalari
birgok iilkede yasaklanmistir. Temas zehri olarak etkileyen bu grup insektisitlerin
birinci derecede etki yerleri boceklerin sinir hiicre membranlarmdaki Na'/K”
kanallaridir. Bu insektisitler Ca*?-Mg*? ATP’azlar1 da inhibe edebilirler. Bu grubun
bilinen baglica liyelerine 6rnek olarak DDT, dieldrin, aldrin, lindan ve endosiilfan

gibi insektisitler verilebilir (Sanli, 1998).
5.1.1.2. Karbamatlar

Karbamat grubu insektisitler fenol ve fenol tiirevlerinden elde edilirler. Karbamat
grubu insektisitler, organofosforlu insektisitlerle benzer sekilde merkezi sinir
sisteminde bulunan kolinesteraz enzimini inhibe etmek suretiyle etkilerini meydana
getirirler. Organofosfatlardan iki yoniiyle farklilik gosterirler. Birinci fark bu
insektisit grubunun kolin esteraz enziminin anyonik yani ile kompleks olusturabilen
bazik 6zellik tastyan bir azot grubuna sahip olmasidir. ikinci 6nemli fark ise,
karbamat grubu insektisitlerin inhibisyon etkilerinin doniisiimlii olmasidir. Karbaril,
pirolan, dimetan ve karbafuran karbamat grubu insektisitlere 6rnek olarak verilebilir
(Sanl, 1998).

5.1.1.3. Piretroidler

Pyrethrum cinsine ait belirli tiirlerin insektisit 6zelliliginin kesfedilmesinden sonra
1949 yilinda ilk sentetik piretroid olan Allethrin iiretilmistir. Bu insektisit 1s1kta
cabuk bozundugundan dolay1 baslarda sadece ev zararlilar1 ile miicadelede
kullanilmis daha sonralari 1518a dayanikl piretroidlerin 1973 yilinda sentezlenmeleri
ile birlikte tarimsal miicadelede de kullanilmislardir. Bu grup insektisitler diisiikk doz
uygulamalarda bile oldukg¢a yiiksek toksik etki gosterirler ve hizli yere serici (knock-
down) ozellikleri bulunur. Uretilmeleri pahali olmakla birlikte organofosfat ve
karbamatlara oranla diigitk konsantrasyonlarda uygulanmalarindan dolayr daha
avantajlidirlar. Kaliciligi diisiik ve toksisiteleri yiiksektir bununla birlikte memeliler
tizerinde toksik etkisi diistiktiir (Elliot vd. 1978). Piretroidler voltaj duyarli sodyum
kanali iizerine toksik etki gosterirler (Rinkevich vd. 2006; Taskin vd. 2011). Piretroid
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grubu insektisitler Tip-I ve Tip II olmak {izere iki gruba ayrilirlar. Tip I piretroidler
yere serici etkinligi olan sinirsel uyarilara yol acarlar. Tip II piretroidler ise oldiiriicii
ve sinirsel iletimi engelleyici yonde etki yaparlar (Sanli, 1998). Bu grubun iiyeleri
arasinda permetrin, tetrametrin, piretrinler sipermetrin ve deltametrin gibi

insektisitler yer alir (Dent, 2000).

5.1.1.4. Organofosfatlar

Organofosfatlar ikinci diinya savasi swrasinda sinir gazi olarak kimyasal savasta
kullanilmis daha sonralar1 ise insektisit Ozelliklerinin kesfedilmesiyle insektisit
olarak kullanilmislardir. Diinyada pestisit tiiketiminin hemen hemen yariya yakinini
bu grup insektisitler olusturmaktadir (Unal ve Giirkan, 2001). Organofosfatl
insektisitler sinir sistemindeki asetilkolinesteraz (AKE) enziminin dogal substrati
konumundaki asetil kolini taklit ederek bu enzime geri doniistimsiiz sekilde
baglanarak etki gosterirler. Bunun sonucu olarak organizmada sinyal iletimi siirekli
devam eder ve motor kaslarin silirekli calismasmna bagli olarak organizmanin

oliimiine yol agar (Unal ve Giirkan, 2001; Lockridge vd. 1997).

Kullanilmaya baslanmalariyla birlikte organoklorlulara oranla gevreye daha az zarar
vermelerinden dolayr pek ¢ok miicadele programinda organoklorlu insektisitlerin
yerini almiglardir. Bu insektisitlerin bir kism1 bocekler tizerinde sistemik etkili olup
(tlim viicudu etkileyen), diger bir kismi ise kontak ve mide yolu ile etki gosterirler.
Organofosfatlar fosfat grubuna eklenmis farkli alkollerden olusan esterler olarak da
bilinir ve alifatikler, feniller ve heterosiklikler olarak tii¢ grupta toplanirlar
(Matsumura, 1985; Pedigo, 1996). Bu grubun temsilcileri arasinda malathion,
parathion, diklorvos, diazinon, malaoxon ve paraokzon yer almaktadir (Sanli, 1998;

Onciier, 2004).

5.1.2. Tiirkiye ve Diinya’da insektisit kullanimi

Ulkemiz ekonomisinde tarimm biiyiik bir payr bulunmaktadir. Buna bagl olarak
artan niifusun ihtiyaclarinin karsilanmasi ve tarimsal iiretimin arttirilmasi i¢in verimli
tohum kullanimi, sulama ve giibreleme gibi ¢esitli yontemlerin yani sira zararlilarin

sebep oldugu ve yaklasik % 35’lere varan iirlin kayiplarinin 6nlenmesi de
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gerekmektedir (Anonim, 2013f). Bu amagla lilkemizde ve diinyada, kolay uygulanan,
etkili ve diisiik maliyetli olan pestisit kullanimi karsimiza ¢ikmaktadir. Ulkemizde bu

tiir zararhilarla miicadelede insektisitler, herbisitler ve fungusitler kullanilmaktadir

(Unal ve Giirkan, 2001; Delen vd. 2005).

Son yillarda diinya pestisit tiiketimindeki artis hizinda diistis goriilmekle birlikte
1983-1993°de % 3.4 olan artig orani, 1993-1995 arasinda % 18.5’e yiikselmistir
(Lorbeer vd. 2001). Tiirkiye’de yillik pestisit tiiketim degerleri, 1979-2007 yillar1
arasinda % 270 oraninda artig gostermistir. Bu deger yillik olarak % 9.64’lLik bir
artisa karsilik gelmektedir. Pestisit tiiketimimiz, 2002 yilinda 12.199 ton iken, 2006
yilinda yaklagik % 50 artis ile 18.258 ton ve 2007°de de % 24.22 artarak 22.681 ton
olmustur (Cizelge 5.1.) (Durmusoglu vd. 2010).

Cizelge 5.1. Tiirkiye’de etki ettikleri canli gruplarina gore 1979-2007 yillar1 arasinda etkili
madde olarak pestisit tiiketimi (ton) (Durmusoglu vd. 2010).

Pestisit
1979 1987 1994 1996 2002 2006 2007
gruplari
Insektisitler 2288 3303 2065 3027 2251 3406 7304
Akarisitler 203 240 192 223 297 219 315
Yaglar 1595 2147 2147 2871 2428 2144 2447
Fumigant ve
o 316 322 531 1077 1559 2650 3031
Nematisitler
Rodentisitler
ve 5,6 2,1 2,5 3,3 1,8 6,7 11,0
Mollusisitler
Fungisitler 1537 2612 2201 2951 1964 4432 4945
Herbisitler 2452 3495 3903 3644 3697 5400 4638
TOPLAM 8396 12112 10872 13797 12199 18258 22681

Diinyadaki toplam pestisit iiretimi yillik 3 milyon ton civarindadir (Delen, 2008).
Bunlarm % 48'ini herbisitler olusturmaktadir. Bunu % 25 ile insektisitler, % 24’ilede
fungisitler takip etmektedir. Herbisitler ve insektisitler, kullanimin % 70'den fazla bir
bolimiini kapsamaktadir. Diger pestisit gruplar1 ise % 3'liik bir paya sahiptir (Sekil
5.2.) (Tiryaki vd. 2010; Oztiirk,1997). Diinya pestisit piyasasindaki tiiketim paymin
% 80’1 geligmis iilkelerin iken Tiirkiye’nin payt % 0,6’dir (Durmusoglu vd. 2010;
Kantarc1 2007).
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Sekil 5.2. Pestisit gruplarina gore diinyada tarim ilaci kullamimu (Delen, 2008).

Diinyada pestisit gruplarinin tiiketim oranlarinda yillara bagli olarak 6nemli
degisiklikler olmustur. Insektisit, fungisit/bakterisit tiiketim oranlar1 azalmis buna
karsin herbisit tiiketim oraninda artis olmustur. Herbisitlerin tarim ilaclar1 igerisinde
tiikketim oran1 1960 yilinda % 20 iken 2005°de bu oran % 48’¢ yiikselmistir (Cizelge
5.2.). 2007 yili rakamlarina gore diinyada en fazla pestisit tiiketimi olan tlkeler

arasinda Fransa, Japonya ve Almanya ilk siralarda yer almaktadir (Zhang vd. 2011).

Cizelge 5.2. Diinyada pestisit tiikketiminin degisimi (Milyon $) (Zhang vd. 2011).

1960 1970 1980 1990 2000 2005

Satis % Satis % Satis % Satis % Satis % Satis %

Insektisit 310 36,5 1,002 37,1 4,025 347 7,655 29,0 7,559 27,9 7,798 250
Herbisit 170 20,0 939 348 4,756 41,0 11,625 44,0 12885 475 14,971 48,0
Fungusit 340 40,0 599 222 2181 188 5545 210 5306 19,6 7,486 24,0
Diger 30 35 159 59 638 55 1575 60 135 50 936 3,0
Toplam 850 100 2,700 100 11,600 100 26,400 100 27,104 100 31,191 100

Tiirkiye’de birim alanda kullanilan ila¢ miktar1 gelismis ilkelerle kiyaslandiginda
diisiik seviyelerdedir. Tirkiye'de ilag kullanimi Akdeniz ve Ege bdlgelerinde
yogunlagmaktadir. Entansif (yogun) tarim yapilan bu bolgelerde pestisit kullaniminin
ilkemiz ortalamasmmi ¢ok tiizerinde oldugu ve gelismis iilkeler diizeyine yakin
oldugu soylenebilir. Tiirkiye’de yillar itibariyle pestisit tiiketimleri Cizelge 5.3.’te
goriilmektedir. Tirkiye’de pestisit tiretimi 2011 yil1 itibar1 ile 40.000 ton olup pestisit
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tilketiminde sirasiyla en fazla fungisit (% 45), herbisit (% 18) ve insektisit (% 15)‘ler
yer almaktadir (Sekil 5.3.) (Canik ve Yiiksel, 2012).

Cizelge 5.3. Tiirkiye’de pestisit kullanim miktarlari (kg) (Canik ve Yiiksel, 2012).

Yillar  Insektisit Fungusit Herbisit Akarisit  Rodentisit Diger Toplam

2004 - - - - - - 41.223,053
2005 - - - - - - 43.362,627
2006  7.628,215 19.899,724 6.955,585 901,999 2,877 9.987,399 45.375,799
2007 21.045,.632 16.706,631 6.668,653 966,488 50,925  3.277,315 48.715,644
2008 9.250,719 17.862,861 6.176,508 737,123 351,095 5.613,346 39.991,651
2009  9.913,897 17.395950 5.960,852 1.532,728 77,610  2.302,300 37.183,337
2010 7.175,831 17.545584 7.451,591 1.039,739 147,404 5.343,714 38.703,862
2011  6.119,933 18.123,614 7.406,602 1.061,609 421,426 6.977,775 40.110,958

B 1 HERBISIT

M2 INSEKTISIT

m 3 FUNGISIT

m4 DIGER

Sekil 5.3. Pestisit gruplarina gore Tiirkiye’de tarim ilaci1 kullammm (Canik ve Yiiksel, 2012).

Tiirkiye’de yogun bir sekilde kullanilan insektisitlere bakildigi zaman ya ¢ok zehirli
ya da zehirli kimyasallarin kullanildig1 goriilmektedir (Delen vd. 2005). Bu nedenle
cevre ve insan saghigr agisindan daha diisiik risk tasiyan insektisitlerin

ruhsatlandirilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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5.1.3. Boceklerde direnc ve direnc tipleri

Gliniimiizde yapilan ¢alismalar sonucunda, insektisitlerin yaygm ve yogun
kullaniminina bagli olarak boceklerin insektisitlere karst direng gelistirdigi
goriilmiistiir. Direng temel evrimsel siireclerin bir sonucudur. Popiilasyonlara
uygulanan kimyasal uygulamalar1 sonucu, bazi bireyler hayatta kalabilirler ve bu
durum genetik farkliliklara bagl olabilir. Bu sag kalim sonucunda iireme yetenegi
olan bireyler uygulanan kimyasala direng gosterecek ve bu karakteri sonraki nesillere
aktaracaktir. Boylelikle popiilasyonun devam eden nesillerinde bu 06zellikteki

bireyler daha fazla sayida bulunacaktir (Georghiou 1986).

Dogal populasyonlar ¢evresel faktorlere bagli olarak ¢esitli se¢ilim baskilarina maruz
kalirlar. Pestisitlerde insanlar tarafindan yapay olarak iiretilmis bir secilim baskis1
olusturur. Bu segilim baskisina bagl olarak popiilasyon, olusan bu yeni duruma
adaptasyon gosterir ve allel frekansinda bir degisim gozlenir. Yani uygulanan
kimyasala bagli olarak direncli allellerin popiilasyon i¢i frekansi artis gosterir

(Georghiou ve Lagunes-Tejeda,1991).

Bocekler, davranigsal, fizyolojik ve biyokimyasal olmak iizere iki temel mekanizma

vasitasiyla direng gelistirirler (Plapp, 1984).

5.1.3.1. Davranisgsal Direnc

Canlinn dogal davranisi ya da davranis modifikasyonlar1 ile temas yiizeyinden
sakinma veya kontak siiresini azaltma seklinde olan direng tipidir. Davranigsal
direngte temel durum zararlinin insektisitin uygulandig1 bdlgeden uzaklasma veya
kendini koruma altina alma egilimi gostermesidir (Plapp, 1984). Bu duruma ornek
olarak sivrisineklerin ilaglanan boélgelerde dinlenmemesi ve iireme alanlarini
degistirmesi (Sanli, 1998), elma ici kurtlarinin meyve icine girmek i¢in meyveyi
kemirdiginde ilagcli meyve ise parcayl yutmayip disar1 atmasi ve bazi ambar
boceklerinin kullanilan kimyasala maruz kalmamak i¢in stigmalarmi uzun siire

kapali tutmalar1 verilebilir (Onciier, 2004).
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5.1.3.2. Fizyolojik ve biyokimyasal diren¢

Bu diren¢ mekanizmasi alinan insektisitin miktarinin azaltilmasi, hizla parcalanmasi

ve hedef enzimde meydana gelen degisiklikler olmak iizere 3 grupta incelenebilir.

5.1.3.2.1. Viicuda alinan insektisit miktarinin azaltilmasi

Bu mekanizma, zararlilarin viicutlarmin dis kisimlarindaki degisimlere bagli olarak
gelistirdikleri direng tipidir (Plapp, 1984). Ornegin dis iskeletin pestiside kars1 daha
az gecirgen olmasi, pestisitin viicutta depolanmasi veya canli zarar gérmeden
insektisitin atilmasi, viicudun sik killi olmasi ve kiitikulanin kalin olmasi1 gibi
ozelliklerle canli insektisitlere karsi direng gelistirmektedir (Onciier, 2004; Sanls,
1998). M. domestica ile yapilan ¢alismalar sonucunda, 3. kromozomda bulunan pen
geninin bu direng tipinin olusumu ile ilgili oldugu bulunmustur (Hemingway ve
Ranson 2000). Bu direng sekli sentetik pestisitlerin kullanimi ile ¢ok biiyiik oranlarda
ortaya ¢ikmaktadir (Sanl, 1998).

5.1.3.2.2. Viicuda alinan insektisitin hizla par¢alanmasi

Gozlenen bu diren¢ mekanizmasinda insektisitlerin, hizli bir sekilde parcalanmak
suretiyle daha az toksik olan 6ncii bilesiklere doniistiiriilmesi gergeklesir. Bu durum
ya farkli enzim formlar1 ile ya da az bulunan enzim miktarmin arttirilmasi ile
gerceklestirilir (Hemingway ve Ranson 2000). Insektisit detoksifikasyonunda gérev
alan enzimler esterazlar, P450-monooksijenazlar ve glutatyon -s-transferazlar’dir. Bu
enzimlerde mutasyonlara bagli olarak meydana gelen degisimler sonucunda
insektisitlerin hizli bir seklide pargalanmasi ve canliya zarar vermeyecek forma
doniistiiriilebilmesi miimkiin olmaktadir (Plapp, 1984). Bunun yani sira insektisiti
metabolik olarak yavas parcalayan bir genin amplifikasyonu ile kopya sayisinin

arttirilmasi direng kazanilmasinda rol almaktadir (Hemingway ve Ranson 2000).
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5.1.3.2.2.1. Esterazlar

Esteraz enzimleri karboksilik asitlerin ester baglarini hidrolize ederler. Feromon ve
hormon metabolizmasi, sindirim sistemi ve sinir iletimi, {ireme davranist ve
insektisitlere direng gibi birgok mekanizmada esterazlarin rolii bulunmaktadir
(Claudianos vd. 1999; Oekeshott vd. 1993). Esteraz enzimleri siilthidril ve eserin
stilfatla verdikleri reaksiyonlara gore asetil esterazlar, aril esterazlar, karboksil
esterazlar ve kolin esterazlar olmak iizere 4 gruba ayrilirlar. Asetil esteraz enzimleri
stilfhidril, organofosfat ve eserin siilfat inhibitorlerinden higbiri ile reaksiyona
girmezler ve genellikle asetik asit gibi alifatik substratlar1 tercih ederler. Aril
esterazlar yalnizca siilfidril grubu tasiyan inhibitorler ile inhibe edilir ve genellikle
aromatik  substratlar1 tercith ederler. Karboksil esterazlar ise yalnizca
organofosfatlarca inhibe edilirler ve asetik asitten daha uzun alifatik esterleri substrat
olarak tercih ederler. Kolin esterazlar, organofosfat ve eserin siilfat inhibitorleri ile
inhibe olurlar ve diger alifatik ve aromatik esterler disinda kolinesterleri substrat
olarak tercih ederler. Bu esteraz gruplarindan karboksil ve kolin esterazlar

organofosfat inhibisyonunda 6nemli rol almaktadirlar (Ockeshott vd. 1993).

5.1.3.2.2.2. Glutatyon -s-transferaz (GST) enzimi

Glutathion-S-Transferazlar (GST) insektisitlere karsi direngte gorev alan diger bir
enzim grubudur. GST’ler biitiin metazoanlar ve bitkilerde bulunurlar ve
insektisitlerinde  i¢inde  bulundugu  ksenobiyotiklerin  detoksifikasyonunun
gerceklestirildigi  sistemlerden bir tanesidir. GST enzimleri zararli bilesikleri
indirgenmis glutathion ile birlestirmek suretiyle bu bilesikleri zararsiz formlara
doniistiiriirler. Bu enzimler bazi boceklerde insektisitlerin toksik etkilerine karsi
temel bir savunma olarak yer almaktadirlar (Hemingway vd. 2004; Enayati vd.
2005).
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5.1.3.2.2.3. Monooksijenazlar

Monooksijenaz gen ailesi; bocekler, bitkiler, memeliler, kuslar ve bakteriler gibi
biitiin aerobik organizmalarda bulunur ve oksijenli solunumun ETS evresinde gorev
alan sitokrom proteinlerini kodlarlar. Sitokrom P450’nin bagli oldugu bu grup;
ilaglar, pestisitler ve bitki toksinlerinin katabolizmasi ve anabolizmasinda,
hormonlar, yag asitleri ve steroidler gibi endergonik bilesiklerin diizenlenmesinde
gorev yapan Onemli bir metabolik sistemdir. Sitokrom P450, monooksijenaz
sisteminde merkezi oksidazin gorevini yapan bir hemoproteindir ve ¢ok genis bir
substrat grubu lizerine etki gostermektedir. Bu nedenle organizmada bu enzimi
kodlayan genlerin bircok kopyas: bulunmaktadir. Okaryotlarda P450‘ler
endoplazmik retikulum ve mitokondrilerde bulunur (Jeffrey, 1999).

Bocek monooksijenazlarinin; beslenme, biiyiime ve gelisme, pestisitlere karsi direng
ve bitki toksinlerine tolerans gibi bir¢cok rolii bulunmaktadir. Boceklerde P450
rediiktaz ve sitokrom b5’ in diren¢ gelisiminde rol oynadig: bildirilmistir. P450nin
varhigi ilk kez 1967’de karasinekte kaydedilmistir ve memeli P450 rediiktazina
benzerlik gosterir. P450 rediiktaz ve b5 ‘in seviyelerindeki artisin monooksijenaza
bagl insektisit direnci ile baglantili oldugu bulunmustur. P450’ler organofosfatlarin
insektisit aktivitesini engelleyerek etki gosterirler (Jeffrey, 1999). P450 enzimlerinin
piretroit grubu insektisitler i¢in detoksifikasyonda, organofosfat grubu insektisitler
icin de hem aktivasyon hem de detoksifikasyonda rol aldigi rapor edilmistir (Scott ve

Zhang, 2003).

5.1.3.2.2.4. Gen amplifikasyonu yolu ile diren¢ kazanilmast

Genin fazla ifade olmasi (over-ekspresyon) ile direng gelisiminde, gen
ekspresyonunun diizenlenmesi ile gen lriiniiniin miktarmin yani enzim miktarmin
degisimi s6z konusudur (Hemingway, 2000). Bu direng¢ tipi; canlida, insektisiti
pargalama kapasitesi diisiik spesifik bir karboksilesteraz geninin, genom igerisinde
kopya sayist arttirilarak enzimin miktarinda artis saglanmasi boylelikle de yiiksek
konsantrasyondaki enzim ile insektisitin yeterli oranda etkisiz hale getirilmesi
seklinde gerceklesir. Bu direncte insektisit hedef bolgelere ulasmadan zararsiz forma

doniistiiriiliir ve organizma hayatta kalir (Guerro, 2000; Hemingway, 2000).
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5.1.3.2.3. Hedef enzimde meydana gelen degisiklikler

Bu durum asetilkolinesteraz enziminde oldugu gibi insektisitlerin enzimin hedef
bolgelerine baglanarak enzimi inhibe etmesinin engellenmesi i¢in hedef enzimlerde
meydana gelen degisiklikler vasitasiyla insektisite karst duyarsizlasma olarak
tanimlanabilir. Bu sekilde diren¢ kazanim mekanizmalarina; sikloiden
insektisitlerinin hedefi olan y-aminobiitirik asit (GABA) reseptorlerinde (Richard vd.
1993), DDT ve piretroidlerin hedefi olan voltaja duyarli sodyum kanal proteinlerinde
(Williamson vd. 1993) ve organofosfat ve karbamat grubu insektisitlerin birincil
hedefi olan asetilkolinesteraz (AKE) enziminde (Aldridge, 1950) rastlanir. Temel
olarak direng insektisite hedef olan bolgelerin insektisite karsi duyarsizlasmasi ile
kazanilir (Villate vd. 2000).

5.1.3.2.3.1. y- aminobiitirik asit (GABA) reseptorleri

GABA reseptorleri a, o, B, B, 6 olmak iizere 5 alt iiniteden olusan CI" iyon kanali
formunda bir proteindir. Alt tinitelerin herbiri M1, M2, M3, M4 isimli 4 adet trans
membran helikse sahiptir. Bunlardan M2 heliksi merkezi bir transmembran kanalini
cevreler. Bunun yani sira GABA reseptor kanalinin amino ucunda ligand baglanmasi
bolgesi bulunur (Sekil 5.4.). GABA inhibitor bir nérotransmitterdir ve hiicre i¢ine CI°
iyon gecisini arttirmak suretiyle hiicrenin uyarilmasmi engeller. GABA
reseptorlerinin insektisitlere karsi duyarsizlagsmasi alt linitelerden birini kodlayan rdl
geninin iretmis oldugu proteindeki Ala302Ser mutasyonu ile gergeklesmektedir
(Gupta, 2007).

Chloride Channel

NH,
Benzodiazepine site
B/ /
M1 | M2 | M

Vs COOH
GABA binding sl(e<”'
3 | M4

o © a B I

PARVOLGVITVLTMTTLMS STNAALPKISYVKSIOV YLGTCFVMVFASLLEYAVGYMA
PARVLLGVTTVLTMTTLMS STNAALPKISYVKSIDV YLGTCFVMVFASLLEYA UVGYMA
PAR\’LG‘ITTVLWTTU‘SSTHML PKISYVKSIDVYLGTCFVMVFASLLI
PAR\ﬁLGVITVLTMTﬂMS STNAALPKISYVKSIDVYLGTCFVMVFASLLEYA IVGYMA
PAR\’LGV!TVLTMTTLMSSTNAAL’!(ISV‘J(S\D‘/ YLGTCFVMVFASLLEYAVGYMA
F‘AR\’LGWTVLTM'I'I'U‘SSTH AALPKISYVKSIDVYLGTCFVMVFASLLEYAVGYMA
PAR\’LGVTTV\.WTTU‘SSTNML"KISVVKS\D.’ YLGACFVMVFASLLEYARVGYMA
PAR\&LGVTTVLTMTTLMSSTNAAL’KISVV(S\D\‘ YLGTCFVMVFASLLEYAUVGYMA

M2 M3

Sekil 5.4. Rdl GABA reseptoriiniin sematik gosterimi (Goff vd. 2005).
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5.1.3.2.3.2. Sodyum kanal proteini

Voltaja duyarli sodyum kanal proteinleri, sinir hiicrelerinde bulunurlar ve piretroid
grubu insektisitlerin viicuttaki birincil hedefleridirler. Bu proteinlerde hedef
bolgedeki duyarsizlasma karasineklerde ¢alisilmis ve LeulO14Phe mutasyonunun
diren¢ kazaniminda rol aldig:1 belirtilmistir. Ilaveten daha yiiksek piretroid
kullanimma bagli olarak Met918Thr mutasyonunun oldugu da tespit edilmistir
(Soderlund ve Knipple, 2003; Rinkevich vd. 2006; Taskin vd. 2011). Taskin vd.
2011 yilinda yaptiklar1 g¢alismada Tirkiye’den Ornekledikleri M. domestica
orneklerinde Vsscl duyarh allel frekanslarmi Ege icin 0.75 ve Akdeniz i¢cin 0.69
olarak bildirmislerdir (Taskin vd. 2011).

5.1.3.2.3.3. Asetilkolinesteraz (AKE) enzimi

Kolinesterazlar iki biiylik gruba ayrilirlar, bunlar AKE ve butirilkolinesteraz
(BKE)’dir. Boceklerde, Ace geni tarafindan kodlanan AKE enzimi kolinerjik
sinapsisinde norotransmistter asetilkolini hidrolizler ve asetil kolin seviyesini
diizenler. Asetilkolin (ACh) sinir iletilerinin sinapslardan ge¢isini kolaylastirir. ACh,
AKE enzimi tarafindan kolin ve asetata doniistiiriiliir (Chen vd. 2001).

AKE enziminin sinir hiicrelerindeki fonksiyonu ise su sekilde gerceklesmektedir;
sinir hiicrelerinde akson boyunca sodyum ve potasyum kanallar1 bulunmaktadir.
Uyart1 geldiginde sodyum kanallar1 acilir ve sinir hiicresi depolarize olur. Uyari
yeterince siddetli olursa aksiyon potansiyeli olusur. Sodyum kanallarmin agilmasina
bagli olarak potasyum kanallar1 agilarak hiicre repolarize olur. Hiicre disma
potasyum c¢ikist olur. Aksiyon potansiyeli sinir ucuna geldiginde kalsiyum kanallar1
acilir. Bu swada; krebs dongiisiinden ayrilan asetilkoenzimA ve kolin,
kolinasetiltransferaz enzimi ile asetilkolini olusturur. Hiicreye giren kalsiyum
vezikiillerde biriken asetilkolinin presinaptik bosluga salinmasini saglar. Daha sonra
asetilkolin post sinaptik membranda bulunan reseptore baglanir ve uyartinin post
sinaptik hiicreye gecisini saglar. Uyartinin iletimini takiben asetilkolinesteraz enzimi
asetilkolini asetat ve koline ayirir. Kolin tekrar kullanilmak {izere presinaptik hiicreye

geri doner (Sekil 5.5.) (Nelson ve Cox, 2005).
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Sekil 5.5. Asetilkolin esterazin sinir hiicrelerindeki fonksiyonu (Anonim, 2013g).

Asetilkolinesteraz enziminin 3 boyutlu yapisi ilk kez Sussman vd. (1991) tarafindan
Torpedo californica’da detayli bir sekilde belirlenmistir. Oakeshott vd. (1999)
yilinda yaptiklar1 ¢alismada; T. californica’da enzimin o heliks ve  tabakalarindan
olustugunu, aktif merkezin ¢evresinde 14 rezidiiniin bulundugunu (sar1 renkli), aktif
merkezde serin (kirmizi)-glutamat (lacivert) ve histidinin (mor) katalitik tg¢liyt
olusturdugunu ve son olarak da molekiiliin yiizeyinde, ii¢ adet substrat baglanma
bolgeleri (mavi) oldugunu belirtmislerdir. Yesil renkli bolgelerde B-kirikli yapiy1
gostermektedir (Sekil 5.6.).

%{ﬁ*

W) o
, 4 2{\‘
gy’

-

Sekil 5.6. AKE enziminin 3 boyutlu yapis1 (Oakeshott vd. 1999).
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Zararllarla miicadelede son 40 yili askin siiredir yaygin olarak kullanilan bocek
ilaclar1 igerisinde organofosfatlar ve karbamatlar en ¢ok kullanilanlar arasindadir.
Organofosfat grubu insektisitlerin birincil hedefleri sinir sisteminde asetilkolinesteraz
enzimidir. Bu enzimin organofosfat ve karbamat grubu insektisitlerin viicut
icerisindeki primer hedeflerinden biri oldugu Drosophila melanogaster (Morton ve
Singh, 1982), Musca domestica (Devonshire, 1975) ve Bactrocera oleae (Zouros vd.
1968)’da yapilan calismalarda gosterilmistir. Organofosfat ve karbamat grubu
insektisitler asetilkolin analogu olarak ¢alisirlar (benzer yapisal formiile sahiptirler ve
boylece reseptor ile ayni yerlerden bag yapabilirler) ve AKE enziminin aktif
bolgesinde bulunan serin aminoasidini fosforlayarak veya karbamatlayarak bu
enzimin geri doniisiimsiiz ya da ¢ok diisiik seviyede geri doniisiimlii olarak inhibe
olmasina yol acgarlar. Bu durumda asetilkolin hidroliz olmasina ragmen, insektisitler,
enzim-substrat kompleksi olarak sabit kalirlar. Boylelikle, asetilkolin sinapslarda
birikerek asetilkolin reseptorlerinin kalici olarak agik kalmasma sebep olur ve de
canlinin liimii gergeklesir (Chen vd. 2001).

Asetilkolinesteraz enziminin normal kosullarda ve insektisit varligindaki ¢alisma
mekanizmasi su sekildedir; normal kosulda enzim substrat ile reaksiyona girerek
iirlinli olusturur. Ancak ortamda insektisit varsa enzim insektisitin fosforlanmis ya da
karbamatlanmig kismi ile birlesir. Enzimin bu fosfor ya da karbamat grubundan

ayrilmasinin ¢ok uzun siire almasindan dolay1 bu siire¢ geri doniisiimsiiz olarak kabul

edilir (Shi, 2002).

Russell vd. 2004 yilinda yaptiklar1 ¢alismada boceklerde organofosfat ve karbamat
grubu insektisitlere AKE enzimi temelinde meydana gelen duyarsizlasma
mekanizmalarini detaylh bir sekilde agiklamiglardir. Arastirmacilar biyodenemeler ve
biyokimyasal analiz verilerinin karsilastirilmasi sonucunda baslica iki modelin hedef
bolgelerin karbamat ve organofosfatlara karsi direng gosterdigini ileri stirmektedir.
Model | direncinde organofosfatlara oranla karbamat grubu insektisitlere kars1 daha
yiksek seviyede direng olusumu s6z konusudur. Model Il direncinde direng
seviyeleri hem karbamatlar hemde organofosfatlar i¢cin yaklasik olarak esit
seviyelerdedir ve hatta bazi durumlarda organofosfatlara 6zgiidir. Diptera ile bu
diren¢ modeli {lizerine yapilan molekiiler arastirmalar gostermistir ki gosterilen

direncin AKE aktif bolgesinde bulunan kanalin kisitlanmasindan ve insektisitin bu
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kanal  lizerindeki  katalitik  bolgelerle  baglanmasmi  kisitlanmasindan

kaynaklanmaktadir.

Bunun yani sira gesitli bocek tiirlerinde bu insektisitlere bagli olarak AKE enziminin
hedef bolgesinde meydana gelen mutasyonlara baglh olusan direng gelisimi ¢esitli
aragtirmacilar tarafindan belirlenmistir (Fournier vd. 1992; Mutero vd. 1994,
Williamson vd. 1992; Kozaki vd. 2001; Vontas vd. 2002; Kakani vd. 2008b).

Insektisite duyarsizlik, bocek tiirleri arasinda gesitlidir; ¢iinkii farkli mutasyonlar,
direng ve farkli Ace gen iiriinleri saglayabilmektedir. Yiiksek Diptera’lar haricinde
(D. melanogaster, M. domestica, L. cuprina ve B. oleae) bugiine kadar yapilan
takson ¢alismalarinda eski bir duplikasyon sonucu korunmus goriinen Ace-1 ve Ace-2
olmak tiizere iki adet Ace gen trtini sivrisineklerde (Malcolm vd. 1998) ve aphidlerde
[A. gossypi (Li vd. 2002) ve M. persicae (Nabeshima vd. 2003)] bulunmaktadir.

Sivrisineklerde, en az {i¢ tiirlin popiilasyon alanlarinda direngle iliskili Ace-1
lokusunda Gly119Ser mutasyonu yiiksek seviyede karbamat direncini vermektedir
(Weill vd. 2003). Culex tritaeniorhynchus’larda ace-1’deki farkli mutasyon
(Phe331Trp, Torpedo) organofosfat ve karbamat direnci ile iligkilidir (Nabeshima vd.
2004); ayrica bu kodon, M. persicae ve Tetranychus urticae’lerde mutasyona

ugramustir (Anazawa vd. 2003).

D. melanogaster’lerde sadece tek bir Ace geni, Ace-2 bulunmaktadir (Weill vd. 2003;
Fournier vd. 1989) ve direngli soylarda cesitli nokta mutasyonlar1 tanimlanmistir
(Mutero vd. 1994; Menozzi vd. 2004). Direngli M. domestica’nin Ace geninde 5
mutasyon rapor edilmistir (Walsh vd. 2001). Zeytin sineginde ise aktif merkezde 2
mutasyon (Gly488Ser ve Ile214Val) (Sekil 5.7.) (Hawkes vd. 2005) ve bunun yani
sira ekzonl0 igerisinde bulunan 9 baz ¢ift (bg)’lik delesyon tanimlanmistir (Sekil
5.8.) (Kakani vd. 2008b). Gly488Ser, zeytin sinegi i¢in 6zgiinken, Ile214Val, hem D.

melanogaster hem de M. domestica’da tespit edilmistir.
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Zeytin sinegi Ace exon 6 (A) ve exon 3 (B)’deki mutasyon bolgeleri (Hawkes vd. 2005).

TEAAGT CARACCATCATCCGCTTCCTCOCTGCAACAACAGCAACAACACTTGCTACT
TEAAGT CARAACCATCATCCGCTTCCTCCCTGCAACAACA- -~ ~-~---~ CTTGCTACTG
EVEP 3 8 A 8 8L QQQQQHTUILTILTIL

CMCAAAEGAGCATCGTGGCGT‘I\ZATG‘I‘I‘GGCGCTGTCO
CAACAAMGGAGCATCGTGECGTTCATGTTGGCGCTGTC  Delesyon Bilgesi
Q QR 3 I VAFMUELAIL

Sekil 5.8. Zeytin sinegi Ace exon 10 mutasyon bélgesi (Kakani vd. 2008b).

Zeytin sineginde AKE enzimini kodlayan Ace geni 2023 niikleotid uzunlugundadir

ve bu genin kodlamis oldugu protein 674 aminoasitten olugsmaktadir (Genbank erisim

no: AF452052) (Hawkes vd. 2005). Gly488Ser mutasyonu, aktif merkezin yapisini

bozan biiylik serin yapisi nedeniyle sterik engel yaratarak insektisit toleransini

saglamaktadir ve boylelikle de insektisitin erisimini engellemektedir (Vontas vd.

2002; 2003). Sadece bu mutasyon insektisite karsi 8 kat diren¢ saglamaktadir.

Gly488Ser mutasyonu genellikle, Ile214Val ile baglantili olarak ortaya ¢ikmustir ve

bu kombinasyonla insektisit direncinin 16 kat arttirdigi, Avrupa’dan toplanan tim

zeytin sinegi 6rneklerinde bulunmustur (Vontas vd. 2001). Shi ve arkadaslar1 (2004)
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yilinda D. melanogaster ile yaptiklar1 ¢aligmada Ile214Val mutasyonunun
insektisitlere baglanma oranini diisiirerek, ek bir tolerans saglandigini belirtmislerdir.
Gly488Ser degisikligi, goreceli olarak biiyiik insektisit molekiillerinin inhibisyonunu
azaltryor gibi goriinse de, asetilkolin tarafindan erisimi etkileyebilir. Buna ek olarak,
hem substrat doniisiimii hem de organofosfat inhibisyonunda kovalent baglanmay1
sekillendirmek icin, 488Ser’in Oy’si ve komsu Gly420°nin amid protonu arasindaki
potansiyel hidrojen bagi, katalitik Glu419 [Torpedo 327]un hareketini
engelleyebilir. Bundan dolayi, insektisitin zararli etkilerini smirlayict Gly488Ser
degisikligi, ayrica uygun kosullar altinda asetilkolin  doniisiimiiniide
gerceklestirebilir.  Asetilkolinin hidrolizi sirasinda, agilasyon bigimlemesinden
boyutlar1 etkilenen substratlarin ikincil kataliz prosesinden (Glu290 ve suyun
dogrudan etkilendigi bazik kataliz) gectigi distiniilmektedir. Bu durum ancak,
Glu290’a [Torpedo 199] komsu pozisyonda bir su molekiiliiniin mevcut olmasiyla
gerceklesmektedir (Selwood vd. 1993).

[le214 [Torpedo 129], aktif merkezde degildir, fakat Trp138’e [Torpedo 84] c¢ok
yakin bir konumda bulunur. Valin, gergekte bu enzim i¢in yabanil-tip bir aminoasittir
(Zhu ve Clark, 1995; Simon ve Massoulie, 1997). Valinin oldugu ve suyun ¢oziicii
molekiil olarak tanimlandigi tiim yapilarda, bir molekiil su, Trp138’¢ (Ace 2
yapismda HOH694, Sekil 5.9.) bitisik olarak bulunur. Izoldsine gére valin
aminoasitinin olmasi (daha kiiciik), aktif merkeze komsu su molekiiliinii gomiilii hale

getirmeyi kolaylastirmaktadir.

Aktif merkezden, olasi bir arka kapmnin (back door) aracihigiyla, hidroliz
reaksiyonunun ilk irlinliniin kagigmin diizenlenmesinde, Trp138 kilit aminoasit
olarak gosterilmistir (Ripoll vd. 1993; Bartolucci vd. 1999). Arka kapi, Trp138’in
[Torpedo 84] hareketi, cevresindeki aminoasitlerle, muhtemelen de komsu pozisyon
214’le diizenlenmektedir. Izoldsinin rotasyonu, triptofanmn hareketine ve reaksiyon
uriinlerinin etkinlestirilmesine izin vermektedir. Ancak, valin mutasyonu ile (daha
kii¢lik yan zincirine sahip olmasindan dolay1) reaksiyon {iirlinlerinin ¢ikist daha kolay
olmaktadir. Eger Gly488Ser’in sterik engeliyle katalitik aktiviteden ddiin verilirse,
pozisyon 214’de izolosinden valine kiigiik bir degisiklikle, asetilkolin katalitik
prosesi kolaylastirilir ve bu durum norotransmitter doniigiimiinii arttirmada yeterli
olabilir. Bu nedenle, Ile214Val ve Gly488Ser arasinda siki bir baglant1 oldugu
diistiniilmektedir. Ciinkii Gly488Ser yalnizken AKE’nin fonksiyonuna daha az zarar
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verirken, bu mutasyonlarin kombinasyonu, insektisit duyarsizligini saglamaktadir

(Hawkes vd. 2005).

Ser291(200) Glu290(199)
Glu419(327) H0H694
Val214(129)
His532(440)
Trp138(84)
Ser488(396)
Gly420(328)

Sekil 5.9. AKE enzimindeki katalitik aminoasitler (Hawkes vd. 2005).

Kakani vd. (2008b) yilinda yaptiklar1 ¢alismada enzimin katalitik merkezinin disinda
bulunan bir mutasyonun (A3Q ) roliinii agiklamiglardir. A3Q ekzon 10 igerisindeki ii¢
aminoasitlik bir delesyondur. Drosophila ve Musca tiirlerinde yapilan detayli
analizler AKE enziminin ana formunun membrana bagli dimer oldugunu
gostermektedir. AKE enzimi, akivitesini ya da substrata afinitesini 6nemli bir
seviyede degistirmeyen birka¢ post-translasyonel modifikasyona ugramaktadir.
Ancak AKE’nin diizgiin fonksiyonu icin, etkili bir katalitik aktiviteye ek olarak
enzimin dogru lokasyonu da gerekmektedir (Fournier vd. 1992; Mutero ve Fournier,
1992; Chaabihi vd. 1994; Estrada-Mondaca vd. 1998).

AKE’nin diizgiin lokasyonunda en onemli rolii oynayan modifikasyon, enzimin
hidrofobik  karboksil-terminal domaininde olan bir bdlinme ve bunun
glycosylphossphatidylinositol (GPI) ¢apa (anchor) ile degisimidir. GPI bir¢ok hiicre
ylizey proteininin plazma membranina sabitlenmesinde gorev almaktadir (Massoulie
vd. 1993).

A3Q mutasyonu, ii¢ glutamin aminoasiti delesyonu ile uzun (16 amino asitlik)

hidrofilik baglanma bdlgesini kisaltir ve bdylece proses i¢in gereken 6n kosullar:

iyilestirmesinden dolay1 gerceklesmektedir. Mutant A3Q sineklerde AKE’i daha
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etkin GPI modifikasyonlarma ugramaktadir ve boylece yabanil tip sineklerden daha
fazla sabitlenmis molekiil tiretmektedir. Benzer sekilde, A3Q mutant sineklerde hem
etkili asetilkolin metabolizmasi i¢in hem de insektisit ile etkilesim icin yeterli
miktarda enzim vardir. Sonug olarak asetilkolin sinaptik yarikta birikmez ve bocek

daha yiiksek insektisit dozlarinda da hayatta kalabilir (Kakani vd. 2008b).

AKE saniyede 10* substrat molekiil hidroliz hiz1 ile bilinen en hizli enzimlerden
biridir ve enzimatik aktivite hizi, sadece substratina diflizyon hizi ile smnirhidir
(Quinn, 1987). Biiyiik miktarlarda insektisit bulundugu durumlarda biiyiikk oranda
enzim normal fonksiyonunu yerine getirmektedir ve bdcek bu durumu GPI
sabitlenmesinin optimizasyonu ile telafi etmektedir. Boylece enzimin lokasyonu
kolaylastirilmis olmaktadir ve sinaptik yariga daha fazla enzim getirilmektedir
(Kakani vd. 2008b).
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5.2. Literatiir Ozeti

Ulkemiz ekonomisinde onemli bir yeri olan zeytin yetistiriciliginde, verim ve
kalitenin arttirilmasi biiyiik bir 5nem tasimaktadir. Zeytin sineginin genetik yapisinin
aydinlatilmasi, bu organizmanm orijini ve diinya {izerindeki yayillimmnin
anlasilmasina katkida bulunmasinin yani swra zeytin alanlarinda biiyilk ekonomik
kayiplara yol acan bu canlinin kontrolii diger bir deyisle populasyonlarin ekonomik

zarar esiginin altinda tutulmasi i¢in de son derece dnemlidir.

Zeytin sineginde AKE enzimini kodlayan, niikleer bir gen olan, Ace geninde
meydana gelen nokta mutasyonlar sonucu bu enzimde ekzon3 igerisinde Ile214Val
ve ekzon6 igerisinde Gly488Ser degisikliklerinin (Vontas vd. 2002), ve ekzonl0
bolgesinde meydana gelen 9 bg’lik (3 amino asit) bir delesyonun (Kakani vd. 2008b)
organofosfat insektisitlerine karsi direng gelisiminde Onemli rol oynadigi

gosterilmistir.

Stasinakis vd. (2001) B. oleae’nin biyodeneme ve Est-A ve Est-B lokuslarmin jel
elektroforezi yontemini kullanarak, laboratuar popiilasyonlarmin dimethoate direnci
icin basarilt bir sekilde segildigini gostermislerdir. Arastirmacilar ¢aligmalarmda

insektisitlere bagli olarak allel frekanslarinda degisim oldugunu gézlemlemislerdir.

Hawkes vd. (2005) Akdeniz havzasindan, Yunanistan, Arnavutluk, Italya, Fransa ve
Ispanya’dan olmak iizere topladiklar1 zeytin sinegi drneklerinde Ace geninde enzimin
214 ve 488 numarali aminoasit pozisyonlarin1i kodlayan bdlgelerini PCR-RFLP
yontemi ile incelemisler ve populasyonlarda bu iki mutasyonun frekansini
bulmuslardir. Buna gore bu iki mutasyon sikliginin, organofosfat insektisit kullanim
yogunluguna da bagli olarak, Yunanistan-italya-Arnavutluk’ta ¢ok yiiksek oldugu

Fransa-Ispanya dogrultusunda ise giderek azaldigim belirlemislerdir.

Nardi vd. (2006) yaptiklar1 ¢alismada ise Pakistan, Afrika, Avrupa (Akdeniz havzasi)
ve Amerika’dan 17 farkli lokasyondan toplamis olduklar1 6rneklerde Ace geninin
kismi baz dizi analizini (ekzon 3 ve ekzon 6) yaparak bu iki mutasyonun
populasyonlardaki goriilme sikligini bulmuslardir. Ekzon 3 i¢in gen g¢esitliligi
degerlerini Pakistan, Afrika, Akdeniz, Orta Dogu ve Amerika icin sirasiyla; 0.35,
0.94, 0.49, 0.91 ve 0.77 ve ekzon 6 i¢in Pakistan, Afrika, Akdeniz, Orta Dogu ve
Amerika i¢in siwrasiyla; 0.00, 0.56, 0.49, 0.57 ve 0.60 olarak bildirmislerdir.
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Aragtirma sonuglar1 genel olarak Hawkes vd. (2005) sonuglarini dogrulamakla
birlikte bu iki diren¢ mutasyonunun, 6zellikle Ile214Val, orijin noktasinin 6zelde
iilkemizin Dogu Akdeniz ve Giineydogu Anadolu bolgesi genelde ise Ortadogu
bolgesi olabilecegini ve bu noktadan itibaren organofosfat insektisit baskisinida bagli
olarak Akdeniz havzasinda dogru bugiinkii allelik dagilimin gergeklesmis

olabilecegini one siirmiislerdir.

Skouras vd. (2007) Yunanistan ve Kibris’tan topladiklar: B. oleae popiilasyonlarmin
dimethoate direng seviyelerini sirasiyla 31 ve 9 kat olarak belirlemistir. Yazarlar, en
biiyiik deger Girit populasyonunda olmak iizere; 6.3- 64.4 degisim araligiyla direng

seviyelerinde onemli bir ¢esitlilik bulmuslardir.

Margaritopoulos vd. (2008) o-cypermethrin gibi pyrethroidlere B. oleae’larin
direncini tamimlamistir.  Yunanistan’daki 20 B. oleae populasyonunun,
karboksilesteraz ve glutatyon-s-transferaz aktivitesine bagl olarak o -cypermethrin
hassasiyeti gelistirdigi ve direng degerlerinin 2.3- 54.7 arahginda oldugunu
belirtmislerdir. Sonuglarinda sitokrom P450 monooksigenaz aktivitesinin direngle
iliskili oldugu ve PCR-RFLP testine dayali olarak Gly488Ser diren¢ mutasyonunun
oldugu sonucuna ulasmislardir. Yazarlar, o -cypermethrin kullanimma devam
edilebilecegi sonucuna ulagsmistir fakat artan direng seviyeleri i¢in devamli takibin

onemine dikkat ¢ekmislerdir.

Vontas vd. (2011) Tephritidae sineklerinde insektisit direncine iliskin biyokimyasal
ve molekiiler temelli mekanizmalar1 derlemislerdir. Arastirmacilar gesitli insektisit
gruplarina karst olusan direncin yOnetimi iizerine biyokimyasal ve molekiiler

yontemler kullanarak takip edilmesine dikkat cekmislerdir.

Baskurt vd. (2011) yilinda 214 ve 488 numarali aminoasit degisikligi icin PCR-
RFLP, ekzonlO bolgesi i¢in ise PAGE yontemi kullanarak yapmis olduklar:
calismada, Ege Bolgesindeki zeytin sinegi popiilasyonlarmmn Yunanistan-italya-
Arnavutluk’ta bulunan oramn altinda, Fransa-ispanya’daki oranm ise iistiinde bir
siklikla organofosfat direng mutasyonlarini tasidigmi gostermistir. Bunun yani sira
farkll insektisit miicadele yontemleri uygulanan ve uzun yillardir hi¢bir insektisit
etkisine maruz kalmamis bolgeler arasinda organofosfat diren¢ mutasyonlarmin

frekanslar1 arasinda 6nemli bir fark bulamamislardir.
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5.3. Amag

Tiirkiye’de tarim yapilan alanlarin biiylik bir bolimiinde organofosfat grubu
insektisitler basta olmak lizere ¢ok yogun bir insektisit uygulamasi yapilmaktadir.
Biyokimyasal yontemler bu alanlardaki direng seviyelerini tespit etmede kullanigh
olmakla birlikte diren¢ kazanimma neden olan mutasyonlarin belirlenmesinde
kullanilamamaktadirlar. Bu nedenden dolay1 dogal popiilasyonlardaki bireylerde Ace
genindeki diren¢ kazanimimi saglayan mutasyon frekanslarmin molekiiler seviyede

belirlenmesi oldukg¢a dnem arz etmektedir.

Calismamizin bu boliimiinde, tez calismamizin birinci boliimiinde belirtilen 12
lokasyondan toplanan zeytin sinegi Orneklerinde AKE enzimini kodlayan, Ace
geninin bu organizmada organofosfat insektisit direncinde onemli bir rol oynayan
214 ve 488 numarali noktalar1 i¢eren kisimlarinin baz dizi analizi yapilmak suretiyle
ve ekzonlO icerisinde bulunan 9 bg’lik delesyon bdlgesinin ise poliakrilamid jel
elektroforezi (PAGE) yontemi kullanilarak ¢alisilan bireylerdeki organofosfat direng
mutasyonlarmin sikliginin belirlenmesi amaglanmaktadir. Ayrica 214 ve 488
numarali bolgelerde enzimde duyarsizlasmaya yol agan ve daha 6nceden belirlenen
aminoasit degisikleri disinda farkli aminoasit degisiklikleri olup olmadiginin

belirlenmesi amag¢lanmaktadir.

Boylelikle zeytin sinegi popiilasyonlarmin genetik olarak potansiyel direng
seviyelerinin belirlenmesi ve daha bilingli ve etkili ilaglama stratejilerinin
gelistirilmesi ile hem ekonomik kazan¢ saglanmasi hem de dogada sayilar1 her yil
daha da artan direngli bireylerin gelisiminin dnlenmesi amag¢lanmaktadir. Bununla
birlikte elde edilen baz dizilerinin diinyanin degisik bolgelerinde ki zeytin sinegi
orneklerinin ¢aligilmasi ile elde edilen ve GenBankasi’na kaydedilen Ace genine ait
diger baz dizileri ile karsilastirilarak organofosfat insektisit direng mutasyonlariin

orijini ve yaylim1 hakkinda daha detayl: bilgiler elde edilmesi de amaglanmaktadir.
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6. MALZEME VE YONTEM

6.1. Ace Geninin Cogaltilmasi ve Kismi Baz Dizi Analizi

Insektisit direncinde Onemli bir rolii olan Ace genindeki organofosfat direng
mutasyon frekanslarmin belirlenmesi amaciyla birinci boliimde belirtilen 12 ile ait 38
farkli lokasyondan toplanan zeytin sinegi drnekleri incelenmistir. Her lokasyondan 8

adet birey olmak tizere toplam 304 birey kullanilmustir.

6.1.1. Ace geni ekzon 3 bolgesinin ¢ogaltilmasi

Ekzon 3 bolgesine ait 521bg¢’lik bolgenin ¢ogaltilmasi i¢in BoAce 518F: 5°-
TACTCAATTTCACTTTCAGCACTC-3’ ve BoAce 1040R: 5’-
CAACTCACCGACAATAGCG-3’ primer cifti kullanilmistir. Cogaltma islemi igin
Cizelge 6.1.’de verilen PCR reaksiyon karigimi uygulanmistir ve PCR reaksiyon
sartlart Nardi vd. (2006)’nin uygulamis oldugu sartlar modifiye edilerek
gergeklestirilmistir.

Cizelge 6.1. Ekzon 3 bélgesinin ¢cogaltilmasi sirasinda kullanilan PCR bilesenlerinin
konsantrasyon ve miktarlari.

PCR Bilesenleri
ddH,0 14,3 pl
dNTP (0,2 mM) 4l
PCR Tamponu (10X) 2,5ul
Taq polimeraz (1inite) (Fermentas) 0,2 ul
DNA (10 ng/ml) 1l
Primer, ve primer; (3 pmol) 1l
MgCl, (2 mM) 2 ul
Toplam reaksiyon hacmi 25 ul
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PCR reaksiyonlarimiz Eppendorf Mastercycler Gradient Thermalcycler’da
gerceklestirilmistir (Sekil 2.6.). Reaksiyon dongii kosullari;

[Ik Denatiirasyon 94 °C’ de 5 dk

Denatiirasyon 94°C’de 1dk
Baglanma 54°C’ de 40 sn. 35 dongi
Uzama 72°C* de 1 dk 30 sn.
Son Uzama 72°C’ de 10dk
+4 °C

olacak sekilde gerceklestirilmistir. Elde edilen PCR firiinleri yaklasik miktar ve kalite
acisindan kontrol edilmek amaciyla % 1.5 luk agaroz jelde 1 pl iirin, 1ul boya
karistirilarak 80 Volt sabit akimda ylriitiilmiis ve goriintiileme cihazinda

gorlintiilenmistir (Sekil 6.1.).

‘.

|
|
|
|
|
|

R ——
—
et
—
———
————
L —
| —

| —
R

| ——

Sekil 6.1. BoAce 518F ve BoAce 1040R primerleri kullanilarak Kadirli 6rneklerinden elde
edilen ekzon 3 bolgesi PCR iiriinlerine ait yaklasik 570b¢’lik DNA bant goriiniimleri
Daha sonra istenilen uzunluga sahip Ornekler tekrar % 1.5° luk agaroz jelde
yiiriitiilerek jelden dikkatlice kesilmis ve jelden DNA izolasyon kiti vasitas: ile
(tiretici firmanin Onerdigi basamaklar takip edilerek) izole edilmistir. Elde edilen
iriinlin miktar tayini spektrofotometrede yapilmis ve baz dizi analizi yaptirilmak

ilgili firmaya gonderilmistir. Her bir 6rnekte baz dizi analizi i¢in BoAce_518F ve
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BoAce 1040R primerleri kullanilmig ve ilgili bolgenin biiylikliigiinden dolay1 iki
yonlii okumalar yaptirilmistir. Ekzon3 bolgesinin baz dizi analizi sonucu elde edilen

dizilere ait 6rnek Sekil 6.2.”de sunulmustur.

[E3 FinchTy “KAD1-3R_GO7.ab1 [BEx]

Elle Edt Yiew Finch Help

LR L wel lnnala

Goto Base No, Find Sequence

TTTGGTTTC CTGCACCTGT CACCCGCE TATGC CGOBCTACGAGBAGGAGGCACCCGBCAATGTGGGGTTGTGGGATC AGGC
230 240 250 260 270 280 230 300

Vertical
Scale

(i}

LTGGTTCGAGT TCGGTGAATGL GO AAC TTGTGTCGCCAGTIGACGGCGGGETTTIGOTGAAACGGEOGC ATGATGCAATCGGGC &
390 400 410 6!

W] i e
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Herizontal Scale
[TETERET™ Mac o ninh ae) i

| @ FinchTv - ERZ1-3R_G... ™% FinchT - KAD1-3R_G...

v

DE 022
=@, Pazartesi

= 01.10.2012

&[0

Sekil 6.2. Ekzon3 bolgesine ait baz dizisi FinchTV programinda acilarak gorsel olarak kontrol
edilmistir.

Bunun yam sira organofosfat ve karbamat grubu insektisitlere direncte onemli rol

oynayan asetilkolin esteraz enzimini kodlayan genin ekzon 3 bolgesinde gézlenen

fle-Val (ATA-GTA) mutasyonu MEGA programinda dizilerin acilmas: ve MEGA

icerisinde bulunan ClustalW analizi ile hizalanmasinin ardindan manuel olarak

gerceklestirilmistir (Sekil 6.3. ve Sekil 6.4.).
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M M5: Alignment Explorer (exon3Fastaalign3.fas)
Data Edit Search Algnment Web Seguencer Display Help

D & = & i | W S| o h I T

DA Sequences ITransIated Protein Sequences I

Species Abbrv
255. Turgutlus
256. Turgutlus
257. Turgutlu?
258. Turcutlusd
253. Turgutlug
260. Turguelulo
261. Turgutlull
262. Turgutlulz
263. Turgutlul3d
264. Turgutluld
265. Turgutluls
266. Turgutluls
267. TurgutlulT
265. Turgutluls
269. Yaloval
270. Yalovaz
271. ¥alovads
272. Yalovad
273. Yalovas
274. Yalova®e
275. Yalova7?
276. ¥alovas
277. Turgutluz4
278. Turgutluls
279. Turgucluzo
280. Turgutluzl
281. Turgutluzz
2§2. Turgutluz3d

< [

Sekil 6.3. Exon 3 bolgesine ait dizilerin MEGA programinda hizalanmasi ve mutasyon
bolgesinin incelenmesi.

MO Aligmment Explorer (exon3Fastaalign3.fas)

Dakta Edit Search alignment  Web Seguencer Displaw Help
=== 1 R | e | m R

DA Sequences Translated FProtein Sequences I

Species sabbrw
105. Gewiklis

109. Gewikli?

110. Gewiklis

111. Gokceadal
11z. Gokceadaz
113. Gokceadal
114. Gokcesadad
115. Gokceadas
11s. Gokceadas
117. Gokceada?
115. Gokceadas
119. Islahiyel

{HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH

1z0. I=slahiwvez
1=1. I=slahiwe3

1lz=z. I=slahiwes

1=3. I=slahiwves

1z4. I=lahiwves

125. I=lahiwe=l0O ]

126. I=slahiwell ]

1=7. Islahivelz

1z8. Islahiwels

1z9. Islahivela

130. Islahiwels

131. Islahiwvels

132. IslahiwelT

133. Islahivels

124, I=slahiwelg B
125. I=slahiwez=0 B
e ——————————— =
==

site # [41 =] = with 7 wwio Gapssabled for translated protein data.

Sekil 6.4. Exon 3 bolgesine ait dizilerin MEGA programi kullanilarak aminoasit dizine
cevrilmesi ve mutasyon bdolgesinin incelenmesi.
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6.1.2. Ace geni ekzon 6 bolgesinin ¢ogaltilmasi

Ekzon 6 bolgesine ait 94 bg¢’lik bdlgenin cogaltilmasi i¢in BoAce 1424F:5°—

CAGCTGGGTTGGTAATCC-3’ ve BoAce 1519R: 5’-
TAGTGCACGGAAGCTCC-3’ primer ¢ifti kullanilmistir. Cogaltma igslemi ekzon3
bolgesinde oldugu gibi, Nardi vd. (2006) tarafindan uygulanan yontemde bazi

modifikasyonlar yapilarak gergeklestirilmistir.
Reaksiyon dongii kosullar;

Ik Denatiirasyon 94 °C’ de 5 dk

Denatiirasyon 95°C’de 15sn
Baglanma 60 °C’ de 30 sn. 35 dongii
Uzama 72 °C’ de 45 sn.
Son Uzama 72°C’ de 10dk
+4 °C

olacak sekilde gergeklestirilmistir. PCR bilesenlerinin konsantrasyon ve miktarlari

Cizelge 6.2.’de sunulmustur.

Cizelge 6.2. Ekzon 6 bolgesinin ¢cogaltilmasi sirasinda kullanilan PCR bilesenlerinin
konsantrasyon ve miktarlari.

PCR Bilegenleri
ddH,0 14,3 pl
dNTP (0,2 mM) 4l
PCR Tamponu (10X) 2,5ul
Taq polimeraz (1iinite) (Fermentas) 0,2 ul
DNA (10 ng/ml) 1l
Primer; ve primer, (3 pmol) 1l
MgCl, (2 mM) 2 ul
Toplam reaksiyon hacmi 25 ul

Elde edilen PCR firiinleri yaklasik miktar ve kalite acgisindan kontrol edilmek
amaciyla % 2.5° luk agaroz jelde 1 pl iirlin, 1pul boya karistirilarak 80 Volt sabit

akimda yiiriitiilmiis ve goriintiileme cihazinda goriintiilenmistir (Sekil 6.5.).
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Sekil 6.5. BoAce 1424F ve BoAce _1519R primerleri kullanilarak Silifke 6rneklerinden elde
edilen ekzon 6 bolgesi PCR iiriinlerine ait yaklasik 130b¢’lik DNA bant goriiniimleri
Daha sonra istenilen uzunluga sahip Ornekler tekrar % 2.5’ luk agaroz jelde
yiriitiilerek jelden dikkatlice kesilmis ve jelden DNA izolasyon kiti vasitasi ile izole
edilmistir. Elde edilen {iriiniin miktar tayini spektrofotometrede yapilmis ve baz dizi
analizi yaptirilmak ilgili firmaya gonderilmistir. Her bir 6rnekte baz dizi analizi i¢in
BoAce_1424F ve BoAce 1519R primerleri kullanilmis ve okumalar sirasinda
meydana gelen dizi kayiplarin1 6nlemek amaciyla iki yonlii okumalar yaptirilmistir.
Ekzon 6 bolgesinin baz dizi analizi sonucu elde edilen dizilere ait 6rnek Sekil 6.6.’da

sunulmustur.
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[E FinchTv - SLF1-6F_GO1.abi [WEx|
File Edit Wiew Finch Help
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220
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Fit) an an 100

“Wertical

- Horizontal Scale I
Sekil 6.6. Ekzon 6 bolgesine ait baz dizisi FinchTV programinda acilarak incelenmesi.

Bunun yani sira organofosfat ve karbamat grubu insektisitlere direncte dnemli rol
oynayan asetilkolin esteraz enzimini kodlayan genin exon 6 bdlgesinde gozlenen
Gly-Ser (GGC-AGC) mutasyonu MEGA programinda dizilerin a¢ilmasi ve MEGA
icerisinde bulunan ClustalW analizi ile hizalanmasinin ardindan manuel olarak

gerceklestirilmistir (Sekil 6.7. ve Sekil 6.8.).
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|@ M5 Alignment Explorer {exongfastaalinghaplotipekli.fas)

Data Edit Search alignment wWeb Seguencer Display  Help

=== = Wi | 1w | om R

DA Sequences ITranslated FProtein Segquences I

Speciessabbrss
17Z. Silifke-d
17=. SilifkeS
174. Silifkeds
175. Silifke?”
175. Silifkeds
177. Tarsusl
178. TarsuauszZ
1l79. Tarsus3
180. Tarsus-d
181l. Tarsuss
18=2Z. Tarsusa
1583. Tarsuas7
1541. Tarsuss
185. ¥Talowal
186. TalaowaZ
187. Talowali
1l85. VTalowad
1l52. ¥alowas
190. Talowas
191. Yalaowa’?
19=2. Talowasd
193. Hapd
124. HapBb
195. HapC
12&8. HapD
1927. HapE
195. HapF
1292. Hap&
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Site # I4El E: = wwith £ wein Gaps

Sekil 6.7. Exon 6 bolgesine ait dizilerin MEGA programinda hizalanmasi ve mutasyon
bolgesinin incelenmesi.

MS: Aligmmnment Explorer (e>xconSGfastaalinghaplotipekli-.fas)
Crakbs Edit Se=arch Aligrrnenk ntt =l Sequencer Drisplas He=lo

| 0 e B W | = 4= n | W ) | ma B,

ks Secquence s Transilated Frotein Sequences=s I
Species sl s
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=. Al tirnmo=iaz= I

= - il Tarno=1a= h

4. &sltinio=uaa i |
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. Sl tino=zuas i

F. Alrtirnmo=ia? I.

= - Sl Tdrno=1as h

2. AntakvaMerke=1 I

10. nmnmralkwaMerlke== B

11. antakyaMerke=3 i

1=. AantakyaMerke=-l I.

1= - SAntakyallerke=5 h

1. anmtakyaMerke=S I

15. antakvalerke=7 L E HEY~ -~ ~EHl
165. antakywaMerke=S i | Bl EEN ENAEN |
17. Canakkal=eMerke=1 I.

1=5. CanakkalceMerke== i

19. Canakkal=eMerke=3 I

=0 - CanaklkxaleMerkae=-<1 h

Z=1. ConakkaleMerke=5S i |

== - CanakkaleMMerkae=o h

=Z=5. CanakkaleMerke=77F i

2. CanakkaleMerke=S I.

=5 Cirel1 h

=5. Cine= I

=7 - Cirne= h

==. Chirne-l i

2= . ChdmnmeSs I.

Site 3 |‘1 = il = warithh ¥ wwio Sapssabled for translated protein datsa.

Sekil 6.8. Exon 6 bolgesine ait dizilerin MEGA programi kullanilarak aminoasit dizine
cevrilmesi ve mutasyon bolgesinin incelenmesi.
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6.1.3. Ace geni ekzon 10 bolgesindeki delesyonun belirlenmesi

96bg’lik ekzon 10 bolgesi igerisinde bulunan 9 bg¢ (3amino asit) uzunlugundaki
delesyonun belirlenmesi sirasinda ise Kakani vd. (2008b)’nin uygulamis oldugu
yontem izlenmistir. Bu yoOnteme gore ilgili bolgenin ¢ogaltilmasi sirasinda
BoacelOF: 5’-TGAAGTCAAACCATCATCCG-3’ ve BoacelOR: 5’-
GACAGCGCCAACATGAACG-3’ primer giftleri kullanilmagtir.

Reaksiyon dongii kosullar;

Ik Denatiirasyon 94 °C’ de 5 dk

Denatiirasyon 94 °C>de 1dk
Baglanma 51 °C’ de 30 sn. 30 dongii
Uzama 72 °C’> de 30 sn.
Son Uzama 72°C’ de 7dk
+4 °C

olacak sekilde gerceklestirilmistir. Reaksiyon sirasinda kullanilacak bilesenlerin
konsantrasyon ve miktarlar1 Cizelge 6.2.°de sunulan ekzon 6 ic¢in kullanilan
konsantrasyon ve miktarlarla aynidwr. FElde edilen iirlinler %10’luk dogal-
poliakrilamid jelde yiiriitiilmiis ve ethidium bromid ile boyanmak sureti ile delesyon
bolgesinin var olup olmadig1 belirlenmistir (Sekil 6.9. ve Sekil 6.10.). %10’luk
dogal-poliakrilamid  jelin  hazirlanmasinda  kullanilan ~ kimyasallar  ve

konsantrasyonlari Cizelge 6.3.’de verilmistir.
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Sekil 6.10. Exon 10 bélgesine ait PCR iiriinleri. Duyarh (SS, kuyu 1, 3, 4, 5 ve 7), direncli (RR,
kuyu 2) ve heterozigot (RS, kuyu 6) bireylerin jel goriintiisii.
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Cizelge 6.3. %10’ luk dogal-poliakrilamid jel bilesenlerinin konsantrasyon ve miktarlari.

%10’ luk dogal-poliakrilamid jel bilesenleri

dH,O 18,3 ml
TBE Buffer (1X) 11.25 ml
Akrilamid-Bisakrilamid (29:1) 15 ml
Amonyum persiilfat (APS) (%10) 225 ul
Gazdan arindirma (15 dk)
TEMED 15 ul

6.2. Verilerin Analizi

Ekzon 3 ve 6 bolgelerinin baz dizilerinin elde edilmesi sonucunda ABI formatl
kromatogram dosyasi halinde tarafimiza gonderilen diziler ilk olarak FinchTV
programinda acgilarak gorsel olarak incelenmistir. Elde edilen DNA baz dizilerinden
oncelikle baz dizi analizi i¢in kullandigimiz primer dizileri ve heterozigot bireyler
¢ikarilarak istenilen bolge MEGAS paket programi (Tamura vd. 2011) igerisinde
bulunan CLUSTALW kullanilarak siraya (alignment) dizilmistir. Poptilasyonlardaki
haplotip sayisi, ¢esitliligi, dagilimi, haplotiplerdeki niikleotid ¢esitliligi DNAsp (ver.
5.0) (Librado ve Rozas 2009) programi kullanilarak yapilmistir. Elde edilen alleller
arasindaki evrimsel iligkileri gorsel hale getirip irdelemek amaciyla Nardi vd. (2006)
yilinda, Pakistan, Afrika, Avrupa (Akdeniz havzasi) ve Amerika’dan olmak {izere
toplam 17 degisik bolgeden toplamis olduklar1 zeytin sinegi orneklerinden elde
ettikleri direng allelleri (Genbankasi erisim numaralari: DQ499479-DQ499510)
calismadan elde edilen allellerle ile birlestirilerek median-joining NETWORK
analizi yapilmistir (ver. 4.6, Bandelt vd. 1999; Polzin ve Daneschmand 2003).

109



7. BULGULAR VE iRDELEME

Bu bolimde, zeytin sineginin asetilkolinesteraz enzimine dayali organofosfat
direncinin genetik temeli hakkinda yapilan ¢alismalarin 1s1ginda, Ace gesitliligi ile

iliskili DNA baz dizisi verilerinin analizi ve tanimlanmas1 yapilmistir.

B. oleae, asetilkolinesteraz geninin 3 ve 6 ekzonlari, her bir lokasyon igin 8 birey
olacak sekilde her bir ekzon i¢in toplam 304 bireyin baz dizileri elde edilmek
suretiyle, ekzon 10 bolgesindeki 9 bg’lik delesyon ise yine 304 bireyde dogrudan
PCR yontemi ile ¢alisgilmistir. Baz dizileri daha 6nceden tanimlanan ekzon 3’deki
Ile214Val ve ekzon 6’daki Gly488Ser gibi organofosfat direncinden sorumlu olan

nokta mutasyonlarini kapsamaktadir.

Bu iki mutasyon sonucu ¢alisilan 304 bireyde bulunan aminoasit kombinasyonlari
Cizelge 7.1.’de 6zetlenmistir. Caligilan 6rneklerin % 28.62’si 21411e/488Gly (duyarl
tip), % 7.24’4 21411e/488Ser (tekli diren¢ mutasyonu, Gly488Ser), % 49.34’i
214Val/l488Ser (giftli direng mutasyonu, Ile214Val ve Gly488ser), ve % 14.80° i ise
214Val/488Gly (tekli direng¢ mutasyonu, Ile214Val) direng mutasyonunu
tagimaktadir. Bu sonuglar Nardi vd. (2006)’nin yaptiklart ¢alismada % 61’1
21411e/488Gly, % 1.4’0 21411e/488Ser, % 34’ 214Val/488Ser (lle214Val ve
Gly488ser), ve % 3.4’ i ise 214Val/488Gly (Ile214Val) seklindedir.

Direng mutasyonu tagimayan duyarli 6rneklerin % 74.72’si Akdeniz, % 25.28’i Ege
orneklerinde gozlenmistir. Yalnizca Ile214Val mutasyonu tasiyan bireylerin % 40’1
Akdeniz, % 60’1 Ege Orneklerinde gozlenmistir. Yalnizca Gly488Ser mutasyonu
tastyan bireylerin % 54.55°1 Akdeniz, % 45.45’i Ege orneklerinde gozlenmistir. Her
iki Gly488Ser ve Ile214Val mutasyonunu tagiyan bireylerin % 16.66’s1 Akdeniz, %
83.35’ti Ege Orneklerinde gozlenmistir. Ege oOrneklerinin biiylik bir kisminda
Tiirkiye’deki insektisit kullanima paralel olarak iki mutasyon yiiksek oranda
gozlenmistir. Duyarli bireylerin biyiik bir kismi ise Akdeniz o6rneklerinde yer

almaktadir. Hatay popiilasyonunda higbir bireyde iki direng mutasyonu ve yalnizca
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valin degisikligi gdzlenmezken, Izmir popiilasyonunda tiim bireyler, en az bir

mutasyonu tagimaktadirlar.

Cizelge 7.1. Ekzon 3 ve 6 i¢in 12 popiilasyonda gozlenen aminoasit kombinasyonlar1 ve sayilari.

iller Ile-Gly Ile-Ser Val-Gly Val-Ser
Mersin 4 2 5 13
Adana 13 3 3
Osmaniye 12 2 6 4
Hatay 21 3 0 0
Gaziantep 15 2 4 3
Akdeniz Toplam 65 12 18 25
Canakkale 5 3 2 22
Bursa 7 0 2 23
[zmir 0 1 6 17
Manisa 3 3 3 15
Balikesir 3 0 3 18
Aydin 2 3 9 10
Mugla 2 0 2 20
Ege Toplam 22 10 27 125
Genel Toplam 87 22 45 150

7.1. Ekzon 3 Bolgesinin Baz Dizi Analizi Sonucu Elde Edilen Bulgular

Calisilan 304 bireyden elde edilen baz dizileri FinchTV programinda agilarak goérsel
olarak incelenmis, homozigot ve heterozigot bireyler belirlenmistir. Buna gore
calisilan 304 bireyden 139 tanesi (% 45.72) heterozigot (2141le/Val), 165 tanesi de
(% 54.28) homozigot (214lle/lle veya 214Val/Val) birey olarak belirlenmistir.
Heterozigot bireylerin 82 tanesi (% 58.99) Akdeniz 6rneklerinde, 57 tanesi (% 41.01)
Ege orneklerinde gozlenmistir (Sekil 7.1.). Heterozigotluk en fazla 18 bireyde (% 75)
Gaziantep ve Hatay popiilasyonlarinda en disiikte 6 bireyde olmak iizere (% 25)
[zmir ve Balikesir popiilasyonlarinda gdzlenmistir. Homozigot bireylerin 38 tanesi
(% 23.03) Akdeniz orneklerinde (17 tanesi 214lle/lle-21 tanesi 214Val/Val), 127
tanesi de (% 76.97) (1 tanesi 214lle/lle-126 tanesi 214Val/Val) Ege
popiilasyonlarinda gozlenmistir. Homozigot bireylerden 18 tanesi izoldsin

(214lle/1le), 147 tanesi de valin (214Val/VVal) homozigot bireyler olarak
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belirlenmistir (Sekil 7.1.). Ege orneklerinde Aydin popiilasyonunda 1 birey harig¢
izolosin homozigot birey gozlenmemistir. Hatay popiilasyonunda ise valin
homozigot bireye rastlanmamigtir. Direng allel frekanslar1  bakimindan
incelendiginde dire¢ gelisiminde rol oynayan izoldsin-valin mutasyonu agisindan
direng allel frekansi (R) 433 (% 71.21), duyarh birey alleli (r) 175 (% 28.79)’dur
(Cizelge 7.2.).

Akdeniz Ege

H214LV 24V
E21411 B21411
m24VA 24V
1%
A B

Akdeniz + Ege

H214IV
21411
24V

C

Sekil 7.1. Ekzon 3 boélgesi icin Akdeniz (A), Ege (B) ve Akdeniz+Ege (C) popiilasyonlarina
iliskin heterozigot (2141le/VVal) ve homozigot (2141le/lle ve 214Val/Val) bireylerin dagilimi.
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Cizelge 7.2. Ekzon 3’¢ iligkin 12 populasyonda goézlenen homozigot ve heterozigot birey sayilari.

214 Izolésin-Valin

Iller Birey Sayisi Y, 1/ VIV
Mersin 24 12 1 11
Adana 24 17 3 4

Osmaniye 24 17 3 4
Hatay 24 18 6 0
Gaziantep 24 18 4 2
Akdeniz Toplam 120 82 17 21
Canakkale 32 12 0 20

Bursa 32 9 0 23

[zmir 24 6 0 18
Manisa 24 12 0 12

Balikesir 24 6 0 18
Aydm 24 1 15
Mugla 24 4 0 20

Ege Toplam 184 57 1 126
Genel Toplam 304 139 18 147

Ekzon 3 bolgesinin baz dizi analizi sonucunda elde edilen homozigot 165 bireyde 5
haplotip gézlenmistir. Bu haplotiplerden 1 tanesinin (Hatay) iilkemize 6zgii oldugu,
4 tanesininde (Haplotip A-C-F-G) Nardi vd. (2006) tarafindan daha 6nce yapilan
calismadaki haplotiplerle ortak oldugu belirlenmistir.

Haplotipler birbirlerine benzer olup, aralarindaki baz degisiklikleri 1 ila 5 niikleotid
arasinda degismektedir. Tiim popiilasyonlar i¢in genetik ¢esitliligin temel tanimlayici
icerikleri Cizelge 7.3.’de sunulmustur. Haplotip cesitliligi (h) 0.0000 (Aydmn harig¢
Ege popiilasyonlarmin tamamu) ile 0.7142 (Gaziantep) arasinda degismektedir. Tim
popiilasyonlar i¢in haplotip c¢esitliligi (h) degeri 0.304 £+ 0.016°diir. Bu deger daha
onceden Akdeniz havzasindaki (0.49 + 0.05) ve Orta Dogu’daki (0.91 £ 0.03)
orneklerden elde edilen haplotip cesitliligi (h) degerlerinden daha diistiktiir (Nardi
vd. 2006). Haplotipler arasindaki niikleotid gesitliligi () 0.0000 (Aydm hari¢ Ege
popiilasyonlarinin tamami) ile 0.0054 (Gaziantep) arasinda degismektedir ve tiim
popiilasyonlar i¢in niikleotid gesitliligi (x) 0.002 £+ 0.0001°dir. Bursa ve Canakkale
popiilasyonlarimdan farkli sayida 6rneklem yapilmasma karsin popiilasyonlardaki
haplotip sayilar1 1 (Aydm haric Ege popiilasyonlarinin tamami) ile 3 (Akdeniz

orneklerinin tamami) arasindadir. Ege ve Akdeniz bdlgeleri i¢cin ortalama haplotip
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sayis1 (Hp), haplotip gesitliligi (h) ve niikleotid ¢esitliligi (n) degerleri sirasiyla Ege
popiilasyonlarinda Hp = 1.14, h = 0.015 ve © = 0.0002; Akdeniz popiilasyonlarinda
Hp =3, h = 0.60 ve = 0.004’diir. En yiiksek seviyede gen i¢i ¢esitlilik Gaziantep
popiilasyonunda gozlenmistir. 521 baz c¢iftinde (bg) 6 tane polimorfik bdlge
bulunmaktadir (toplam uzunlugun % 1.15’1), bu 6 bolgenin 1 tanesi tek singleton
yani mutasyon tek bir haplotip baz dizisinde gergeklesmektedir (484. pozisyon) ve 5
tanesi de parsimony informatif bolgeler (73, 122, 259, 412, 415. pozisyon) olarak

belirlenmistir.

Cizelge 7.3. Ekzon 3 bélgesine iliskin zeytin sinegi popiilasyonlarindaki haplotip ¢esitliligi. N:
Ornek sayisi, Hp: Haplotip sayisi, h: Haplotip cesitliligi, 7: niikleotid ¢esitliligi.

Bolgeler Popiilasyonlar N Hp h n

Ege Canakkale 19 1 0,0000 0,0000
Bursa 23 1 0,0000 0,0000
Balikesir 18 1 0,0000 0,0000
Manisa 14 1 0,0000 0,0000
[zmir 18 1 0,0000 0,0000
Aydin 18 2 0,1111 0,0011
Mugla 17 1 0,0000 0,0000
Ortalama 18.14 1.14 0.015 0.0002

Akdeniz Mersin 12 3 0,3181 0,0027
Adana 7 3 0,6667 0,0047
Osmaniye 7 3 0,6667 0,0053
Hatay 6 3 0,6 0,0023
Gaziantep 7 3 0,7142 0,0054
Ortalama 7.8 3 0.60 0.004

Ekzon 3 i¢in tez caliymasindan elde edilen ve daha onceki calismalarla ayn1 olan
haplotipler Cizelge 7.4.’te sunulmustur. Elde edilen sonuglar géstermistir ki Portekiz,
Pakistan ve Afrika drneklerinde gozlenmeyen bunun disinda diinyanin bir¢ok yerinde
yaygin sekilde gozlenen Haplotip A (bizim calismamizda H3) ilkemiz igin
dominanttrr ve 165 Dbireyin 147 (%88.55)’sinde gozlenmistir ve Ege
popiilasyonlarmin biiyiik bir bolimii (% 85.71) Haplotip A baz dizisini
tagimaktadirlar. Amerika’da daha Onceden tanimlanan 5 farkli haplotip
bulunmaktadir (Nardi vd. 2006) ve bu 5 haplotipin 3 tanesi (H2, H3 ve H4)

calismamizda goézlenmistir (Cizelge 7.4.). Daha onceden rapor edilen Afrika
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orneklerinden (Nardi vd. 2006) Haplotip C (H2), Haplotip F (H4) ve Haplotip G
(H5) ortak haplotipler olarak bulunmustur (Cizelge 7.4.) ve bu haplotiplerin

bulundugu iller Cizelge 7.5.’de sunulmustur.

Cizelge 7.4. Ekzon 3 i¢cin daha 6nceki ¢alismalarla ortak bulunan haplotiplerin listesi.

GenBankasi
Erisim
Numarasi

Tamimlanan

Haplotip Ad1 Lokasyon

Kaynak

Cahismamizdaki
Ortak Haplotip

Tiirkiye-
Osmaniye

Tiirkiye-Adana

Yunanistan—
Athens

Italya-Bari

Haplotip A Italya-Catania DQ499479  (Nardi vd. 2006)
ftalya-

Montecucco

ftalya-
Portoferraio

italya-Malcesine

Fransa-Les
Matelles

Meksika-
Ensenada

Kaliforniya-Santa
Barbara

H3

Giiney Afrika-
Paarl mountain

Israil-Haifa

Tiirkiye-
Osmaniye

Italya-
Portoferraio

Haplotipc ~ ltalya-Malcesine 599401 (Nardi vd. 2006)
Fransa-Les

Matelles

Portekiz-
Paradela

Meksika-
Ensenada

Kaliforniya-Santa
Barbara

H2
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Cizelge 7.4. @™

Tammlanan GenBankasi Cahismamizdaki

Erisim Kaynak .
Lokasyon Numaras: Ortak Haplotip

Haplotip Ad

Giiney Afrika-
Paarl mountain
Kenya-Burguret
Forest
[srail-Haifa

Haplotip F DQ499484 (Nardi vd. 2006) H4
Tiirkiye-Adana

Meksika-
Ensenada

Kaliforniya -
Santa Barbara

Giiney Afrika-
Paarl mountain
Tiirkiye-
Haplotip G Osmaniye DQ499485 (Nardi vd. 2006) H5
Tiirkiye-Adana

Fransa-Les
Matelles

Cizelge 7.5.te haplotipler, Tirkiye’deki frekanslar1 ve B. oleae popiilasyonlari
arasindaki dagilimlar1 listelenmistir. Haplotip 1 ¢alismamizda yalnizca Hatay
popiilasyonunda gozlenmistir. Calisilan 166 baz dizisinin % 7.8’ini igeren haplotip 2
Akdeniz popiilasyonlarinda yaygindir ve Akdeniz orneklerinin % 92.30’u ve Ege
orneklerinin % 7.7°si H2 igerisinde yer almaktadwr. Haplotip 3 yiiksek frekansta,
yaygin ve genis yayilis gosteren haplotipler olarak bulunmustur ve ¢alismamizdan
elde edilen 165 baz dizisinin % 88.55’ini igermektedir. H3 c¢alisilan tiim
popiilasyonlarda paylasilan haplotiplerdir ve Tiirkiye’de yaygin sekilde
goriinmektedirler. Haplotip 3” de bulunan 147 bireyin 126 (% 85.71) tanesi Ege, 21
(% 14.29) tanesi Akdeniz orneklerinden olusmaktadir. Haplotip 4 ¢alismamizdan
elde edilen 165 baz dizisinin % 2.41’ini igermektedir ve H4’te bulunan bireylerin
tamami (4 birey) Akdeniz popiilasyonlarina aittir. Haplotip 5 ise yalnizca Adana

popiilasyonunda gozlenmistir.
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Cizelge 7.5. Tiirkiye’deki zeytin sinegi popiilasyonlarindaki ekzon 3 haplotiplerinin illere gore
dagilimi. Hapletip A, C, F ve G ¢izelge 7.4.’de verilmistir. Mer: Mersin; Ada: Adana; Osm:
Osmaniye; Hat: Hatay; Gantp: Gaziantep; Man: Manisa; izm: izmir; Mug: Mugla; Ayd:
Aydin; Cnkl: Canakkale; Besr: Balikesir; Bur: Bursa

Ege Akdeniz

Haplotip/ Cnkl Bur Besr Man Izm Ayd Mug | Mer Ada Osm Hat Gantp
Lokasyon

H1 1

H2 1 1 2 2 4 3
(Haplotip
C)
H3 19 23 18 14 18 17 17 10 4 4 3
(Haplotip
A)
H4 1 1 1 1
(Haplotip
F)
H5 1
(Haplotip
G)

Ekzon 3 igin daha Onceden gen bankasina kayit edilmis baz dizileri ile birlikte
(erisim numaralarit DQ499479-DQ499503) bu c¢alismadan elde edilen haplotipler
arasindaki iligskiler network programi kullanilarak belirlenmistir (Sekil 7.2.).
Haplotipe dayali network analizi, Tirkiye’deki ve Diinya’daki zeytin sinegi
popiilasyonlar1 arasindaki filogenetik iliskilerin ve genetik yapinin daha iyi

anlasilmasina olanak saglamaktadir.

Ekzon 3 agisindan, en yiiksek frekansi gosteren Haplotip 26, Nardi vd. (2006)
tarafindan Pakistan grubunun atasi olarak degerlendirilmistir. Hatay Orneginde
gbzlenen Haplotip 1, Orta Dogu, Afrika ve Pakistan 6rneklerinin bulundugu Haplotip
26’ya baglhidir. Amerika kitasindan incelenen orneklerde gozlenen alleller genellikle
Akdeniz ya da Orta Dogu kokenli gibi goriinmektedir ve ¢alismamizda H2, H3 ve
H4’de gozlenen haplotipler Amerika’ya ait haplotipler ile birlikte yer almaktadir
(Sekil 7.2.).

Exon 3’teki 2 direngli allel (H3 ve H23) bulunmaktadir (Nardi vd. 2006). H23
calismadan elde ettigimiz Akdeniz popiilasyonlarinda yaygm (% 92.30) olarak
bulunan H2’den koken almistir. Yunanistan ve giiney/merkez Italya’da ve iilkemizde
Ege popiilasyonlarinda yiiksek frekanslarda (% 85.71) bulunan Haplotip 3 Adana
popiilasyonunda bir bireyin yer aldigi Haplotip 5’den kdken almistir ve H5 Orta
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Dogu ile smirl olan Haplotip 9 ve Haplotip 25 ile iliskilidir. Calismadan elde edilen
baz dizilerinin biiyiik bir kism1 6zelliklede Ege popiilasyonlarma ait baz dizileri (126
baz dizisi) Haplotip 5’den koken alan Haplotip 3 igerisinde yer almaktadir. Akdeniz
popiilasyonlarinda dort bireyde gozlenen haplotip 4, Orta Dogu, Afrika ve Amerika
haplotipleri ile birlikte yer almaktadir ve haplotip 26, haplotip 7, haplotip 16 ve
haplotip 2 ile iliski igerisindedir (Sekil 7.2.).

H15%
B i i
LKL e
Orta Doa* -
H_?Bo i
- Pakistan*
] w240 e
- peay w16 w11 ol L@ @ )
H_IB. HA Hw.

~ | Akdeniz*
- Akdenz
B Eee

W@

Sekil 7.2. AKE enzimi ekzon 3 baz dizi analizi sonucu elde edilen network grafigi. Nardi vd.
(2006)’ elde edilen haplotipler * ile gosterilmistir.
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7.2. Ekzon 6 Bolgesinin Baz Dizi Analizi Sonucu Elde Edilen Bulgular

Calisilan 304 bireyden elde edilen baz dizileri FinchTV programinda agilarak goérsel
olarak incelenmis, homozigot ve heterozigot bireyler belirlenmistir. Buna gore
caligilan 304 bireyden 134 tanesi (% 44.07) heterozigot (488Gly/Ser), 170 tanesi de
(% 55.93) homozigot birey (488Gly/Gly ya da 488Ser/Ser) olarak belirlenmistir.
Heterozigot bireylerin 77 tanesi (% 57.46) Akdeniz popiilasyonlarinda, 57 tanesi (%
42.54) Ege popiilasyonlarinda gozlenmistir. Homozigot bireylerin 43 tanesi (%
25.29) Akdeniz popiilasyonlarinda, 127 tanesi de (% 76.97) Ege popiilasyonlarinda
gozlenmistir. Homozigot bireylerden 33 tanesi glisin (488Gly/Gly), 137 tanesi de
serin  (488Ser/Ser) homozigot bireyler olarak Dbelirlenmistir (Sekil 7.3.).
Heterozigotluk en fazla 23 bireyde (% 95.83) Osmaniye popiilasyonunda, en diisiikte
5 bireyde olmak iizere (% 20.83) Mugla popiilasyonunda gozlenmistir. Ege
popiilasyonlarinda Aydin ve Mugla popiilasyonlarinda 1’er birey hari¢ glisin
homozigot (488Gly/Gly) birey goézlenmemistir. Hatay popiilasyonunda ise serin
homozigot (488Ser/Ser) bireye rastlanmamistir. Direng allel frekanslar1 bakimindan
incelendiginde dire¢ gelisiminde rol oynayan glisin-serin mutasyonu agisindan direng
allel frekansi (R) 408 (% 67.10), duyarli birey alleli (r) 200 (% 32.80)’dir (Cizelge
7.6.).
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Sekil 7.3. Ekzon 6 bolgesi icin Akdeniz (A), Ege (B) ve Akdeniz+Ege (C) popiilasyonlarina
iligkin heterozigot (488Gly/Ser) ve homozigot (488Gly/Gly ve 488Ser/Ser) bireylerin dagilimi.

Cizelge 7.6. Ekzon 6’ya iliskin 12 populasyonda gozlenen homozigot veheterozigot birey sayilari.

488 Glisin-Serin

iller Birey Sayisi G/S G/IG SIS
Mersin 24 17 1 6
Adana 24 13 8 3
Osmaniye 24 23 0 1
Hatay 24 11 13 0
Gaziantep 24 13 9 2
Akdeniz Toplam 120 77 31 12
Canakkale 32 8 0 24
Bursa 32 10 0 22
Izmir 24 8 0 16
Manisa 24 11 0 13
Balikesir 24 7 0 17
Aydin 24 8 1 15
Mugla 24 5 1 18
Ege Toplam 184 57 2 125
Genel Toplam 304 134 33 137
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Ekzon 6 bolgesinin baz dizi analizi sonucunda elde edilen homozigot 172 bireyde 3
haplotip gozlenmistir. Bu haplotiplerden 3 tanesininde (Haplotip A-B-E-F) daha
onceki yapilan c¢alismalardaki haplotiplerle ortak oldugu belirlenmistir (Nardi vd.

2006). Bunun yani sira iilkemize 6zgili herhangi yeni bir haplotip bulunamamustur.

Haplotipler birbirlerine benzer olup, aralarindaki baz degisiklikleri 1 ila 4 niikleotid
arasinda degigsmektedir. Tim popiilasyonlar i¢cin genetik c¢esitliligin temel
parametreleri Cizelge 7.7.’de sunulmustur. Osmaniye popiilasyonunda homozigot
yanlizca bir birey kalmasindan dolay1r bu birey en yakin popiilasyon olan Adana
popiilasyonuna dahil edilmistir. Haplotip ¢esitliligi (h) 0.0000 (Aydin ve Mugla haric
Bati popiilasyonlarinin tamami) ile 0.4849 (Adana) arasinda degismektedir. Tim
popiilasyonlar i¢in h degeri 0.2020 + 0.009°dir. Bu deger daha onceden Akdeniz
havzasindaki (0.49 + 0.04) ve Orta Dogu’daki (0.57 = 0.09) 6rneklerden elde edilen
haplotip cesitliligi (h) degerlerine oranla daha diisiiktiir (Nardi vd. 2006). Haplotipler
arasindaki ntikleotid cesitliligi (m) 0.0000 (Aydin ve Mugla haric Bati
popiilasyonlarinin tamami) ile 0.0108 (Gaziantep) arasinda degismektedir ve tiim
popiilasyonlar i¢in ortalama niikleotid c¢esitliligi (m) 0.004 = 0.0001’dir. Bursa ve
Canakkale popiilasyonlarindan farkli sayida Orneklem yapilmasma karsin
popiilasyonlardaki haplotip sayilar1 1 (Aydin ve Mugla hari¢ Bat1 popiilasyonlarinin
tamami) ile 3 (Gaziantep ve Mugla) arasindadir. Ege ve Akdeniz bélgeleri igin
ortalama haplotip sayist (Hp), haplotip ¢esitliligi (h) ve niikleotid ¢esitliligi ()
degerleri sirasiyla Ege popiilasyonlarinda Hp = 1.42, h = 0.0549 ve nm = 0.001;
Akdeniz popiilasyonlarinda Hp = 2.25, h = 0.3492 ve n= 0.0076’dir. En yiiksek
seviyede genetik ¢esitlilik Gaziantep popiilasyonunda gézlenmistir. 94 baz ¢iftinde
(bp) 4 tane polimorfik bolge bulunmaktadir (toplam uzunlugun % 4.25°i), bu 4
bolgenin tamami parsimony informatif bolgeler (28, 29, 31, 38. pozisyon) olarak

belirlenmistir.
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Cizelge 7.7. Ekzon 6 bélgesine iliskin zeytin sinegi popiilasyonlarindaki haplotip ¢esitliligi. N:
Ornek sayisi, Hp: Haplotip sayisi, h: Haplotip ¢esitliligi, : niikleotid cesitliligi.

Baolgeler Popiilasyonlar N Hp h m

Ege Canakkale 23 1 0,0000 0,0000
Bursa 22 1 0,0000 0,0000
Balikesir 17 1 0,0000 0,0000
Manisa 14 1 0,0000 0,0000
[zmir 16 1 0,0000 0,0000
Aydmn 17 2 0,1176 0,0025
Mugla 21 3 0,2667 0,0047
Ortalama 18.57 1.42 0.0549 0.001

Akdeniz Mersin 7 2 0,2857 0,0060
Adana 12 2 0,4849 0,0103
Hatay 13 2 0,1538 0,0033
Gaziantep 11 3 0,4727 0,0108
Ortalama 10.75 2.25 0.3492 0.0076

Ekzon 6 i¢in tez calismasindan elde edilen ve daha onceki ¢aligsmalarla ayni olan
haplotipler Cizelge 7.8.’de sunulmustur. Elde edilen sonuglar gostermistir ki sadece
Haplotip A ve B iilkemiz i¢in dominanttir ve ¢alsmamizda sirasiyla; homozigot 172
bireyin 32 (% 18.60) ve 138 (% 80.23)’inde gdzlenmistir. Ege popiilasyonlarmin
biiyiik bir boliimii (% 73.25) Haplotip B (H2) baz dizilerini tasimaktadirlar. Daha
onceden rapor edilen haplotiplerden (Nardi vd. 2006) Haplotip A, Haplotip B,
Haplotip E ve Haplotip F ortak haplotipler olarak bulunmustur (Cizelge 7.8.).
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Cizelge 7.8. Ekzon 6 i¢cin daha 6nceki ¢alismalarla ortak bulunan haplotiplerin listesi.

GenBankasi
Erisim
Numarasi

Tanimlanan

Haplotip Ad Lokasyon

Kaynak

Cahismamizdaki
Ortak Haplotip

Pakistan-Cherat

Pakistan-
Malakand

Kenya-Burguret
Forest

Giiney Afrika-
Paarl mountain

Portekiz-
Paradela

Fransa-Les
Matelles
Haplotip A DQ499504

italya-Catania (Nardi vd. 2006)

ftalya-
Montecucco

ftalya-
Portoferraio

Italya-Malcesine

Yunanistan—
Athens

Tiirkiye-
Osmaniye

Tiirkiye-Adana

Meksika-
Ensenada

Kaliforniya-Santa
Barbara

H1

Kenya-Burguret
Forest

Tiirkiye-
) Osmaniye
Haplotip E

DQ499508  (Nardi vd. 2006)

Fransa-Les
Matelles

Kaliforniya -
Santa Barbara

H3

Italya-
Portoferraio

Haplotip F Tirkiye-

Osmaniye

DQ499509  (Nardi vd. 2006)

H6
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Cizelge 7.8. @™

GenBankasi
Erisim Kaynak
Numarasi

Tanimlanan
Lokasyon

Cahismamizdaki

Haplotip Ad1 Ortak Haplotip

Italya-Catania
Italya-Bari
Italya-
Montecucco
Italya-
Portoferraio

ftalya-Malcesine

Yunanistan—

Haplotip B Athens DQ499505  (Nardi vd. 2006) H2

Tiirkiye-
Osmaniye

Tiirkiye-Adana

Fransa-Les
Matelles

Meksika-
Ensenada

Kaliforniya-Santa
Barbara

Cizelge 7.9.’da haplotipler, Tiirkiye’deki frekanslar1 ve B. oleae popiilasyonlari
arasindaki dagilimlar1 listelenmistir. Haplotip 2 yiiksek frekansta, yaygin ve genis
yayilis gosteren haplotip olarak bulunmustur ve ¢alismamizdan elde edilen 172 baz
dizisinin % 80.70’ini igermektedir. Haplotip 2 ¢alisilan tiim popiilasyonlarda
paylasilan haplotiplerdir ve Tiirkiye’de yaygin sekilde gortinmektedirler. Haplotip
2’de yer alan 138 bireyin 126 (% 91.30) tanesi Ege, 12 (% 8.70) tanesi Akdeniz
orneklerinden olusmaktadir. Calisilan 172 baz dizisinin 32 (% 18.71)’sini i¢eren
haplotip Haplotip 1 Akdeniz 6rneklerinde yaygindir ve Akdeniz drneklerinin 29 (%
90.62)’u ve Ege Orneklerinin 3 (% 9.38)’li Haplotip 1 icerisinde yer almaktadir.
Haplotip 3 yalnizca Hatay ve Gaziantep popiilasyonlarda birer adet gozlenmistir.

Haplotip 6 ise sadece Mugla popiilasyonunda bir bireyde gozlenmistir.
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Cizelge 7.9. Tiirkiye’deki zeytin sinegi popiilasyonlarindaki ekzon 6 haplotiplerinin illere gore
dagilimi. Haplotip A, B ve E cizelge 7.8.’de verilmistir. Mer: Mersin; Ada: Adana; Osm:
Osmaniye; Hat: Hatay; Gantp: Gaziantep; Man: Manisa; izm: izmir; Mug: Mugla; Ayd:
Aydin; Cnkl: Canakkale; Besr: Balikesir; Bur: Bursa

Ege Akdeniz
Haplotip/ Cnkl Bur Besr Man Izm Ayd Mug | Mer Ada Hat Gantp
Lokasyon
H1  (Haplotip 1 2 1 8 12 8
A)
H2  (Haplotip 23 22 17 14 16 16 18 6 4 2
B)
H3  (Haplotip 1 1
E)
H6  (Haplotip 1
F)

Ekzon 6 igin daha 6nceden gen bankasina kayit edilmis baz dizileri ile birlikte
(erisim numaralar1t DQ499504- DQ499510) bu ¢alismadan elde edilen haplotipler
arasmdaki iligkiler Network programi kullanilarak belirlenmistir (Sekil 7.4.).

Calismada elde ettigimiz baz dizilerine gére Akdeniz orneklerinin biiyiik bir boliimi
(% 90.62) haplotip 1°de yer almaktadir. Nardi vd. (2006) yaptiklar1 ¢alismada
Haplotip 1’in ekzon 6 networkiinde muhtemelen en yash allel oldugunu
belirtmislerdir (Nardi vd. 2006). Calismamizda Akdeniz popiilasyonlarinda iki
bireyde gozlenen haplotip 3, haplotip 1’den koken almistir ve Nardi vd. (2006)’nin
calismalarinda Akdeniz, Afrika ve Orta Dogu 6rneklerinde gézlenmistir. Calistigimiz
tim lokasyonlardan bireyler Hatay populasyonu hari¢ haplotip 2’de yer almaktadir
ve Ozellikle Ege ornekleri yiiksek frekansta (% 91.30) goriilmiistiir. Haplotip 2 Nardi
vd. (2006)’nin ¢alismalarinda Akdeniz ve Orta Dogu 6rneklerinde gozlemledigi ve
bizim ¢calismamizda da Mugla popiilasyonuna ait bir bireyin yer aldig1 haplotip 6’dan

koken aliyor gibi goriinmektedir.
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Sekil 7.4. AKE enzimi ekzon 6 baz dizi analizi sonucu elde edilen network grafigi. Nardi vd.
(2006)’ elde edilen haplotipler * ile gosterilmistir.

7.3. Exon 10 Bélgesinin PCR’1 Sonucu Elde Edilen Bulgular

AKE enzimini kodlayan, niikleer bir gen olan, Ace geninde ekzonlO igerisinde
bulunan 9 bg’lik delesyon bolgesi PCR’da ¢ogaltildiktan sonra poliakrilamid jel
elektroforezi (PAGE) yontemi ile test edilerek calisilan bireylerdeki organofosfat
diren¢ mutasyonlarinin sikligir belirlenmistir. Calisilan 304 bireyden elde edilen
sonuglar Cizelge 7.10.’da 6zetlenmistir. Buna gore calisilan 304 bireyden 35 tanesi
(% 11) heterozigot (RS), 267 tanesi (% 88) homozigot duyarli (SS) ve 2 bireyde (%
1) homozigot direngli (RR) olarak belirlenmistir. Heterozigot bireylerin 25 tanesi (%
71.43) Akdeniz orneklerinde, 10 tanesi (% 28.57) Ege orneklerinde gozlenmistir.

Homozigot duyarli (SS) birey sayist toplam 267 dir ve bunlarin 94 (% 35.20) tanesi
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Akdeniz orneklerinde, 173 tanesi de (% 64.80) Ege 6rneklerinde goriilmiistiir (Sekil
7.5.). Heterozigotluk en fazla 8 bireyde Hatay popiilasyonunda gozlenmistir. Bursa,
Izmir ve Mugla popiilasyonlarinda ise heterozigot birey gézlenmemistir. Homozigot
direngli (RR) bireyler birer bireyde olmak iizere yalnizca Hatay ve Aydin
popiilasyonlarinda goriilmiistiir. Bursa drneklerinin tamami homozigot duyarl olarak
bulunmustur. Direng allel frekanslar1 bakimindan incelendiginde direng allel frekansi

(R) 39 (% 6.41), duyarh birey alleli (r) 569 (% 93.59)dir (Cizelge 7.10.).

Akdeniz Ege

1% 1%

[

L Rh
mES EERS
EEER "EE

Akdeniz + Ege

1%

m S5

=RE

C

Sekil 7.5. Ekzon 10 bélgesi icin Akdeniz (A), Ege (B) ve Akdeniz+Ege (C) popiilasyonlarina
iliskin heterozigot (RS) ve homozigot (RR ve SS) bireylerin dagilim.
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Cizelge 7.10. 12 popiilasyona iliskin duyarh (SS), heterozigot direncli (RS) ve homozigot direncli
(RR) bireyler.

Exon 10

iller SS RS RR
Mersin 19 5 0
Adana 20 4 0
Osmaniye 19 5 0
Hatay 15 8 1
Gaziantep 21 3 0
Akdeniz 94 25 1
Canakkale 28 4 0
Bursa 32 0 0
[zmir 24 0 0
Manisa 23 1 0
Balikesir 20 4 0
Aydin 22 1 1
Mugla 24 0 0
Ege 173 10 1
Toplam 267 35 2

7.4. Ekzon 3-6 ve 10’a iliskin Allel Kombinasyonlar: ve Frekanslar

Calisilan 304 bireyde ekzon 3 - 6 ve 10 bolgelerinde gozlenen allel kombinasyonlari
ve frekanslar1 Sekil 7.6.’da sunulmustur. Buna gore ¢alisilan 304 bireyin 125
tanesinde (% 41) 214Val/Val-488Ser/Ser-SS allel kombinasyonu goézlenmistir. Ikinci
yaygin allel kombinasyonu 2141le/Val-488Gly/Ser-SS’dir ve 86 bireyde (% 28)
gozlenmistir. Diger yaygin allel kombinasyonlarida sirasiyla 22 bireyde (% 7)
2141le/Val-488Gly/Ser-RS, 19 bireyde (% 6) 214Val/Val -488Gly/Ser-SS ve 16
bireyde (% 5) 214lle/Val-488Gly/Gly-SS kombinasyonlaridir.
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Ekzon 3 - 6 ve 10 Allel Kombinasyonlar:

m 214Val/Val-488 Ser/Ser-SS
m 21411e/Val-488Gly/Ser-SS
m 2141le/Val-488Gly/Ser-RS
m214Val/Val-488Gly/Ser-SS
m 2141le/Val-488Gly/Gly-SS
m 2141le/11e-488Gly/Gly-SS
m214Ile/Val-488Ser/Ser-SS
m2141le/Val-488Gly/Gly-RS
Diger

Sekil 7.6. Ekzon 3-6 ve 10 bolgesi icin gozlenen allel kombinasyonlar: ve frekanslari.
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8. SONUCLAR VE ONERILER

Insektisitler, tarim ve kamu saghig1 icin dnemli olan bocek zararhlarinm kontrolii i¢in
II. Diinya Savasi’ndan beri yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu donemde, bocekler
icin direng, birgok tiirde, bir dizi mekanizma araciligiyla ortaya ¢ikmistir ve son on
yil i¢inde, bu mekanizmalarin bir kisminin molekiiler temeli aydmlatilmigtir

(Hemingway vd. 2004).

Zeytin sinegi, zeytin bahgelerindeki en 6nemli zararli konumundadir ve bunlarla
miicadelede yapigkan tuzaklar, feromonlar, renkler ve insektisitler yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Daha yakin zamana kadar, 6zellikle Bat1 Avrupa iilkelerinde,
piretroitler ve makrosiklik lakton spinosad {izerine kontroller olmasma ragmen
(Haniotakis, 2003), 40 yil1 agkin siiredir, Akdeniz havzasinda, zeytinyaginda diisiik
miktarda kalint1 birakmast nedeniyle organofosforlu insektisitlerin yogun
kullanimina dayali kontroller olmustur (Cabras vd. 1997). Son yillarda kontrol i¢in,
piretroidlerin kullaniminda bir artis olmustur ve son zamanlarda daha az igerikle
daha fazla etkinlik elde etmek amaciyla spinosad tuzak spreylerle (GF-120)
birlestirilmistir (Daane ve Johnson, 2010).

Organofosfat grubu insektisitlerin yogun bir sekilde kulanimi zeytin sineginin
bulundugu biitiin alanlarda bu insektisitlere kars1 direng gelisimi ile sonuglanmustir.
Bu zararlinin ¢evresel streslere nasil adapte oldugunun daha iyi anlasilmasi, direng
evrimi ve yayilismin onlenmesi ya da minimalize edilmesine yonelik alisilmigin
disinda  stratejiler  gelistirilmesi icin  bu  bdcekteki direncin  molekiiler
mekanizmalarinin arastirilmasi olduk¢a dnem kazanmistir. Bu boliimde elde edilen
sonuglar 151¢mnda tilkemizdeki zeytin sinegi popiilasyonlarmin genetik cesitliligi,
direng seviyeleri ve olusan bu dirence yonelik uygulanabilecek alternatif yontemler

tartisilacaktir.
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8.1. Genetik Varyasyon

Nardi vd. (2006) Ace geninin baz dizi analizi sonucunda niikleotid seviyesinde,
aminoasit dizisine gore daha zengin bir genetik varyasyon oldugunu bildirmislerdir.
Aragtirmacilar Ace genindeki gozledikleri niikleotid varyasyonun biiyiikk bir
boliiminii  Afrika (0.94) ve Orta Dogu (0.91) Orneklerinde gozlemlemistir.
Calismamizda exon 3 ve 6 igin ayr1 ayr1 haplotip sayisi, haplotip ¢esitliligi ve
niikleotid ¢esitliligi degerleri sirasiyla, 2.07, 0.31 ve 0.002 ve 1.83, 0.2 ve 0.0045
olarak bulunmustur (Cizelge 7.3. ve Cizelge 7.7.). Ancak burada varyasyonun biiyiik
bir boliimii Akdeniz’den toplanan 6rneklerde gozlenmistir (exon 3 i¢in H=3, h=0.60
ve 1=0.004, exon 6 i¢cin H=2.25, h=0.35 ve =0.007). Calismamizda ekzon 3 i¢in en
yliksek varyasyon Gaziantep (0.71), Adana (0.66) ve Osmaniye’de (0.66)
gozlenmistir (Cizelge 7.3.). Nardi vd. (2006) Adana ve Osmaniye 6rneklerinde gen
cesitliligi degerlerini 0.73 ve 0.93 olarak bildirmislerdir. Ekzon 6 i¢in gen c¢esitliligi
degerleri yine en yiiksek Gaziantep (0.47) ve Adana’da (0.48) gozlenmistir (Cizelge
7.7.). Bu degerler Nardi vd. (2006)’nin ¢alismasinda Adana ve Osmaniye i¢in 0.56
ve 0.71°dir. Nardi vd. (2006) Orta Dogu bélgesinin bu tiirlerin bulundugu biitiin
temel alanlar arasinda kavsak noktasi konumunda oldugunu ve zeytin sineklerinin
cesitlenmesinde 6nemli bir rol oynadigmi belirtmistir. Calismamizda da Akdeniz
popiilasyonlarinda gozledigimiz daha yiiksek gen ¢esitliligi bu durumla paralellik
gostermektedir. Calismamizda Akdeniz ve Ege popiilasyonlar1 arasinda farklh
seviyelerde gen i¢i ¢esitlilik gézlenmistir. Bir¢ok Ege popiilasyonunda, hem ekzon 3
icin (Aydm hari¢ tiim popiilasyonlar), hem de ekzon 6 (Aydin ve Mugla hari¢ tiim
popiilasyonlar) icin gen i¢i ¢esitliligi degerleri 0.000 olarak bulunmustur. Bu
durumun nedeni yogun insektisit kullanimina bagl olarak bir¢ok farkli direngli
olmayan varyantin degismesine neden olan kapsamli segici siipiirme olabilir. Segici
stiplirme, yakin bir gecmiste, gili¢lii bir dogal secilim sonucu olusmus bir DNA
mutasyonun yakinlarinda yer alan niikleotitler i¢indeki varyasyonlarin azaltilmasi
veya ortadan kaldirilmasidir. Segici bir siipiirme, popiilasyonun diger iiyelerine
nazaran tagiyicilarmin se¢ilim degerini ve uyum basarisini artiran yeni bir mutasyon
olustugunda ortaya ¢ikabilir. Burada, dogal sec¢ilim, daha yiiksek uyum basarisi
gosteren bireyler lehine olacaktir ve zamanla yeni mutasyona ugramis varyantlarin

(aleller) frekans ve goriilme sikliklar1 diger alellere gore artacaktir (Palaisa vd. 2004).
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8.2. Ace Diren¢ Dagilim

Hawkes vd. (2005) Avrupa’nin pek ¢ok bolgesinden ve Giiney Afrika’dan
topladiklar1 orneklerde bu iki nokta mutasyonunun sikligint belirlemislerdir.
Arastirmacilar sonuglarinda yogun organofosfat insektisit kullanimma bagli olarak
giicli bir secilim baskisina maruz kalan Yunanistan, Arnavutluk ve Italya
orneklerinde direng allelini yiiksek bir oranda (sirasiyla; 0.93, 0.91 ve 0.78) oldugunu
gozlemlemislerdir bu gdzlemler seleksiyonun direng allellerinin yayilmasinda esas
rol oynadigi senaryosunu desteklemektedir. Arastirmacilar, Fransa ve Ispanya
orneklerinde azalan insektisit se¢ilim baskisina paralel olarak bu allelleri diisiik
oranda (swrasiyla; 0.33 ve 0.28) goOrmiislerdir. Arastirmacilar Gly488Ser
mutasyonunun ilk dnce gercgeklestigini ve bunu takiben asetilkolin katalizi iizerine
zararh etkileri bir 6l¢iide hafifletilebilen Ile214Val mutasyonunun gelistigini ifade
etmislerdir.  Arastirmacilar  Gly488Ser  bireylerinin  ¢ogunlugunun ayrica
lle214Val’da tasidigin1 ve bu ¢ift mutasyon haplotipi, organofosfat kullaniminin
yogun oldugu, Yunanistan gibi Dogu ve Bati1 Akdeniz iilkelerinde yaygin olarak
bulundugunu bildirmislerdir. Nardi vd. (2006) yaptiklar1 ¢alismada ise Pakistan,
Afrika, Avrupa (Akdeniz havzasi) ve Amerika’dan 17 farkli lokasyondan toplamis
olduklar1 6rneklerde bu iki mutasyonun populasyonlardaki goriilme sikligini 0.39
olarak bildirmislerdir. Baskurt vd. (2011) Tirkiyenin Batisindan topladiklar1
orneklerde ise bu mutasyon frekanslarimi ekzon 3 ve ekzon 6 i¢in sirasiyla; 0.45, 0.53
olarak bildirmislerdir. Calismamizda bu iki mutasyonun populasyonlardaki goriilme
siklig1 0.49 olarak elde edilmistir. Bunun yani sira ¢alismamizda her iki exon 3 ve
exon 6 bolgesinin baz dizi analizi sonucunda elde edilen aminoasit degisikliklerine
bakildiginda hem serin hem de valin mutasyonlarinin Ege 6rneklerinde Akdeniz
orneklerine oranla olduk¢a yiiksek frekansta olduklari gozlenmistir. Exon 3 igin
[le214Val degisikligi Ege’de 0.68, Akdeniz’de 0.18 ve Exon 6 igin Gly488Ser
mutasyonu Ege’de 0.68, Akdeniz’de 0.10 olarak belirlenmistir. Elde edilen bu deger
Hawkes vd. (2005)’nin Yunanistan, Arnavutluk ve Italya i¢in bildirdigi degerlerden
daha diisiik, Fransa ve Ispanya’daki mutasyon oranlarindan daha yiiksektir. Ancak
Tiirkiye’nin Batisindaki orneklere bakildiginda elde edilen mutasyon seviyeleri

Yunanistan, Arnavutluk ve Italya’ya yakindir. Bu durumun temel sebebinin, entansif
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tarimin yapildigi tilkemizin Bati bdlgelerinde Dogu’ya oranla ¢ok yogun insektisit

kullanim1 oldugu diisiiniilmektedir.

Ayrica, Ace geni exon 10 bolgesinde yer alan A3Q adindaki 9 bg (3 aminoasit)’lik
mutasyon Kakani vd. (2008b) tarafindan tanimlanmigtir. Bu mutasyon karboksil ugta
yer almaktadir ve insektisit direncinde rol oynadigi belirtilmistir. Arastirmacilar A3Q
allel frekansinin organofosfat direng seviyeleri ile olduk¢a yakindan iligkili oldugu
sonucuna ulagmiglardir. Yaptiklar1 c¢alisma sonucunda Yunanistan ve Kibris
popiilasyonlar1 igin A3Q mutasyon frekansini 0.035 olarak bulmuslardir. Bagkurt vd.
(2011) Tirkiye’nin Bati’sindan topladiklar1 6rneklerde ise bu mutasyon frekansini
0.037 olarak bildirmislerdir. Bizim yaptigimiz ¢alismada ise A3Q mutasyon frekansi

0.064 olarak bulunmustur.

Bunun yanisira ekzon 3-6 ve 10 da gozlenen allel kombinasyonlarma bakildiginda
calismamizdaki popiilasyonlarda gozlenen en yiiksek allel kombinasyonu
214Val/Val-488Ser/Ser-SS kombinasyonudur (% 41). Ikinci en fazla goriilen
kombinasyon ise %28 ile 2141le/VVal-488Gly/Ser-SS kombinasyonudur. Baskurt vd.
(2011)’nin ¢alismasinda ise gozlenen en yiiksek allel kombinasyonu % 72 ile

2141le/Val-488Gly/Ser-SS kombinasyonudur.

Zeytin sinegi Akdeniz’de siirekli devam eden bir dagilim ve yliksek seviyede gen
akis1 gosterdiginden dolay1 bolgede yliksek frekansta bulunan bir allelin 6zellikle
negatif seleksiyonun olmamasi durumunda yayilmasi beklenir. Ancak bu her zaman
bdyle olmamaktadir. Ornek olarak; Exon 3’te, ¢alismamizdan elde ettigimiz baz
dizilerinin biiyiik bir boliimiiniin de yer aldig1 (6zellikle Ege 6rnekleri) ve Haplotip
5°den koken alan, Haplotip 3 birgok merkez/giiney italya ve Balkan ve iilkemiz Ege
popiilasyonlarinda baskin durumdadir. Ege popiilasyonlarina ait baz dizilerinin
biiylik bir kism1 Haplotip 3 (126 baz dizisi) igerisinde yer almaktadir. Benzer durum
exon 6 network’iinde Bat1 6rneklerimizin biiyilik bir boliimiiniin yer aldig1 Haplotip 2
icinde gecerlidir. Bu gézlem yiiksek gen akisi ile uyumlu bir durum degildir ve farkli
evrimsel stireclerin etkili olduguna isaret etmektedir. Fitness cost (uyum bedeli)
diren¢ mutasyonlar1 ile iligkili olabilir ve bdyle bir durum zeytin sineginin orta
dereceden yliksek seviyeye kadar gen akisinin oldugu durumlarda dahi, dogrudan
organofosfat selektif baskisina maruz kaldigi bolgelerde diren¢ mutasyonlarmin

yayiliminin smirlandirilmasindan sorumlu olabilir.
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8.3. Organofosfat Direncinden Sorumlu Mutasyonlarin Orijini ve Dagilim

Nardi vd. (2006) direng allellerin Akdeniz’e dogru yayilimi ic¢in iki olasilik
onermislerdir. Bunlardan ilki, Orta Dogu’da direncli mutasyonlarin organofosfat
insektisitlerinin kullanimmin yayginlagsmaya baslamasiyla olustugu yOniindedir.
Ikincisi ise, direng mutasyonlarmin baslangi¢ fazinmn pasif oldugu ve Akdeniz’de
zeytin sineginin yayilimmin ardindan, ¢ok yakin bir zamanda bu yayilmanin
ardindan tetiklenmis oldugu yoniindedir. Exon 3 agisindan en yaygin direng varyanti
Haplotip 3 (¢alismamizda Ege orneklerinin biiyiik oranda bulundugu), muhtemelen
Orta Dogu bolgesine ve Adana ile Osmaniye popiilasyonlarmin lokalize oldugu
tilkemize 6zgii allel gruplarindan (Haplotip 5) koken almistir. Bu allelin daha sonra
Akdeniz havzasina yayilisi Orta Dogu’da organofosfat insektisitlerin olusturdugu
seleksiyon ile tetiklenmis olabilir. Exon 3’teki diger direng alleli Haplotip 23 diir ve
muhtemelen Akdeniz’de yaygin olan Haplotip 2’den (¢alismamizda Akdeniz
orneklerinin biiyiik oranda bulundugu) kéken almistir. Haplotip 2 haplotip 5 ile
iligkili degildir. Bu durum bu allellerin orjinlerinin bagimsiz olduguna isaret

etmektedir.

Exon 6’daki Haplotip 2’nin (¢caligmamizda Bati oOrneklerinin biiyiikk oranda
bulundugu) biiyiik ihtimalle Akdeniz ya da Orta Dogu bolgelerinden koken aldigini
gostermektedir. Direng allelleri B. oleae’nin muhtemel atasal popiilasyonlar1
olduklar1 diisiiniilen Afrika ve Pakistan’da bulunmamaktadir. Direng mutasyonlari
muhtemelen Orta Dogu’da ya da Akdeniz’de kokenlenmistir. Tiirlin yayilimi
Afrika’dan Akdeniz’e dogru olmaktadir ve bu dogrultuda, diren¢ mutasyonlarmin
ortaya c¢ikisinin zeytin sineginin Akdeniz’de yayilisindan sonra oldugu
diistiniilmektedir (Nardi vd. 2006). Yaptigimiz ¢alismada hem exon 3 hem de exon
6’da direng allellerinin Avrupa kitasinda bulundugu en uzak noktanin Gaziantep-

Hatay hatt1 oldugu goriilmiistiir.
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Diinya geneclinde B. oleae popiilasyonlarinda siiregelen durumlar1 daha iyi
anlayabilmek ve zeytin tariminda insektisitlerin zararli etkilerini azaltmak igin,
molekiiler ve biyokimyasal modellerin rehberligiyle toplanan popiilasyonlarin direng
durumlartyla ilgili arastirmalarin artmasiyla detaylandirilabilecektir. Bununla
birlikte, zeytin sinegi popiilasyonlari i¢in diren¢ yOnetim programlarmimn tespiti,
karmagiktir. Boyle bir program, efektif olan eski bilesenleri ve kontrol i¢in umut vaat

eden yeni bilesenleri igerebilir.

Dogal tip proteine goére mutasyona ugramis proteine karsi daha aktif olan bir
insektisitin kullanimi, bir popiilasyonun direncini azaltmak i¢in uygulanabilir. Bu
strateji, popiilasyonda sadece bir mutasyon oldugunda uygulanabilecektir. Fakat
coklu mutasyonlarin kombinasyonuyla, bu strateji ¢cok kullanilabilir degildir. Cilinkii
tiim insektisitlere karst protein direng goOstermeye baglar. Eger bir alandaki
popiilasyon, farkli duyarhliklara sahip farkli allellerin bir karigimi (bir allel corbasi
gibi) ise ve bir pestisit birini segerken digerini eliyorsa, bu direng stratejisi,

popiilasyonlara uygulamak i¢in uygun gériinmemektedir (Menozzi vd. 2004).

Bu nedenle, insektisit diren¢ yOnetimi programinin temel bileseni, direncli
popiilasyonda secimli baskiyr azaltan insektisit olmayan kontrol metotlarmin
gelisimidir. Bu metotlar, ayrica ¢evre kirliligini, zeytin meyvesinin ve yagmin
kontaminasyonunu ve yararli bdceklerinin yikimin1i da azaltmayi beraberinde
getirecektir. Kitle yakalama programlar1 (mass-trapping), steril bocek teknikleri,
partikiil film ve dogal diismanlar kullanilarak biyolojik kontrol, daha once bazi
durumlarda c¢alisilan veya potansiyel goriilen insektisit igermeyen alternatiflerdir.
Bunlar arasinda kiigiik insan girdileriyle daha etkili olan ve yiiksek seviyede kontrol
potansiyeli olan klasik biyolojik kontrol yontemi, daha dikkate deger gibi

goriinmektedir (Daane ve Johnson, 2010).
Tiim sonug¢larimizi maddeler halinde 6zetleyecek olrsak;

e Ulkemizde on iki popiilasyonda Ace geni ekzon 3 ve 6 bdlgelerinin baz dizi
analizi sonucu elde edilen gen cesitliligi degerleri karsilastirildiginda Akdeniz
popiilasyonlar1 Ege popiilasyonlarina oranla daha yiliksek gen cesitliligi
degerlerine sahiptir.

e Bunun yam1 sira Ace diren¢ seviyelerine bakildiginda iilkemizde direng

mutasyonlart orani yiiksek bulunmustur (0.49) ve bu diren¢ mutasyonlarini
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bolgeler bazinda kiyasladigimizda Ege popiilasyonlarinda (ekzon 3 ve 6 icin
sirastyla; 0.68, 0.68) Akdeniz’e oranla (ekzon 3 ve 6 i¢in sirastyla; 0.18, 0.10)
¢ok daha yiliksek direng mutasyon frekanslar1 gozlenmistir. Bu nedenle
ozellikle Ege bolgesinde olusan bu direng seviyelerine bagli olarak alternatif
miicadele yontemleri uygulanmasi gerektigi sonucuna ulagilmistir.

e Ekzon 3 ve 6 bolgelerinin baz dizi analizi sonucu elde edilen haplotipler
incelendiginde yalnizca ekzon 3’te {lilkemize 0&zgii bir yeni haplotip
gozlenmistir. Bunun disinda elde edilen baz dizilerinin biyiik bir boliimii
ayni haplotip gruplarinda (ekzon 3’te haplotip 3, ekzon 6’da haplotip 2) yer
almistir. Bunun yani sira ada popiilasyonunu temsil eden Gokgeada’ya 6zgii
bir haplotip elde edilememistir.

e J[le214Val ve Gly488Ser mutasyonu disinda farkli bir aminoasit mutasyonu
gbzlenmemistir.

e (Calismamiz sonucunda diren¢ mutasyonlarmin (6zellikle ekzon 10°daki 9 baz
ciftlik mutasyonun) goézlendigi en uzak noktanin Gaziantep-Hatay hatti

oldugu gozlenmistir.

Sonug¢ olarak, bu calismada, farkli lokasyonlardan toplanan zeytin sinegi
orneklerinde organofosfat direnci ile iliskili mutasyonlarm tanimlanmasi
gerceklestirilmistir. Eger popiilasyonlar direng gelistirmeye devam ederlerse,
kullanilan insektisitler, efektif olmayan bir hale gelecektir. Bu nedenle, yukarida
bahsedilen tamamen test edilmemis, insektisit olmayan alternatifler, ozellikle de

biyolojik kontrol i¢in ¢ok yogun ¢alismalar gerekmektedir.
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