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Fen Bilimleri Enstitiisii
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Danisman: Dog. Dr. Nurper GUZ

Bugday insanlar i¢cin 6nemli bir gida kaynagidir. Eurygaster maura bugdayin en énemli ve ana
zararhlarindan biridir. Tiirkiye’nin 15 farkli bolgesinden E. maura popiilasyonlar1 arasindaki
genetik varyasyonu belirlemek ve gé¢ haritalarini gikarmak amaciyla DNA barkodlama yontemi
ile mitokondriyal sitokrom oksidaz | (COI) dizi analizleri yapilmistir. Elde edilen diziler
hizalama ve veri analizleri Codoncode Aligner 3.5.6 programi kullanilarak gozle hizalanmigtir.
Her bir gen bolgesi i¢in popiilasyon i¢i ve popililasyonlar arasi ¢oklu niikleotid dizi hizalamalari
yapilmistir. Esit olmayan diziler icin FR_consesus.py yazilim programi kullanilarak konsensiis
dizi elde edilmistir. Konsensiis dizilerinin hizalanmasinda ise Mega X programindan
yararlanilmistir. Popiilasyonlar arasindaki genetik farklilasma diizeyinin belirlenebilmesi
amaciyla ikili Fg indekslerinden yararlanilmistir. Toplam 219 farkli 6rnegin analiz edildigi tez
kapsaminda genetik uzaklik degerleri incelendiginde; Yozgat popiilasyonlar1 ve Karaman
popiilasyonlari arasinda %11.462 oraninda genetik farklilasma diizeyi belirlenmistir. Karaman
popiilasyonlarinin  Usak, Aksaray, Eskisehir, Balikesir popiilasyonlar1 arasinda genetik
farklilasma seviyelerinde anlamli bir fark bulunamamistir. Haplotipler arasindaki filogenetik
iliskiyi bulmak icin Bayesian analizine dayali yontem kullanilmistir. D1g grup olarak Eurygaster
amerinda ile insa edilen aga¢ sonuglarina gore haplotiplerin birbirleriyle akraba tiirler olduklari
saptanmistir. E. maura popiilasyonlarinda gen akisi ve popiilasyonlarin nasil yayildigina iligkin
bilgi sundugumuz ¢aligmada ayn1 zamanda elde edilen veriler ile gen bankasinda biyoinformatik

alt yapiya katki saglanmustir.
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ABSTRACT

Master Thesis

DETERMINATION OF GENETIC VARIATION OF AMONG DIFFERENT
POPULATIONS OF Eurygaster maura IN TURKEY

Olcay CEYLAN

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Plant Protection

Supervisor: Associate Prof Dr Nurper GUZ

Wheat is an important food source for humans. Eurygaster maura is one of the most important
pests of wheat. In order to determine genetic variation and migration patterns of E. maura
populations collected from 15 different regions of Turkey mitochondrial cytochrome oxidase |
(COI) sequences were analyzed using DNA barcoding method. The obtained sequences were
manually aligned and data were analyzed using Codoncode Aligner 3.5.6 program. Inter- and
intra-population multiple nucleotide sequence alignment was performed for each gene region.
The consensus sequence for unaligned sequences was generated using the FR_consensus.py
software. The Mega X program was used to align consensus sequences. Binary Fst indices were
used in order to determine the level of genetic differentiation between populations. A total of
219 different samples were analyzed in this thesis. The genetic differentiation level was
determined as 11.462% between Yozgat and Karaman populations. No significant difference in
genetic variation levels between the Usak, Aksaray, Eskisehir, Balikesir populations and
Karaman populations. Bayesian analysis method was used to determine the phylogenetic
relationship among haplotypyes. Eurygaster amerinda was used as an outer group in
phylogenetic tree. According to the phylogenetic analysis results haplotypes were found to be
related with each other. Data about gene flow and dispersal of E. maura populations were

presented. It is assumed that the obtained data will provide sequence data to GenBank.
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1. GIRIS

Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO), 2050’1i yillara gelindiginde artan
diinya niifusunun gida ihtiyacin1 giderebilmek i¢in, %70 daha fazla gida iirlinleri
iiretilmesi gerektigini bildirmistir. Uluslararas1 Gida Politikalar1 Arastirma Enstitiisi
(IFPRI)’niin yayimladig1 bildiride insanlarin tiiketmis oldugu gida miktarinda %70,
tahillarda ise %52 oraninda bir artig olacagi disiiniilmektedir (Agizan 2018). Diinyanin
bir¢ok iilkesinde oldugu gibi, lilkemizde de tahil ve tahila dayali iiriinler insanlar igin
onemli besin kaynagidir (Gegit ve Ikincikarakaya 2011). FAO’nun ve IFPR’nin

tahminlere dayanarak bu iiriinler ekonomik 6nemini gelecekte de siiphesiz koruyacaktir.

FAO verilerine gore; tiim diinyada 2016 yilinda 220.252.643 ha’lik bugday ekim alant,
749.014.842 tonluk bugday iretimi bulunmaktadir. 2017 yilina gelindiginde;
218.543.071 ha’lik bugday ekim alanmi, 771.718.579 tonluk bugday tretimi
gerceklestirilmistir. Bu verilere dayanarak ekili alanlarda 1.709.572 ha’lik bir azalma
varken, iiretimde 22.703.737 tonluk bir artis bulunmaktadir (www.fao.org.tr, 2019).
Tiirkiye’nin bugday iiretimi ise 2016 yilinda 20.600.000 ton iken, 2017 yilinda %4,4
artigla 21.500.000 ton olmustur. Tirkiye’de 2000 yilinda 92 milyon dekar alanda
bugday ekimi yapilirken, 2017 yilinda 77 milyon dekar alanda bugday ekilmistir. Ziraat
Miihendisleri Odasinin tahminine gore 2018 yilinda ekili alanin 70 milyon dekar,
tiretimin 20 milyon ton, verimin ise 277 kg/da olacagi yoniindedir (www.zmo.org.tr,
2019).

Tahillar icerisinde bugday, tarimsal iiretimde genis bir adaptasyon kabiliyetine sahip
olup, diinyada ve iilkemizde hem ekilis hem de iiretim bakimindan biiyiik bir paya
sahiptir. Bugday, insan beslenmesinin disinda, hayvan beslenmesinde ve cgesitli
endiistrilerde kullanilan énemli bir kiiltiir bitkisidir (Kan 2000). Ornegin bugdaym en
tepesinde bulunan, embriyo olarak adlandirilan bugday riiseymi, mineral ve protein
bakimindan zengin olup sahip oldugu besin degerleri ve tat vermesi yoniiyle yogurt gibi
sit ve siit driinlerinde Kkullanilmaktadir (Yalginkaya vd. 2013). Yapilan bagka bir

caligmada tarimsal artiklardan, 6zellikle de anizlardan bugday saplariin, kagit hamuru



ve kagit tretiminde degerlendirilerek hammadde problemini giderilebilecegi ve iilke
ekonomisine katkida bulunabilecegi bildirilmektedir (Cigekler 2012). Bugday iilkelerin
ekonomisine katkis1 sebebiyle 6nemli bir iiriin olma oOzelligini devam ettirecektir

(Akgiin vd. 2012).

Bugday iiretimini olumsuz yonde etkileyen biyotik ve abiyotik etkenler bulunmaktadir.
Abiyotik etkenlerde; iklim degisikligiyle beraber uygun olmayan hava sartlari, kiiresel
1sinma, tahribata ugramis yorgun ve verimsiz topraklar, ¢evre kirliligi, yanlis yapilan
tarimsal uygulamalar gibi etkenler sayilabilir. Biyotik etkenlerde ise; yabanci otlar,
hastalik ve zararlilar mevcuttur (Demirci 2003). Bu amacla uygulanan yontemlerin
basinda verimli, kaliteli ve dayanikli tohum ¢esidi i¢in 1slah ¢alismalar1 yapilmaktadir.
Bu ¢aligmalar sonucu hastalik ve zararlilara dayanikli tohum ¢esitleri kullanmanin yani
sitra uygun toprak isleme, gilibreleme, sulama, yabanci ot miicadelesi, iiretilen
mahsullerin korunmasi yoniinde hasat 6ncesi ve hasat sonrasi bitki hastalik ve zararlilari

ile zamaninda ve entegre bir sekilde miicadele etmek 6nemlidir (Kaya 2007).

Diinya genelinde bugday iizerinde zarar yapan yiizlerce bdcek tanimlanmistir. Bu
boceklerin ¢ogu Onemsenmeyecek bir zarara sebep olurken, bazilari ise uluslararasi
siirlarin bir ucundan digerine ulasabilmekte ve ¢ok biiyiik tahribata yol agabilmektedir
(Miller ve Pike 2002). Siine de bunlardan biridir. Eurygaster spp. (Hemiptera:
Scutelleridae) olarak bilinen siine Tiirkiye’de bugdaymn en 6nemli ve ana zararlilarindan
biridir (Islamoglu ve Karacaoglu 2018). Bugdayin kardeslenme ddéneminde, bugday
saplarin1 sokup emerek, saplarda sararma ve kuruma olusturur. Bugdayin bagak
baglayamamast seklindeki bu zarar “kurtbogazi”; basaklar heniiz yaprak kilifi
icerisindeyken ¢icek doneminde ve tane baglarken, yine saplarda beslenerek basaklarin
beyazimsi renk almasina, kurumasina ve tane baglayamamasina yol acan zarar sekli ise
“akbasak™ olarak adlandirilmaktadir (Anonim 2008). Siinenin bugdayda “akbasak™ ve

bugday tanesindeki emgi zarar1 Sekil 1.1°de gosterilmistir.



Sekil 1.1 Eurygaster spp.’in bugdayda akbasak zarar1 ve bugday tanesindeki emgi zarar1
(http://catalcatarim.blogcu.com)

Diinyada oldugu gibi iilkemizde de ekilebilir alan varliinin son sirlarina
ulagilmasindan dolayi, bugday tarimi yapilan alanlarda, iiretimi artirmak i¢in birim
alandan daha fazla verim almanin yani sira iirlin kalitesi de 6nemlidir (Arisoy 2004).
Zarar gormiis bugdaydan tiretilen un, ekmek yapiminda kullanildiginda, siinenin bugday
tanesinin igerisine biraktig1 proteolik enzimlerden dolayr hamur akict ve yapigkan bir
hale gelmekte, hamurdan iiretilen iriinler de diisiik hacimli ve zayif bir yapida

olmaktadir (Kinac1 ve Kinaci 2007).

Bugday iiretiminde genellikle hasat Oncesi ve sonrasi, bugdayin verim ve Kkalite
standartlarin1 olumsuz etkileyen temel zararlilarin basinda siine gelmektedir (Kaya
2007). Baz1 bolgelerde hasat oncesi bitki hastalik ve zararlilari ile yeterince miicadele
yapilmadiginda, meydana gelen iirlin kaybi1 %90, hatta %100’e varan bir orana
ulasabilmektedir. Siine ile miicadele etmek hasat sonrasi da 6nemlidir. Konya ilinde
yapilan bir ¢alismada; bugday liretiminde, iirlin kaybina neden olan zararh tahribati ve
ciftcinin drettigi Urliniinii paraya donistiriirken, gerekli mercilerde fiyat diigmesine
neden olan zararliy1r tespit etmeye calismislardir. Konya Ticaret Borsasi’ndan elde
edilen verilere gore; 2010 yilindaki hasat sonucu {iriin kayb1 ve fiyat indirimine sebep
olan zararli etkeninin siine-kimil tahribati oldugunu ve bu tahribatin 666 bugday
numunesinde %98,5°’lik bir orana sahip oldugunu bildirmislerdir (Ozbek ve Fidan

2013). Bu nedenlerden dolayi siine zarar1 bugdayda 6nemini korumaktadir.



Siine zararlisina yogun olarak Tiirkiye’de, Yakin-Orta Dogu Balkanlar ve Bat1 Asya’da
rastlanmaktadir. Toplamda 14 tiirii olan siinenin sadece ii¢ tiirii ekonomik olarak
onemlidir (Critchley 1998). Bunlardan Eurygaster integriceps, Put. Giineydogu
Anadolu, Ege ve Trakya Bolgelerinde yogun olarak belirlenmis ancak Orta Anadolu’da
heniiz belirlenmemistir. Ege, Trakya ve Orta Anadolu Bolgesinde ise Eurygaster maura
yogun olarak bulunmakta olup Giineydogu Anadolu’da tespit edilmemistir. E. austriaca
tiirli ise diger iki tiirden daha diisiik oranlarda goriilmekle birlikte Giineydogu Anadolu
Bolgesi hari¢ biitiin bolgelerde saptanmustir. Ulkemizde, Eurygaster cinsi bu ii¢ tiir
disinda Eurygaster dilaticollis Dohrn, Eurygaster hottentota (F.), Eurygaster schreiberi
Mtd. ve Eurygaster testudinaria (Geoffr.) tiirleri ile birlikte toplam yedi tiir ile temsil
edilmektedir (Lodos 1986; Abbas 1990).

Boceklerin cografi olarak genis dagilim gostermesi, farkli yasam ¢esitlilikleri
sergilemeleri, milyonlarca tiir sayisina sahip olmalari, birgcogunun ¢ok kii¢iik yapida
olmasi, yasam siireleri igerisinde farkli yasam evrelerine sahip olmalari teshislerini
zorlastiran faktorler olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Ozellikle molekiiler sistematik
calismalarda kullanilan tekniklerde, yeni yaklagimlar bulunmaktadir. Bu yaklasimlardan
biri de son zamanlarda siklikla kullanilan DNA barkodlama yontemidir ( Hebert vd.
2003, Lin 2018). DNA barkodlama yontemiyle sibling tiirlerin ayrimi, kriptik tiirlerin
belirlenmesi gerceklestirilmektedir. Ayn1 zamanda filogenetik agac¢ olusturularak
boceklerin evrimsel hikayeleri hakkinda bilgi sahibi olunabilmektedir. Bocekler
arasindaki morfolojik ve akrabalik derecelerinde benzerlik ve farkliliklarina odaklanan
calismalar 6ne ¢ikmaktadir (Gullan ve Cranston 2010, Giiz ve Kilinger 2012). Son
yillardaki deneysel caligsmalar, esasen farkli tlirler arasinda degil, ayni tiir i¢indeki
bireyler arasindaki DNA varyasyonunu inceleme {iizerine yogunlagmistir (Hedrick

2011).

Son yillarda ililkemizde DNA barkodlama yontemiyle bocek popiilasyonlarinda genetik
varyasyon calismalar1 siirli sayidadir. Simdiye kadar siinenin genetik ozelliklerini
tespit eden, go¢ haritasini ¢ikaran ve bu bilgilerden yararlanarak farkli bir miicadele
yontemi gelistirilmesini hedef alan bir ¢alisma, gerek iilkemizde gerekse diinyada

yapilmamistir. Bu tez ¢alismasinin amaci, DNA barkodlama yontemiyle farkli E. maura



popiilasyonlar1 arasindaki genetik varyasyonu tespit etmek ve go¢ haritasini
¢ikarmaktir. Calisma sonucunda elde edilen verilerle siine miicadelesinin daha efektif

olarak uygulanmasina temel olusturmasi hedeflenmektedir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Genetik Varyasyon ile Tlgili Kaynak Ozetleri

2.1.1 Ulkemizde Yapilan Calismalar ile Ilgili Kaynak Ozetleri

Karut vd. (2014), Cukurova’da pamuk bitkisinin 6nemli zararlilarindan beyazsinek
Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae)’nin genetik poliformizmi ile tiir kompleksini
ortaya ¢ikarmak amaciyla 2006-2011 (2010 harig) yillar1 arasinda toplanan &rnekler
COlI ve ITS1 gen bolgelerini PZR yoluyla cogaltarak dizi analizi gerceklestirmislerdir.
RFLP yontemiyle yaptiklari analizde toplam 51 6rnekten 38 tanesi Akdeniz tiiri, 13
tanesi ise Ortadogu tiiri olarak belirlenmis ve bolgede ekonomik agidan 6nemli olan

endiistri bitkisi olan pamukta Akdeniz tiiriiniin baskin oldugu belirtilmistir.

Gliz vd. (2015), siine ergin parazitoidlerinin tanimlanmasinda DNA barkodlama
yonteminin kKullanildigi ¢alismada COI gen bolgesinin DNA dizi analizi yapilarak elde
edilen diziler ikili niikleotid frekans1 ve haplotip ¢esitliligi, niikleotid yapis1 bakimindan
analiz edilmistir. COI gen bolgesini temsilen 603 bazlik dizilerin degisken bolgeleri ve
ortalama varyasyonlar1 hesaplanmistir. Tiim COIl barkodlar1 morfolojik tanimlamaya
gore beklenen tiirlerin referans dizileriyle kiyaslanmistir. Filogenetik agag, DNA
barkodlarina ve tiir diizeyinde taksonomik siniflandirilmalarina uygun olarak
kiimelenmis tim oOrnekler dahil edilerek c¢izilmisti. UPGMA metodu kullanilarak
cikartilan dendogramdan yararlanilarak iki farkli mitokondriyal haplotip soyu tespit

edilmistir.

Yiikselbaba ve Go¢gmen (2016) tarafindan domates giivesi Tuta absoluta (Lepidoptera:
Gelechiidae) Popiilasyonlarmin COI bolgesindeki genetik varyasyonun arastirildigi
calismada, bu bolgenin tiir belirlemede yetkin iken Popiilasyonlar arasinda ve
Popiilasyon igindeki bireyler arasinda genetik farklilik belirlenmesinde yetersiz oldugu,

Popiilasyonlarin genetik olarak tek tip olarak ortaya ¢iktigini bildirilmistir. Ayrica gen



bankasindan elde edilen verilere gore Tiirkiye Popiilasyonlar ile Giiney Amerika ve

baz1 Avrupa Popiilasyonlar1 arasinda yiiksek benzerlik tespit edilmistir.

Unal G. (2016) tarafindan PCR-RFLP ve DNA dizi analizi ydntemlerinden
yararlanilarak Tiirkiye’nin Trakya bolgesindeki bal arisi Popiilasyonlar1 arasindaki
genetik varyasyonun tespit edildigi ¢alismada; mtDNA (COI-COIl arasi) arasindaki
bolgede Xbal enzimi kullanilarak yapilan ¢alismada; tiim Trakya bal aris1 6rneklerinde
tic farkli haplotip elde edilmistir. Ayrica ilk kez bu c¢alismada, sadece Tekirdag ve
Gokgeada’dan alinan birer 6rnekte Tip 3 olarak adlandirilan ve yeni bir kesim profili

veren bir haplotip de bulunmustur.

Satar ve Toklu (2018), tarimsal alanlarda ciddi zararlara sebep olan yaprakbitlerinin
parazitoidi olan Lysiphlebus confusus (Hymenoptera: Braconidae) Popiilasyonlari
arasinda genetik varyasyonun belirlenmesi ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada; PCR-RFLP
yontemi kullanilarak COI bolgesinde 4 adet farkli enzim kesim noktasi saptamislardir.
Adana ve Hatay illerindeki yiiksek rakimli yerlerden farkli bitki tiirlerindeki toplanan
orneklerde yaprakbiti tiiri, konukgu bitki tiirli, yiikseklik agisindan bu parazitoid
tirtiniin  genetik g¢esitliligini incelemislerdir. Elde edilen diziler NCBI’daki diger
dizilerle kiyaslanmis, veri tabanindaki L. confusus dizileri ile %99 benzerlik orani
saptanmistir. Balcali ve Ceyhan Ornekleri ile Iran drnekleri arasinda ¢ok fazla fark
olmadigimi, Erzin 6rneginin Sirp ve diger bir Iran &rnegine daha yakm oldugunu
bildirmislerdir. Yiikseklik, konukcu yaprakbiti ve bitki tiirlerine bagl spesifik genetik

varyasyon saptayamadiklarini rapor etmislerdir.

Inal (2018) tarafindan kiraz siyah yaprakbiti Myzus cerasi (Hemiptera: Aphididae)’nin
farklt Popiilasyonlarinda genetik varyasyonun ve endosimbiyontlarin belirlenmesi
amaciyla yapilan c¢aligmada; iilkemizin farkli bolgelerinden toplanan 26 Popiilasyon
tizerinde COI genine ait dizi analizi yapilarak ML, Minimum Evolution, NJ ve UPGMA
yontemleri ile fiolegentik agaglar insa edilmistir. Filogenetik analizler sonucunda,
niikleotid degisikligine bagli olarak dort farkli haplotip elde edilmis ve Popiilasyonlar
arasindaki ortalama genetik uzaklik %0,3 olarak hesaplanmistir. M. cerasi’nin Isparta

Popiilasyonlar1 tiim gruplardan ayrilarak M. borealis ile Haplotip B’yi olustururken,



Popiilasyonlarin diger kismi1 Myzus cerasi pruniavium ile Haplotip A ve Haplotip C’yi
olusturdugu, Kars ve Kayseri Popiilasyonlar1 Myzus cerasi cerasi ile ayni haplotip
(Haplotip D) i¢inde yer aldigir saptanmistir. Calismada, M. cerasi’nin Tirkiye’de iki
farkl1 alt tiire sahip oldugunu ve bu tiiriin bitki ¢esidine baglilig1 yoniinden monofag ya
da oligofaglik durumunun yeniden degerlendirilmesi gerektigi kaydedilmistir.
Arastirmada ayrica, obligat endosimbiyont olan Buchnera aphidicola tiirii de tespit

edilmistir.

2.1.2 Diinyada Yapilan Calismalar ile ilgili Kaynak Ozetleri

Rua vd. (2001) Kanarya Adalarindaki Apis mellifera L. popiilasyonlarmin genetik
yapisi, popiilasyonlar arasindaki genetik farkliligi ve filogenetik iliskileri molekiiler
yaklagimlar kullanarak belirlemeye calismislardir. 215 kolonide 6 farkli haplotip
gozlemlemislerdir. RFLP ve mikrosatellit yontemlerle popiilasyonlarin allel sayisi,
ortalamasi ve heterozigotluk derecesi bakimindan disiik bir genetik varyasyon
gosterdigi saptanmistir. Ada biiytikliigii ve Afrika ana karasina uzaklikla ilgili genetik
cesitlilik degerlerinde istatistiksel agidan onemli bir farklilik goriilmemesine ragmen,
kiigiik bat1 adalar1 (La Palma, La Gomera, El Hierro)’nin Gran Canaria ve Tenerife’den
daha az degiskenlik gosterdigini bildirmislerdir. Haplotip frekanslarmma dayanan ikili
Fsr testleri kullanilarak popiilasyonlarda 6nemli olciide genetik farklilasma tespit
etmislerdir. Ug ¢ift popiilasyonun tiim olas: ikili karsilastiriimalar1 sonucu bir haplotip
disinda farklilik gozlenmistir. Yapilan filogenetik c¢alismalar sonucunda Kanarya bal
arisina ait her bir popiilasyondaki Afrika ve Kanarya haplotiplerinin frekanslar1 analiz
edilerek, her ne kadar atasi belli olmasa da Kuzey Afrika popiilasyonlar: ile akraba

oldugu 6ne siirtilmiistiir.

Foottit vd. (2008) DNA barkodlama yontemini kullanarak 130 cinsten 300 Aphidae
tiriiniin ayriminda DNA barkodlamanin etkinligini belirlemeye g¢alismislardir. Cogu
tirde %96’lik bir farklilasma tespit edilirken tiir igindeki varyasyon ise sadece ortalama

%2 olarak bulunmustur. Aphidae tiirlerinin partenogenetik ¢ogalmalarina, karmasik



yasam dongiilerine sahip olmasina ragmen, DNA barkodlamanin Aphidae tiirlerini

belirlemede ¢ok etkili bir ara¢ oldugu ifade edilmistir.

Rivera ve Currie (2009), DNA barkodlama yontemini kullanarak Nearktik
karasineklerinin (Diptera: Simuliidae) genetik varyasyonunun belirlenmesi amaciyla
yapilan ¢alismada COIl gen bolgesinin etkinligini test etmislerdir. Morfolojik agidan
farkli olan toplam 65 adet tiir, karasinek tiirleri, sibling tiirleri Simuliidae familyasina 6n
barkod bolgesi olusturmak i¢in kullanilmistir. Ayni tiire ait olanlar arasindaki ortalama
genetik farklililk %14,93 iken, morfolojik acidan farkli tiirler arasindaki ortalama
genetik farklilik %72 olarak belirlenmistir. Morfolojik agidan farkli tiirlerin yaklasik
olarak %100’ dogru olarak tanimlanmistir. Prosimulium travisi ve P. neomacropyga
tirlerinin sibling tlir olduklar1 gozlenmistir. DNA barkodlama yonteminin tiir

tanimlamada ve sibling tiirlerin kesfinde etkili bir arag oldugu rapor edilmistir.

Meeyen vd. (2014) kirmizi biber, domates, patlican gibi ticari agidan énemli tirinlerde
zararli olan meyve sinegi Bactrocera latifrons (Hendel) (Diptera:Tephritidae)’un DNA
barkodlama yontemiyle popiilasyon yapist ve popiilasyon ge¢misini belirlemeye
calismiglardir. Dogal olarak Giliney ve Gliney Asya’da bulunan bu tiiriin, su anda
Japonya, Hawai ve Afrika’yi istila ettigini bildirmiglerdir. B. latifrons’un genetik yapisi
ve evrimsel hikayesini ¢ikarmak i¢in mtDNA dizileri kullanilarak DNA barkodlamanin
etkinligini test etmislerdir. Caligmada Thailand’da 6rneklenen 11 lokasyondan dort adet
konukeu bitki tiiriinii istila eden 93 tiir ¢alisilmistir. Popiilasyonlarmn ikili Fst degerleri
karsilagtirmalar1 sonucu, 6nemli derecede bir farklilik ve iddia edildigi kadar yliksek bir
gen akis orani tespit edemediklerini bildirmislerdir. DNA barkodlama analizi
yontemiyle, B. latifrons drneklerinin %100’lik dogru tanilama orani ile agik bir sekilde
diger tiirlerden farklilastigini ortaya ¢ikarmislardir. Ayrica COIl gen bdlgesinin
barkodlama dizilerinin, bu Onemli zararli tiirii tanmilamak icin etkili bir sekilde
kullanilabilcegini ve bu tiirleri izlemek ve kontrol etmeye de fayda saglayacagim

bildirmislerdir.



Versteirt vd. (2014), Belgika sivrisinek tiirlerinin (Diptera: Culicidae) DNA barkodlama
ile tanilanmas1 amaciyla yapilan ¢alismada; COIl geninin 658 baz ciftlik gen bolgesine
odaklanilarak ~ Belgika’daki  sivrisinek  tiirlerinin  niikleotid  varyasyonunu
degerlendirmislerdir. Bircok tiirlin iyi desteklenmis kiimeler halinde ortaya ¢iktigini,
Kimura 2 parameter (K2P)’ye gore tiir i¢i mesafe %0,7 ve Aedes koreicus igin
maksimum uzaklik degeri ise %6,2 olarak bulunmustur. Ayni tiirden olanlarin dizileri
icin tlir i¢i ve tiirler aras1 kiiclik bir ¢akisma gozlenmis, ancak genel olarak tanimlama
basarist yiiksek (%98’in tizerinde) bulunmustur. Tiirler arasinda belirgin bir genetik fark
bulunmamasina ragmen, sadece Aedes annulipes ve A. contants tiirleri arasindaki iligki
yakin olarak bulunmustur. Anopheles maculupennis tiiriiniin kompleks tiyeleri;
Anopheles maculupennis ss. ve Anopheles messae monofiletik grup olarak
degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak DNA barkodlamanin bazi yakin iliskili tiirler disinda
Belgika’daki sivrisinek tiirlerinin tanimlanmasinda giivenilir bir sistem oldugu ortaya

konmustur.

Vadivalagan vd, (2017), evcil ve yabani hayvanlarin yani sira birgok patojen ve insan
parazitlerinin  vektérii olan Culex quinquesfasciatus (Diptera:  Culicidae)
popiilasyonlarinda genetik varyasyonunu agiklamak i¢in DNA barkodlama yontemini
kullanmiglardir. Bu ¢alismada 88 cografi bolgeden C. quinquesfasciatus ornegi
toplanmig olup COI ve 16S rDNA genlerine ait iki genetik markoriin etkinligini analiz
ederek kapsamli bir yaklasim sunmusglardir. Calismada kullanilan vektor sinegi
molekiiler tanilanmasi i¢in COIl geninin ideal bir markor oldugunu bildirmislerdir.
Hindistan haplotipleri arasinda potansiyel farklilagsmay etkileyen 16S rRNA’ya kiyasla
COl genini daha diigiikk bulmuslardir. Haplotipler arasinda maksimum fark COI geni
i¢in 0,047 iken, 16S rRNA’da ise daha diisiik (0,006) olarak rapor edilmistir.

Freitas vd. (2018), seker kamisi {lizerinde zarar yapan Diatraea sacchralis (Lepidoptera:
Crambidae)’e kars1 biyolojik miicadelede Kitle amag¢li kullanilan larva parazitoidi
Cotesia flavipes (Hymenoptera: Braconidae)’in genetik varyasyon karakterizasyonunu
belirlemeyi ve kiyaslamasini yapmayi amaglamiglardir. Alt1 farkli Brezilya eyaletindeki
boceklerin genetik varyasyonunu belirlemek i¢in her bir lokasyondan en az 22 disi birey

kullanilarak bes yerin analizini yapmislardir. Bes lokasyonun disinda doérdiiniin
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molekiiler analizlerle kanitlamanin miimkiin olabilecegini, ii¢ lokasyonun alelik
frekansinin diger tiim bolgelerdeki bocekler icin Hardy Weinberg dengesiyle uyumlu
oldugunu bildirmislerdir. Popiilasyonlar arasindaki varyasyon %24,65, Popiilasyon
icindeki varyasyon ise %75,34 olarak bulunmus ve analiz edilen tiim lokuslar ele

alindiginda genetik farklilagsmanin orta diizeyde oldugu bildirilmistir.

Passos vd. (2018), neotropikal bolgede altmisin iizerinde bitkiyi istila eden ekonomik
acidan onemli bir zararli olan meyve sinegi Anastra obliqua (Diptera: Tephritidae)’nin
Brezilya popiilasyonlar1 arasindaki genetik yapisini ve genetik varyasyonunu belirlemek
amaciyla yapilan calismada, Amazon ve Atlantik ormanlari, Cerrado ve Cattinga
bolgelerini kapsayan, COI gen bolgesinin 621 bg’lik dizilerine dayanarak, toplamda 153
adet birey analiz etmislerdir. Brezilya popiilasyonlar1 arasindaki genetik varyasyon
seviyesini diisiik bulmuslardir. Amazon ormanlarindaki bireyler haplotip ¢esitliligi
bakimindan Karayipler’dekilere benzer ve her iki popiilasyonun birbirleriyle yakin
iligkili oldugunu bildirmislerdir. Karayiplerde ortaya ¢ikan A. obliqgua’nin Amerika’nin
diger bolgelerine dogru hareket ettigini diisiinmiisler, ancak bu sonuca varmak i¢in daha
fazla veri olmast gerektigini bildirmislerdir. Ek olarak, A. obliqua Brezilya
popiilasyonlar1 i¢in batidan doguya dogru tarihsel bir gd¢ oldugunu One siirerek
Amazon ormanlarindaki bu yiikksek genetik varyasyonun Brezilyadaki diistik

varyasyonu agiklayabilecegini bildirmislerdir.

Qiu-Ning Liu vd. (2018), Spilarctia subcarnea (Noctuoidea: Erebidae) ve baz1 Noctuid
tiirlerinin mitokondriyal genom analizi yapilarak kiyaslandigi ¢alismada; Bayesian ve
ML yaklagimlart  kullanilarak filogenetik analizler —gergeklestirmislerdir. S.
subcarnea nin Erebidae familyasina ait oldugunu ve Lemyra melli ile agik bir sekilde
iligkili oldugunu bildirmiglerdir. Ayrica analizler sonucunda Lymantriidae familyasinin

Erebidae i¢inde bir alt familya olarak degerlendirilmesi gerektigini 6ne slirmiislerdir.

Choudharya vd. (2019)’nin Hindistan’daki mango yapraklarinda endemik ve ciddi
zarara yol agan Amritodus atkinsoni (Hemiptera: Cicadellidae)’nin COIl gen bdolgesine

dayanarak genetik varyasyonunun ve popiilasyon yapisinin belirlenmesi amaciyla
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yapilan ¢aligmada; alti Hindistan popiilasyonunda 14 adet haplotip agiga ¢ikarmislar ve
niikleotid ¢esitliligini diisiik seviyede bulduklarini bildirmislerdir. Ayrica, COI analizi
sonucu, A. atkinsoni 6rneklerinin yiiksek derecede bir dogrulukla diger tiirlerden agik

bir sekilde farklilagtigini rapor etmislerdir.

Avtzis vd. (2019), Ips sexdentatus (Coleoptera: Curculionidae)’nin Avrupa
poplilasyonlar1 arasindaki genetik yapinin incelendigi ¢alismada; daha ¢ok ormanlik
alanlarda ladin ve ¢am agaglarinda beslenen bu bocegin filocografyasi daha once asla
calisilmadigi ig¢in bu konu {izerinde durmuslardir. 489 bireyin mtDNA’s1 analiz
edildiginde, 86 haplotip elde edilmis ve bu haplotiplerin Avrupa’daki mevcut
durumdaki dagilimmin genetik farkliligin sekillenmesinde Onemli bir paya sahip
oldugunu, ortaya ¢ikan yapinin ayni1 zamanda gen akisini dogrulayan ve tiir i¢i ¢esitliligi

azaltan bir faktor olabilecegini ileri slirmiiglerdir.

Wang vd. (2019), tahillarda zarar yapan ve kozmopolit bir tir olan Sitobion avenae
(Fabricus) (Hemiptera: Aphididae) ile ilgili yapilan ¢alismada; Cin’in dort bolgesinden
(Hubei, Henan, Jiangsu ve Zhejiang) toplanan 6rnekleri alti adet mikrosatellit belirteci
kullanarak karakterize etmislerdir. Toplamda 302 adet S. avenae bireyinde 92 adet
coklu lokus genotipleri bulunmustur. Jiangsu popiilasyonunun 4 cografi popiilasyon
arasindaki genetik varyasyon seviyesine kiyasla yiiksek seviyede oldugu saptanmustir. S.
avenae’nin Zhejiang’dan diger ii¢ tasra bolgesine uzun mesafe gog ettigini kesfetmisler
ve kiyaslamalar sonucu bu cografi tagra bolgeleri arasindaki genetik farklilagsma oranim
diigiik bulduklarmi belirtmiglerdir. Ayrica arpadan toplanan S. avenae bireylerinin,
bugdaydan toplanan bireylere gore genetik varyasyonunun daha yiiksek oldugunu ve
arpadan bugdaya ters yonde bir gen akisinin olasi durumundan bahsetmislerdir. Ttim
orneklenen lokasyonlar arasinda Jiangsu’daki arpa ve bugdaydan toplanan bireyler
arasindaki genetik fark seviyesinin daha yiiksek oldugunu 6ne stirmiisler ve Jiangsu’nun
yant sira ikili Fst degerleri baz alinarak Zhejiang’daki arpa ve bugday alanlarindan
toplanan bireyler arasindaki genetik fark seviyesinin orta derecede oldugunu
bildirmislerdir. Sonug¢ olarak cografi faktorlere kiyasla S. avenae’deki genetik
farklilagsmay1 tesvik etmede bitki faktorlerinin daha 6nemli olabilecegi, farkli bitkiler

tizerindeki genetik farklilasma hakkinda fikir sahibi olmanin yan1 sira, bitkiler iizerinde
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farklilagmasinin ve biyotip gelisimi i¢in molekiiler mekanizmayi arastirmanin temelini

olusturabilecegini bildirmislerdir.

Barboza vd. (2019), diinya genelinde sebze iirlinlerinde yogun bir sekilde zarar yapan
Bemisia tabaci (Gennadius) ve Trialeurodes vaporariorum (Westwood) tiirlerinin
genetik varyasyonunu ve cografi dagilimini belirlemek amaciyla Kosta Rika’da
2011°den 2012’ye kadar yiiriitilen calismada; acik tarla arazilerinden ve sera
kosullarinda yetistirilen iiriinlerden toplanan 621 adet beyazsinek bireylerinin COIl gen
bolgesinin dizilerini belirlemisler ve yontem olarak PCR-RFLP’yi kullanmiglardir.
Orneklenen bolgelerdeki B. tabaci ve T. vaporariorum bireylerinin cogunlukla Akdeniz
tiri oldugunu, ayrica diisik sayida Orta Dogu-Asya tiirlerinin de bulundugunu
saptamuslardir. Yapilan analiz sonucu, Kosta Rika bolgesinde hem seralarda hem de
acik tarla alanlarinda, en sik rastlanilan tiirin T. vaporariorum oldugunu belirtmislerdir.
Akdeniz tiirleri iilkenin birgok bolgesinde yayilis gosterirken, Orta Dogu-Asya
tirlerinin nadiren bulundugunu bildirmislerdir. B. tabaci bireylerinin COIl dizi
karsilastirilmas1 sonucunda, bu tiire ait dort adet haplotip saptamislar ve bunlardan
liciiniin daha dnceden bildirilen Bat1 Yarim Kiire’de ve diinyanin bagka bolgelerindeki

haplotiplerle birebir ayn1 olduklarini rapor etmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Materyal ve Ornekleme

Calismanin ana materyalini Tiirkiye’nin farkli bolgelerindeki 16 farkli ilden toplanan
234 adet Eurygaster maura (Hemiptera: Scutelleridae) 6rnekleri olusturmustur. Bu iller
Sekil 3.1°de gosterilmistir. Bu iller arasinda Denizli ilinin sekans okumalar1 temiz
olmadig1 icin analizlere dahil edilmemistir. Analiz islemlerinde 15 farkli ilden 219 adet
ornek esas almmuistir. Popiilasyon etiketlendirilmesinde ise il adi kisaltmalari, erkek
birey ‘E’, disi birey ise ‘D’ seklinde kodlanmustir. Arazi ¢aligmalarinda kislaklardan
cikmig E. maura ergin bireyleri araziden rastgele toplanmistir. E. maura bireyleri
Anadolu’da bugday iiretimin yogun oldugu illerden toplanilmasina dikkat edilmistir.
Toplanan E. maura bireylerinin popiilasyonlar arasinda ve popiilasyon iginde
mitokondriyal DNA’nin COI gen bolgesindeki genetik ¢esitliligi ve popiilasyon yapilari
hakkinda bilgi edinmek hedeflenmistir.

Farkl illerden Toplanan Eurygaster maura populasyonlari Aciklama
® Northern bluefin tuna
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Sekil 3.1 E. maura drneklerinin toplandigi lokasyonlar
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3.1.2 Aracg ve Gerecler

Bu ¢alismada kullanilan ara¢ ve gereclerin listesi, bunlarin hangi amagla kullanildiklar

Cizelge 3.1.de 0zetlenmistir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan arag ve gereclerin listesi

Adi Kullanim amaci
Saf Su Cihazt DNA |zolasyoqu ve PZR reaksiyonlar1 i¢in tampon
¢ozeltilerin hazirlanmasi
Izole edilen DNA &rneklerinin konsantrasyonlari ve saflik
Nanodrop S X :
derecelerinin belirlenmesi
Sicak Su Banyosu DNA izolasyonuDNA izolasyonu

Calkalayici (Vortex) Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi ve DNA izolasyonu

DNA izolasyonu ve PZR asamalarinda 6rneklerin kisa
stireligine ¢oktiiriilmesi

Santrifiij

Manuel Hassas

Terazi Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasinda sarf malzemelerin
Dijital Hassas tartilmasi
Terazi
Agoroz Jel DNA izolasyonu ve PZR iiriinlerinin kalitatif ve kantitatif
Elektroforezi tayini
Gii¢ Kaynaklan Agaroz jel elektroforezi
Jel Gorintiilleme DNA izolasyonu ve PZR iiriinlerinin jelde goriintiilenip
Sistemi PC ortamina aktarilmasi

Derin Dondur - - .
¢ ondurucu Ornek ve cesitli sarf malzemelerinin saklanmasi

(+4,-20,-80)
Steril DNA Cesitli tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi, DNA ve PZR
Izolasyon Kabini islemlerinin steril ortamda yapilmasi
Sekans Cihazi DNA dizi analizi
Otaklav Deneylerde kullanilan malzemelerin sterilizasyonu
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3.1.3 Tampon Céozeltiler

Caligmada agaroz jel elektroforezi jellerinin hazirlanmasinda kullanilan tampon

coOzeltilerin igerigi ve miktar1 Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.2 Agaroz jel elektroforezi jellerinin hazirlanmasinda kullanilan stok ve
tampon ¢ozeltiler

Tampon cozelti Molarite/miktar Icerik
TE Tampon Cozeltisi 10 mM Tris
1mM EDTA
10" TBE 108.0 g Tris
Elektroforez/Jel Stok 55.09 Borik asit
Tampon Cozeltisi 40.0 ml 0.5 M EDTA (Ph:8.0)
1 1t’ ye tamamlanir Deiyonize bdH20
1" TBE 100 ml 10xTBE
Elektroforez/Jel 1 It ye tamamlanir Deiyonize bdH20
Tampon Cozeltisi

3.2 Yontem

3.2.1 Genomik DNA izolasyonu

Her bir ergin siine 6rnegi 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipleri icerisine konulmus, iizerine
500 ul CTAB (Cetyltrimethyl-ammonium bromide) soliisyonu eklenerek steril ezme
cubuklariyla ezme islemi gerceklestirilmistir. 1.5 ml’lik tiiplerin agzi1 parafilmle
kapatilip bir gece su banyosunda bekletilmistir. Ertesi glin su banyosundan ¢ikartilan
1.5 ml’lik tiipler icerisindeki sivilar, numaralandirilmis yeni 1.5 ml’lik tiiplere
aktarilmistir. Uzerine dnceden hazirlamis oldugumuz -20°C’de saklanan chloroform-
izoamil alkol karisimindan 500 pl eklenmis ve 18000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.
1.5 mI’lik tiplerin izerinde olusan iist faz, alt faza dokunmadan pipet yardimiyla gekilip
yeni 1.5 ml’lik tiiplere aktarilmis, tekrardan 18000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.
Olusan ist faz tekrardan yeni 1.5 ml’lik tliplere alinmis, her bir tlip lizerine 400 pl
izopropanol eklenmis, sonra -80°C’de yaklasik bir saat bekletilmeye birakilmistir. Daha

sonra -80°C’den alman tiipler en yiiksek devirde 30 dakika santrifiij edilmistir. Tiiplerde
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pellet olusumu goézlemlendikten sonra iistteki izopropanol alinarak 9%70’lik soguk
etanolden 400 pl eklenmis, 5 dk santrifiij edilmistir. Pelete zarar vermeden bu yikama
islemi ayn1 protokolle tekrarlanmistir. Bir sonraki asamada tiiplerin igerisinden pelete
zarar vermeden alkol pipet yardimiyla gekilmis, tiipler vakumlu kurutma cihazinda
kurutulduktan sonra {izerine 20-100 pl arasinda saf su eklenerek ¢oOziinmeleri

saglamistir.

3.2.2 Genomik DNA’nin Saflik ve Miktar Tayini

Elde edilen genomik DNA’nin miktar ve saflik kontrollerinin yapilmasinda NanoDrop
spektrofotometreden 260/280 dalga boylarinda Ol¢limleri yapilarak faydalanilmig ve
elde edilen veriler bilgisayar ortamina aktarilmistir. Orneklerden izole edilen genomik
DNA’nin kontrolleri %1°lik agaroz jelde 70-90 Volt akimda 20 dakika siireyle

yiiriitiilerek kontrol edilmistir.

3.2.3 Genomik DNA’min PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile Cogaltilmasi

Izole edilen genomik DNA, hedeflenen COI genine spesifik primer ile PZR yoluyla
cogaltilmistir. PZR’de kullanilan primer ciftleri Cizelge 3.3’de verilmistir. PZR
reaksiyonunda kullanilan ana stok maddeler ve bu maddelerin son konstrasyonu ve
miktarlar1 ise Cizelge 3.4’de sunulmustur. PZR reaksiyonu toplam hacmi 25 pl olacak
sekilde optimize edilmistir. Ayrica ¢alismada kullanilan PZR programi Cizelge 3.5’da

verilmistir.

Cizelge 3.3 E. maura’da calisilan mtDNA lokusu ve primerler

Mitokondriyal DNA Lokusu Primerler 5'—3'

Sitokrom oksidaz I (COI)-Forward (F) CAA CCCGGAACATTT ATT GG
Sitokrom oksidaz 1 (COI)-Reverse (R) GTGGGATTCGTTCAGGTGTT
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Cizelge 3.4 PZR reaksiyonu reaktifleri

Ana Stok Son Konsantrasyon Kullamlan Miktar
10 x PZR Buffer 1X Sul
MgClI2 (50 mM) 1,8 mM 2.5 ul
dNTPler (1 mM) 0,2 mM 0.5 ul
Ileri Primer (10 pM) 0,2 mM 0.5 pul
Geri Primer (10 uM) 0,2 uM 0.5 pul
Taq polimeraz (5U/ pL) 1U 0.25 pl
ddH20 1.5ml 15.25 ul
DNA 20 ng 0.5 ul

Cizelge 3.5 Touch down PZR sartlari

94°C — 3dk

94°C — 30s

65°C — 30s 5 Dongii

72°C — 90s

94°C — 30s

60°C — 30s 5 Dongii 35
72°C — 90 s Dongii
94°C — 30s 25

60°C — 30s Dy

72°C — 90s

72°C — 5dk

12°C — 00

3.2.4 Agaroz Jel Elektroforezi

Elde edilen DNA’lar %1’lik agoroz jelde, PZR iiriinlerini ise % 1.5’luk agaroz jel
elektroforezinde kontrol edilmistir. PZR triinleri yiikkleme boyasi (Blue/Orange Loading
Dye 6x, Promega) ile karistirilarak agaroz jele pipet yardimiyla yiiklenmistir. Markor
olarak 100 bp DNA ladder (Promega) kullanilmistir. 100 V’da yaklasik 1 saat yiiriitiilen
orneklerden elde edilen bantlar, transilluminator araciligiyla goriintiilenip, bilgisayar

ortaminda dosyalar giin/ay/yil olarak klasorlenerek kayit altina alinmustir.

18



3.2.5 PZR Uriinlerinin Piirifikasyonu

PZR friinlerinin piirifikasyon islemi i¢in laboratuvar kosullarinda uyguladigimiz

protokol su sekildedir;

>

Santrifiij cihaz1 +4 °C’ye gelene kadar deney oncesinde 30 dk sogutmaya
birakilmistir.

Her bir 6rnek igin; 2 pl Sodyum asetat, 2 ul EDTA, 1 ul Glikojen toplamda 5
ul’lik bir hacimde olacak sekilde, 6rnek sayisi baz alinarak her deney igin
hesaplama yapilmis, 1.5 ml’lik eppendorf tiipiinde karisim olusturulmustur.

PZR cihazindan alian kiiciik PZR tiiplerinin her birinde énceden hazirladigimiz
karistmdan (2 pl Sodyumasetat, 2 pul EDTA, 1 pl Glikojen) 1.5 ml’lik
karisimdan tiiplere 5 ul pipetaj yapilarak dagitimi yapilmustir.

Daha sonra 6nceden numaralandirdigimiz 0.5 ml’lik tiiplere sirasiyla bu 6rnekler
aktartlmistir.

Yeni hazirlanmis %100’lik soguk etanolden 70 pl aktarilip pipetaj yapilmus,
orneklerimiz 15 dk 14000 rpm’ de (+4°C)’de santrifiij edilmistir.

Santrifiij islemi bittikten sonra tiipler igerisindeki olusan beyaz goriiniimlii
pellete zarar vermeden etanol her bir tiipten uzaklastirilmastir.

Bir sonraki asamada 6rneklerimize %70’lik etanolden 200 pl aktarilmis, 5 dk
14000 rpm’ de 2. santrifiij islemi gerceklestirilmistir.

Daha sonra tiipler igerisindeki pellete dikkat edilerek etanoliin uzaklastirma
islemi yapilmigtir.

Ornekler (5-10) dk vakumlu kurutma cihazinda, pelletler kurutulmaya, tiip
igerisinde varsa kalan etanol uzaklastirilmaya birakilmistir.

Kurutulan 6rnekler tizerine 15 pl destile su eklenerek vortekslenmistir.

Son olarak piirifikasyon tiriinlerini kontrol etmek amactyla %1.5’Iuk agaroz jele
2 pl PZR iirlinii, 3 pl Buffer ile karistirilarak ytikleme yapilmis, 6rnekler 100 V°
da (45dk- 1 sa) kosturulmus, transilluminatér yardimiyla goriintiisii alinip,

giin/ay/y1l olarak bilgisayar ortaminda kayit edilmistir.
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3.2.6 Sekans PZR Protokolii ve Piirifikasyonu

PZR piirifikasyonu sonucu elde edilen drneklerden sekans PZR reaksiyonu kurulmustur.
Optimizasyon sonucu uygulanan sekans PZR protokol ve kosullar1 Cizelge 3.6 ve
Cizelge 3.7°deki gibidir.

Cizelge 3.6 Sekans PZR Protokol

Forward i¢in 1 reaksiyon Reverse i¢in 1 reaksiyon
4 Premix 4 ul | Premix

ul

1 Forward (F) Primer 1 ul | Reverse (R) Primer
ul

5 PZR  Piirifikasyon | 5 ul | PZR Piirifikasyon
ul | Uriinii Uriinii

Cizelge 3.7 Sekans PZR Kosullar

96 °C — | 2 dk

96 °C — [ 20s i
55°C - 205 | 1.
60 °C — | 4 dk gl
12°C - |

Sekans PZR irinleri, 3.2.5 “PZR pirifikasyonu ve protokoli” baslikli PZR
pirifikasyonunda kullanilan yontem ile temizlenerek o6rnekler plakaya yiiklenmis,

sekans cihazinda 6rneklerin DNA dizileri ortaya ¢ikarilmistir.

3.2.7 Sekans Sonug¢larimin Analizi

3.2.7.1 COI Gen Fragmanlarimin Dizilenmesi ve Hizalanmasi

Temiz PZR iiriinleri ve PZR reaksiyonunda kullanilan primerler ile tek yonlii “Genome
Lab Dye Terminator Cycle Sequencing with Quick Start Kiti (Beckman Coulter, USA)”
kullanilarak sekans PZR’1 yapilmistir. Sekans analizi i¢in Beckman Coulter GXP
(Beckman Coulter, USA) cihazi kullanilmstir.
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Dizileme reaksiyonu sonucu elde edilen diziler hizalama ve veri analizleri CodonCode
Aligner 3.5.6 (Ewing vd. 1998) programi kullanilarak gézle hizalanmistir. Referans
niikleotid dizileri i¢inde daha dnceki ¢alismalardan E. maura tiiriine ait var olan referans
dizisi kullanilmistir (Genbank numarasi: KM022584). Bu asamada her bir gen bolgesi
icin tek yonlii (forward) dizi hizalamasi yapilmig, daha sonrada popiilasyon i¢i ve son
olarak da popiilasyonlar arasinda g¢oklu niikleotid dizi hizalamalar1 yapilmistir. Esit
olmayan diziler i¢in konsensiis dizi FR consesus.py yazilim programi kullanilarak elde
edilmistir. Konsensiis dizilerinin hizalanmasinda ise Mega X programindan (Kumar vd.

2018) yararlanilmustr.

3.2.7.2 Genetik Cesitlilik Analizi

Toplanan  popiilasyonlarin  genetik  ¢esitliligi  ve  popiilasyon  yapisinin
degerlendirilmesinde mitokondri DNA’sina ait kodlama yapan COIl gen bdlgesi
analizlerinde molekiiler karakterizasyon hem niikleotid hem de aminoasit diizeyinde

gerceklestirilmistir.

Genetik ¢esitlilik seviyelerinin belirlenmesinde DNAsp. v.5 ve ARLEQUIN v.3.5.2.1
programlarinda bulunan parametrelerden yararlanilmistir (Excoffier ve Lischer 2010;
Librado ve Rozas 2009). Popiilasyon i¢i niikleotid cesitliligi = (Nei 1987), ikili
niikleotid farkliliklarinin ortalama sayist (k), haplotip cesitliligi (Hd), haplotip sayis1 (H)
ve popiilasyonlara 6zgiin haplotip sayisi (HU) hesaplanmistir (Tajima 1983; Nei 1987).

Ayni zamanda mitokondri DNA belirtecinde niikleotid cesitliliginin se¢ilim baskisina
maruz kalip kalmadig tespit etmek amacityla ARLEQUIN v.3.5.2.1 paket programinda
yer alan Tajima’nin D (Tajima 1989) ve Fu’nun Fs (Fu 1997) analizleri notralite
istatistiklerinin ~ hesaplanmasinda ~ kullanilmigtir. ~ Popiilasyon  genetik  yapisi
farklilagsmalar1 tahmini i¢in ikili Fsr degerleri ARLEQUIN v.3.5.2.1 programiyla
hesaplanmistir (Weir ve Cockerham 1984). Anlamlilik diizeyleri 1000 tekrarli rastgele
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permiitasyon analiziyle elde edilmis ve anlamlilik derecesi olarak p<0,05 diizeyi kabul

edilmistir.

3.2.7.3 Cografik Genetik Yapilanma

E. maura popiilasyonlarinda genetik yapilanmayi incelemek igin @ istatistiklerine
dayali molekiiler varyansin mekansal analizi SAMOVA 1.0 programindan
yararlanilmistir (Duponloup vd. 2002). Bu yazilimda saglanan yontem total genetik
varyans oraninin (Fcr) maksimum diizeye ulastigi yerde cografik agidan homojen ve
genetik olarak farklilagsmis popiilasyonlarin olusturdugu gruplari (K) ifade etmektedir.
Bu program yalnizca popiilasyonlarin cografik pozisyonu ve genetik verisi ilizerine
dayali bir genetik yapilanmayi igermektedir. Muhtemel grup sayisini belirlemek igin
K=2-10 gruplar1 icin SAMOVA analizleri yapilmistir. Her analiz 250 simiile edilmis
baglanma islemleri uygulanmis ve sonuglarin analizler arasinda uyumlu olup olmadigini
kontrol etmek i¢in her bir analiz tekrarlanmistir. Diger taraftan @ istatistiklerinin

anlamlilik diizeyleri 1000 rastgele permiitasyon tarafindan tahmin edilmistir.

Popiilasyonlar arasinda genetik iliskinin gorsel bir gosterimini olusturmak igin,
GenAlEx 6.3. paket programinda (Peakall ve Smouse 2006) ikili Fsr degerlerini
kullanilarak temel bilesen analizleri (PCA) yapilmistir. Genetik yapilanmanin
olusumunda cografik uzaklikla genetik uzaklik arasinda bir iligkinin [isolation by
distance (IBD)] var olup olmadigi, olasi IBD oriintiileri arastirilmistir. Analizlerde
popiilasyonlarin ikili Fst degerlerine karst Oklidyen cografik uzakliklarinimn
regresyonuna bagvurulmustur (Hutchison ve Templeton 1999). Analizlerde Mantel
opsiyonu kullanilarak GenAlEx 6. 3. paket programinda gergeklestirilmistir.
Popiilasyonlarin  enlemsel ve boylamsal koordinatlar1 ise, ondalik diizeye
http://www.calculatorcat.com/latitude_longitude.phtml. online programi kullanarak
doniistiiriilmiistiir. Popiilasyonlar arasindaki cografik uzakliklar yine ayn1 paket
programinda yer alan ondalik diizeyde (decimal degree) Lat/Long koordinatlarindan

cografik uzaklik hesaplama segenegi kullanilarak olusturulmustur. Tim Mantel
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testlerinin istatistiksel agidan anlamlilik diizeyleri ise genetik uzaklik matriksinin 1000

rastgele permiitasyonlariyla degerlendirilmistir.

3.2.7.4 Sebeke Analizleri

Popiilasyonlar1 olusturan bireylerin COIl gen bodlgesine ait sekans dizilerine
dayandirilarak bireyler arasindaki soy hatt1 iligkisi ortanca—baglama (median—joining,
MJ) parametresi altinda Network v5.0.0.1 programina bagvurularak gerceklestirilmistir

(Bandelt vd.1995, 1999).

3.2.7.5 Filogeni ve Filocografya

E. maura popiilasyonlarinda filogeni analizlerinde DNA uzaklik, maksimum olasilik
(ML) ve Bayesiyan cikarsamali yontemler (BL) ile analizler gerceklestirilmistir.
Analizlerde haplotip dizileri kullanilarak gergeklestirilmistir. Analiz 6ncesinde uygun
mutasyon modeli belirlemek i¢cin Mega X programindan yararlanilmigtir (Tamura vd.
2011). Hem AIC (Akaike Information Criterion) hem de BIC (Bayesian Information
Criterion) parametreleri kullanilmistir. Maksimum parsimoni analizleri disinda diger
analizlerde elde edilen agaclar1 FigTree vl. 3. 1 (Rambaout 2009) programimi
kullanilarak ¢izilmistir. Dis grup olarak Eurygaster amerinda (Genbank Accesion
Number: KR032040.1) kullanilmistr.

Uzaklik analizleri; Minimum evrim prensibine dayanana komsu-baglama (NJ)
yonteminde, evrimsel uzaklik, dogada transisyonel niikleotid degisimlerinin
transversiyonel degisimlerinden daha yiiksek olmasi nedeniyle ¢oklu degisimleri
degerlendirebilen Kimura 2-parametre(K2-P) modelinden yararlanilmistir (Kimura
1980). Niikleotid degisimlerine transisyon ve transversiyon degisimlerde dahil
edilmistir. Niikleotid pozisyonlar1 arasindaki niikleotid degisim oranindaki varyasyon
icin gamma dagilimi secilmistir. Model se¢iminde elde edilen gama degeri

kullanilmistir. Analizler Mega X programi kullanilarak gerceklestirilmistir (Kumar vd.
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2018). Aga¢ nodlarinin kararliligini degerlendirebilmek amaciyla tiim analizlerde

bootstrap degeri 1000 permiitasyon olacak sekilde analizler gerceklestirilmistir.

Maksimum Olasilik (ML) analizlerinde ise Felsenstein (1981) tarafindan onerilen
filogeni tahmini i¢in programindan yararlanilmistir. Degisken olmayan pozisyonlarinin

tahmin edilmesinde GTR+GI tercih edilmistir.

Bayesian ¢ikarsamali filogenisi ve popiilasyonlar arasi farklilasma zamanlar1 Bayesiyan
cikarsamali ve Markov Chain Monte Carlo (MCMC) yaklagimli bir filogenetik analiz
olan BEAST version 1.8.3 programi kullanilarak tahmin edilmistir (Drummond vd.
2012). Dizi veri analizlerinde Mega X programindan elde edilen model sonuglarindaki
en uygun model secilmistir. Cogunluk Kurali Konsensiis Agaci (Majority-Rule

Consensus Tree) olusturularak tahmin edilmistir.

24



4. BULGULAR

16 farkli ilden toplanan E. maura orneklerinin PZR VE PZR piirifikasyon bant
gorlntiilerinden Karaman ili Sekil 4.1 ve Sekil 4.2° de gosterilmistir. Diger illerin PZR
bant goriintilleri EK 1’ de, PZR piirifikasyon bant goriintiileri ise EK 2’ de

gosterilmistir.

Sekil 4.1 Karaman ili PZR Bant Goriintiisii

Sekil 4.2 Karaman ili PZR Piirifikasyon Bant Goriintiisii

4.2. Genetik Cesitlilik

E. maura orneklerinden elde edilen DNA 6rneklerinden PZR metodu ile ¢ogaltilan COI
gen bolgesi sonucunda elde edilen dizi analizleri sonucunda toplamda 15 Popiilasyona
ait bireyde 219 konsensiis dizi elde edilmistir. Analizlere sekans okumalar1 temiz
olmadigi i¢in Denizli popiilasyonlar1 dahil edilmemistir. Analiz edilen mitokondri DNA
dizilerinin her kromotogramda tekli piklere sahip olduklar1 gozle kontrol edilmistir. COI
geninde meydana gelen bazi1 degisikliklerde hangi niikleotidin dogru olabilecegi

Ongoriilmedigi i¢in referans dizi ile birlikte hizalanmistir.
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Analiz sonucunda 219 bireye ait niikleotid konsensiis dizisi igerisinde 112 polimorfik
pozisyon sayist (S) tespit edilmistir. Popiilasyonlar arasindan polimorfik pozisyon sayisi
en az olan popiilasyon Burdur (3) iken, en yiiksek deger Kocaeli popiilasyonunda 14
olarak bulunmustur (Cizelge 4.1). E. maura’nin toplam 219 bireyindeki 68 haplotip
sayist (h) igerisinden en yiiksek haplotip sayisinin 12 olan Eskisehir popiilasyonuna ait
oldugu tespit edilmistir. Mitokondri haplotip gesitliligi (h) sonuglar1 incelendigi zaman,
Karaman popiilasyonu en yiiksek (0,98) haplotip c¢esitliligine sahip oldugu
belirlenmistir. En diisiik haplotip ¢esitliligi Antalya popiilasyonunda (0,57) saptanmustir.
Niikleotid ¢esitliligi (m) sonuglaria gore en diisiik popiilasyon Antalya (0,923) olarak
belirlenmistir. En ylksek popiilasyon ise Balikesir (5,048)’dir. E. maura
popiilasyonlariin mitokondri haplotip cesitliligi yiiksek olup (h=0,81%0,10) 68 haplotip
(k) Dbelirlenmistir (EK 3). Haplotiplerin kodlanmasi Hapl-Hap68 seklinde
adlandirilmigtir. Haplotip dagilim sonuglarina gore herhangi bir popiilasyon tarafindan
paylasilmayan 6zgiin haplotip sayis1t Hy =59 ve haplotip ¢esitliliginin 0,81+0,10 oldugu
gozlemlenmistir. En yiiksek haplotip sayis1t 12 olan Eskisehir popiilasyonuna aittir
(Cizelge 4.1). En az haplotipe (H=4) sahip popiilasyonlar Burdur ve Antalya’dir.
Bulunma siklig1 en yiiksek olan ilk {i¢ haplotip Hap3, Hapl1ve Hap20 haplotipleridir.
Bu haplotiplerden bireylerin %33,3’ii Hap3, %14,15’1 Hapl1 ve %5,9 Hap20’yi temsil
etmektedir. Hap3 haplotipi biitiin popiilasyondan bireyler icermektedir (EK 4).

Tajima’nin D ve Fu’nun Fs degerleri (Tajima 1989; Fu 1997) hesaplanan
popiilasyonlarda niikleotid dizileri arasindaki farklilasmada notral siireglerden bir
uzaklagma olup olmadigi analizleri sonucunda Eskisehir [(D=-1,672 (p=0,027); FS=-
8,321 (p=0,000)] ve Yozgat [(D=-1,640 (p=0,024); FS=-1,850 (p=0,048)]
popiilasyonlarinda her iki test agisindan da nétraliteden anlamli derecede bir uzaklagsma
gozlenmistir (p<0,05). Diger popiilasyonlar yapilan nétralite testlerinde istatistiksel
olarak anlamli sonuglar bulunmamistir (p<0.05) (Cizelge 4.1). Bu bulgular sonucunda
anlamlilik gosteren negatif degerler popiilasyondaki nadir varyantlarin, pozitif degerler
ise orta diizey frekansa sahip pozisyonlarin fazla bulunmasindan kaynaklanmaktadir. Bu
nedenle negatif D degeri son donemde gdzlenen bir pozitif secilimine ya da hizli bir

bliylime sergileyen popiilasyona isaret etmektedir. Pozitif D degeri ise popiilasyon
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yapilanmasinin varligina ya da dengeleyici segilime isaret etmektedir (Korkmaz 2011,
Pybus ve Shapiro 2009; Arias vd. 2018).

Cizelge 4.1 E. maura i¢in Popiilasyon genetik ¢esitliligi ve notralite test istatistikleri

Populasyon n H S Hy II HgSD Tajima Fu’s Tajima's D  Fs
’sD Fs P-degeri P-degeri

Yozgat 8 5 6 4 1,500 0,78+0,15 -1,640 -1,802 0,024" 0,048"
Kocaeli 11 6 14 6 4,291  0,73%0,14 -0,451 0,341 0,344 0,526
Konya 18 6 6 8 1,059  0,70+0,09 -1,294  -2,273 0,097 0,027*
Nevgehir 19 9 8 3 1,427  0,81+0,08 -1,288  -5,050 0,104 0,000"
Usak 16 11 8 1 2,117  0,95+0,04 -0,440  -7,222 0,357 0,001"
Aksaray 15 7 6 5 1,714  0,88+0,05 -0,248  -2,370 0,461 0,041*
Karaman 10 9 8 1 2,356  0,98+0,05 -0,721  -6,618 0,287 0,000"
Eskisehir 21 12 12 1 1,762  0,90+0,05 -1,672 -8,321 0,027" 0,000"
Manisa 14 6 5 0 1,055 0,75%0,11 -1,139  -2,796 0,134 0,003*
Balkesir 15 11 12 2 5,048  0,95+0,04 1,433 -3,286 0,934 0,048"
Mugla 17 7 6 7 1,103  0,75+0,09 -1,270  -3,575 0,104 0,002"
Aydm 17 9 9 5 1,985  0,89+0,05 -0,916  -3,957 0,205 0,004*
Antalya 14 4 4 6 0,923  0,57+0,13 -0,877  -0,595 0,222 0,200
Ankara 15 7 5 7 1,162  0,84+0,07 -0,824  -3,725 0,228 0,000"
Burdur 8 4 3 3 1,214  0,75+0,14 0,204 -0,844 0,623 0,150

n: Ornek sayisi; k: Haplotip sayist; S: Polimorfik pozisyon sayist; Hy: Ozgiin haplotip sayisi ; 7:
Niikleotid gesitliligi; H:SD: Haplotip ¢esitiligi+Standart Sapma; Tajima's D P-Degeri ve Fs P-
Degeri: P-degeri <0,05

4.3. Cografik Genetik Yapilanma

Popiilasyonlar arasinda genetik farklilasma diizeylerinin belirlenebilmesi amaciyla ikili
Fst indekslerinden yararlanilmistir. E. maura nin 15 farkli popiilasyonu arasindaki ikili
Fst degerleri gosterilmistir (Cizelge 4.2). E. maura popiilasyonlar: arasinda genetik
farklilasma seviyesi incelendiginde, renkli hiicrelerle kesisen popiilasyonlar arasinda
genetik farklilasma istatistiki olarak anlamli bulunmustur (P-degeri<0.05). Yozgat
popiilasyonu ve Karaman popiilasyonu arasinda %11,462 oraninda genetik farklilagsma
diizeyi belirlenmistir. Genel olarak bakildig1 zaman Karaman popiilasyonlarinin Usak,
Aksaray, Eskisehir ve Balikesir popiilasyonlar1 ile arasinda genetik farklilasma

seviyeleri arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2 E. Maura 15 Popiilasyonu arasindaki ikili Fs degeri

Yozgat | Kocaeli | Konya Nevjehir Usak | Aksaray  Karaman Eskigehir| Manisa Balikesir Mugla Aycin | Antalya Ankara Burdur
Yozgat 0
Kocaeli -038%5 | 0
Konya 001841 001999 0
Nevgehir -0,1364 -000801 -001427 0
Usak 006681 | 003454 007017 003362 0
Aksaray 0,07265 | 0,09684 | 0,04785 002618 -00104 0
Karaman 0,11462 | 0,14948 _{),M!E 009673 00183 002991 O
Eskisehir 0,00724 | 0,03356 000757 00114 -0,0034 -001106 004825 0
Manisa -0,02066 | -0,01389 | -0,01779 |-0,02284 (,05285 | 0,03647 -0,004 0
Balikesir 0,02803 = 0,0532 @,06554 0,02635 | 0,00312  0,00139 | 0,028%6 -0,00285 003464 O
Mugla -000253 000577 -0041 -002623) 00452 003187 | 023711 001013 002992 004504 0
Aydn 004566 | 0,06811 E@ 0,04895 | 003413 | 002945 [ 006886 | 0,02858 | 005291 (00093 | 00746 0
Antalya 000524 -000774 -002775 -0,00389 013128 010953 | 022163 | 0,04741 001757 @@ 00262 013451 0
Ankara 006084 008171 007491 004781 005022 005923 | 008333 0,03454 | 006445 | 004536 005883 006225 01176 O
Burdur -0,02381 -0,01509 -0,0107 |-0,02665 002873 -0,01044 | 012074 | -0,02256 -006126 0,00108 -0,0303 (0,00727 -0,0062 006179 0

Popiilasyonlar arasinda saptanan ikili genetik uzaklik degerleri ile cografik uzaklik

arasinda anlamli bir korelasyon gozlenmemistir (R220,0097, p=0,170) (Sekil 4.3).

GGD vs FST
0,250 1

y =-3E-05x + 0,0463
0,200 R? = 0,0097

0,100 1 . s .

Genetik uzaklik {FST)

Cografik Uzaklik (km)

Sekil 4.3 COI gen veri setleri iizerinden Mantel testi

Grup saysist 2-9 arasinda SAMOVA analizi sonucunda popiilasyonlar arasinda
popiilasyonlarin cografik yayilis oriintiileri ile popiilasyonlar arasi varyasyon oranlari
arasindaki iligski Sekil 4.4°te sunulmustur. Grup sayist 2 olarak incelendigi zaman

gruplar arasinda (Fcr) %32,772, grup popiilasyonlar1 arasinda (Fsc) %9,604 ve

28




popiilasyonlar icerisinde (Fst) %39,229 oraninda genetik uzaklik ve cografik uzaklik
degerleri arasinda iliski bulunmaktadir (Sekil 4.4).

0,9
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o
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Sekil 4. 4 SAMOVA sonuglari

Grup sayist K=9 oldugu zaman Konya, Usak, Aksaray, Antalya, Eskisehir ve Mugla
popiilasyonlar1 genetik uzaklik ve cografik uzaklik analizleri sonucunda ayni grup

icerisinde siniflandirilmistir (Sekil 4. 5).

Sekil 4.5 SAMOVA sonuglari

Grup Savisi

N
W

|

Bahkesir
Kocaeli
Aydin
Karaman
Burdur
Manisa
Yozgat
Ankara
Nevsehir
Konya
Usak
Aksaray
Eskisehir
Mugla
Antalya




Temel koordinatlar analizleri (PCoA) sonucunda COI gen bolgesi agisindan popiilasyon
arasinda genetik ¢esitlilik saptanmigtir (Sekil 4.6). Temel bilesenlerin ilk ekseni
(PCoA1) toplam genetik varyasyonun %64,72’sini agiga ¢ikarmistir. Temel bilesenlerin
2. eksenlerin (PC2) aciga c¢ikardigi toplam varyasyon oram1 %79,66 olarak

belirlenmistir.
Temel bilesen Analizi (PCoA)
@ Aydn @ Yozgat
Kocaeli
©
& Balikesir
o a
S Ankara Burdur
& Karaman Manisa
(o] .
Nevsehir
4 Eskisehir : Antaly3
L 2
@ Usak & Mugla
@ Aksaray Konya
PC1 (% 64,72)

Sekil 4.6 ikili genetik uzaklik (Fst) degerleri kullanilarak yapilan temel koordinatlar
analizi (PCoA) (Renkler Popiilasyonlar: temsil etmektedir)

4.4. Sebeke Analiz Sonuclar:

Gergeklestirilen soy hattt iligkisi Sekil 4.7°te gosterilmistir.  Sebeke analizleri
sonuglarinda popiilasyonlari olusturan bireyler arasinda yildiz benzeri (star-like) bir
yapilanma ag¢iga cikmistir. Bu durum ilgili tiirlin son donemde ani bir genislemeye
maruz kaldig1 ve haplotiplerin birbirlerinden yeterli oranda farklilagmadiklarina isaret
etmektedir. Ayrica diger analizlerdekine benzer sekilde Koacaeli ve Balikesir
popiilasyonlart hem digerlerinden goreli farklilasmis hem de birbirlerine daha yakin

konuslandiklar1 gézlenmistir.
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Sekil 4.7. COI gen bolgesi ait sebeke analizi

4.5. Filogenetik Analiz sonug¢lar:

Mega X (Kumar vd. 2018) programindan en uygun model se¢iminde parametreleri
mevcut DNA dizilerinden en uygun model olarak alt1 parametreli GTR+G+I modelini
saptamuistir. Uzaklik analizlerinden NJ dendogrami E. maura popiilasyonlarinin ii¢ farkli

kiimelenme sergilediklerine isaret etmektedir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 Haplotipler arasindaki Komsu Baglama (NJ) dendogrami (Genetik uzaklik
matrisine dayali K2-P modeli)

Maksimum olasilik analizleri filogeni tahmini i¢in Felsenstein (1973) ve Farris (1973)
tarafindan gelistirilen bir yontemdir. Bu yoOnteme gore evrimsel degismeler bir
karakterin diger bir karaktere degismesi veya yeni bir karakter olusturmasinda belirli bir
olasilik bulunmaktadir. Maksimum olasilik analizleri tahmin edilerek elde edilen

filogenetik agac Sekil 4. 9°deki gibidir.
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Bayesian ¢ikarsamali filogenetik analizler sonucunda haplotipler arasindaki niikleotid
dizilerine dayali filogenetik iliskiler ve farkli soy hatlarinin digerlerinden ayrilma
zamanlar1 ve giiniimiiz Oriintiileri hakkinda bilgi edinilebilmektedir. Insa edilen
kladogram 0,50-1,00 posterior giivenirlik araliginda kladlarin varligini gostermektedir
(Sekil 4. 10). Monofiletik bir iliski sergileyen E. maura tiirii igerisinde Hap2 ve diger
haplotiplerin temsil ettigi klad tiim digerlerinden giiglii bir destek degeri (PP=1) ile
ayrilmistir. Diger kalan haplotipler arasinda ise net bir farklilasma gozlenmemis olup
popiilasyonlar arasi farkli haplotiplerin paylasim durumlarina paralel olarak birlikte

kiimelendikleri gézlenmistir.

0.1 +——4

XY

e Hap 54
5y ~Haps3
Hap 51

.06 Hap 49

DL

1)
e Hap 52
o2s “Hap2

Sekil 4.10 Haplotipleri arasindaki filogenetik iliski. (Aga¢ Bayesiyan analizine dayali bir
cogunluk kurali uyumluluk agacidir).
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Elde edilen filogenetik agaclar, genel topoloji bakimindan birbirleri ile uyumludur.
Sonug olarak popiilasyonlar ve dis grup Eurygaster amerinda ile insa edilen agag

sonuglaria gore haplotiplerin birbiri ile akraba tiirler olduklar1 saptanmustir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez caligmasinda, ililkemiz i¢in 6nemli besin kaynagi olan bugday ve tahillarda
zararli olan E. maura tiirliniin filocografyasi {lizerinde ¢alisilmistir. Mitokondriyal DNA
sitokrom oksidaz | gen bolgesi PZR ile ¢ogaltilip dizi analizi yapilmistir. Bu veri setinde
stinenin iilkemizdeki farkli cografik bdlgelerinden elde edilen popiilasyonlarinda

genetik cesitliligi, filogenetik iliskiler ve filocografik analizler yapilmistir.

Bugiine kadar bir¢ok calismada intronlarin bulunmamasi, rekombinasyon sinirli olmasi,
haploit olmas1 ve maternal kalitima sahip olmasindan dolayr mitokondriyal genom bu
tir caligmalarda tercih edilmektedir (Hebert vd. 2003; Blaxter 2004; Korkmaz vd.
2011). Bocek evrimi hakkinda bilgi edinmek i¢inde, COIl geni cografik yapr ile iligkili
tiir i¢i varyasyonu ortaya koyabilecek hizdadir. Ayrica bu gen bolgesi bircok bdcek
tirliniin tanilanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Rach vd. 2017, Guz vd. 2013,
Duman vd. 2015, Zheng vd. 2017).

Popiilasyon genetigi analizleri tarimsal zararli popiilasyonlarinda evrim tarihinin analiz
edilmesi, gog¢ sekilleri, genetik yapist ve dinamiklerinin belirlenmesi icin yeni bir
strateji saglayabilir. Buna ek olarak, tiirlerin genetik ¢esitliliginin kesfedilmesi, kriptik
tiirlerin olup olmadigini belirlemede yararli olabilmektedir. Bu konuda, tiirlerin dogru
tanilanmas1 ve bolgesel popililasyonlar arasinda cesitliligi diisiinlince etkili zararh

yonetiminin temelidir (Barman vd. 2017).

Analiz edilen mitokondri DNA fragmanmin COIl gen bodlgesi 340 b¢ uzunlugunda bir
niikleotid diziden olusmaktadir. E. maura popiilasyonlarinda 68 haplotip igerisinden 59
Ozgiin haplotipe sahip olmasi konusunda Anadolu popiilasyonlarin yiiksek diizeyde
bir genetik ¢esitlilige sahip olduguna isaret etmektedir (Cizelge 4.1 ve EK 3). Gozlenen
bu yiliksek genetik ¢esitlilik, Anadolu’daki yayilis1 agisindan biiyiik bir popiilasyon
biiytikligiine erigmis olabilecegine isaret etmektedir. Anadolu’da yapilmis birgok
caligmada elde edilen sonuglardan Anadolu popiilasyonlarinda uzun stireli bir

biyocografik izolasyonu énermektedir (Korkmaz 2014, Boztepe 2012, Altun vd. 2018).
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E. maura popiilasyonlariin giiniimiizdeki yayilislarinin arastirilmasi amaciyla yapilan
analizde 219 bireyin 77 bireyinde (%35,15) Hap3 haplotipi igerisinde yer almustir.
Sadece Karaman ili popiilasyonlarinda higbir birey bu Hap3 haplotipi igerisinde
bulunmamaktadir. Ozgiin haplotip sayis1 sonuglarinda ise 59 adet dzgiin haplotip tespit
edilmistir. En yiiksek 6zgiin haplotip oran1 %88,8 orani ile Karaman popiilasyonu
olarak saptanmistir. Ozgiin haplotip sayisinin Yozgat, Kocaeli, Karaman, Ankara, Usak,
Nevsehir, Eskisehir ve Balikesir popiilasyonlarinda yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Ozgiin haplotip sayilarmim fazla olmas1 bu popiilasyonlarda yiiksek olmayan bir gen
akigina sahip olduklarini akla getirmektedir. Tiim bireyler icerisinde tek bir haplotip ile
temsil edilen popiilasyonlar arasinda Manisa, Antalya ve Aksaray popiilasyonlari
bulunmaktadir (EK 2). Bu popiilasyonda tek bir haplotipin bulunmasini, farkli insektisit
uygulamalari, habitattaki yasami ve konukgu bitki cesitliligi gibi faktorler
etkilemektedir. Bagka bir olasilik bu popiilasyonlar bugday tiretimi agisindan kiigiik ve
izole olmalarindan dolayr siiriklenme veya secilimden kaynaklanan haplotip
cesitliliklerini kaybetmis olma ihtimalidir. Ulkemizdeki tarimsal faaliyetler sonucunda
insektisit kullanimi1 bu popiilasyonlarin oldugu bolgelerde yaygin olarak yapilmaktadir.
Bu arazilerde yogun insektisit kullanimi popiilasyondaki birey sayisinin azalmasina
neden olur. Bu durum diisiik frekansli haplotiplerin kaybina sebep olabilir (Pedelini
2016). Diger yandan, biiytlik 6lgiide kaliteli iiriine bagimli olan konukcu bitkinin bocek
varliginda goézlemlenen sonuglarin gelisimini iceren bir baska faktor olabilir. E. maura
erginleri genellikle bitkinin kardeslenme ve basaklanma doneminde hububati kok
bogaz iistiinden ve bitkinin sapim1 emerek zarara sebep olurlar. Bu {iriinlerde bocegin
gelisimini ve bitki yapist acisindan bocegin hareketini engelleyebilecek yapisal bir
bariyer bulunmamaktadir. Bu durum siinenin bu {irlinlerde gelisimi genetik ¢esitliligin

devam etmesine yardimci olabilir (Tillman vd. 2009).

Popiilasyonlarda genetik yapilanma gen akisimi etkileyen cografik izolasyon ya da
cevreleri ile iligkili olarak etkilenebilmektedir. Bununla birlikte popiilasyonlarda
yapilanma hem siiregiden hem de tarihsel siireclerin etkileriyle de miimkiin olabilir.
Genetik farklilagma diizeyleri incelendiginde Eskisehir popiilasyonlarinin Manisa,
Antalya, Mugla, Ankara ve Burdur popiilasyonlar1 arasindaki genetik farklilasma

diizeyleri istatistiki olarak anlamli farklilik sergilemektedir (Cizelge 4.2). Diisiik genetik
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farklilagmalar popiilasyonlarin bulunduklar1 kosullara uyum saglamak i¢in pozitif bir

secilim baskisi altinda olabilecegini 6ngormektedir.

Anadolu popiilasyonlarinda polimorfik pozisyonlar agisindan niikleotid dizileri arasinda
gozlenen farklilagsmalarin notral siireglerle olan iligkileri incelendiginde, Fu’nun Fsg
degeri popiilasyonlarda (Kocaeli, Antalya ve Burdur Popiilasyonu hari¢) ani bir
bliyiimenin varhigini isaret etmektedir (Cizelge 4. 1 p<0,05). Tajima’nin D testi
sonuglarima gore popiilasyonlardan sadece Yozgat ve Eskisehir’de genetik
farklilasmanin dogrudan pozitif ya da negatif bir secilim ile iliskilendirilecegini tahmin
edilmektedir (Tajima 1989; Fu 1997). Fs degeri sabit popiilasyon biiyiikliigiiniin
anlamsiz hipotezini reddetmek konusunda olduk¢a hassastir. Bu sebeple Fu’nun Fs
degeri Tajima’nin D testine gore daha giivenilirdir (Ramos ve Rosas 2002). Fakat
Fu'nun Fs degeri ve Tajima’nin D testine gore negatif degerler evrimdeki ndtral
modelinde beklentileri karsilastirildiginda nadir mutasyon fazlaliginin var oldugu
gostermektedir. Bu nedenle tiim popiilasyonlarda tespit edilen diisiik frekansh
haplotipler ani popiilasyon biiyiimesinden kaynaklanmis olabilir (Fu 1997, Ramos ve
Rozas 2002).

Mantel testi sonuclarina gére E. maura popiilasyonlarinda genetik uzaklik degerleri
cografik uzaklikla azaldig1 bir go¢ modeline uymamaktadir (Sekil 4.1. p>0,05). Medyan
Birlestirme Agi (Bandelt vd. 1999) analizi sonucunda popiilasyondaki bireylerin
birbirleriyle genetik olarak iliskili oldugu goriilmektedir. ikili genetik uzaklik (Fst)
degerleri kullanilarak yapilan temel koordinatlar analizi (PCoA) sonuglarina gore,
cografik uzakliklarin genetik farklilagsma diizeylerini degistirmedigini yapilan Onceki

analizler desteklemektedir.

Samova analizlerinde kullamilan K (grup sayisi) artirildiginda, benzer olan P-
popiilasyonlarin dahi farklilagtigini tespit etmislerdir (Sekil 4.2 ve Sekil 4.3). Pitchard
ve Wen (2003) marjinal olasilik logaritmas1 dengelenmeye basladiginda, grup sayisinin
belirlenmesini tavsiye etmislerdir. E. maura popiilasyonlari i¢in K degerinin 7 oldugunu
varsayarsak Ankara, Nevsehir, Konya, Usak, Eskisehir, Mugla ve Antalya
popiilasyonlar1 tek bir popiilasyon (tiirdes) olarak kiimelenmistir (Sekil 4. 3).
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Filogenetik aga¢ sonuglarina gore de popiilasyonlarimizin farkli lokasyonlardan
toplanmasi ile elde edilen analizler sonucunda E. maura popiilasyonlarinin maksimum
olasilik ve Sekil 4.6, Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’deki Bayesian ¢ikarsamali filogenetik
agaclar incelendigi zaman, E. maura haplotipleri bir tarafta kiimelenip dallandiklari

goriilmektedir. E. maura ve E. amerinda yakin akraba tiirler oldugu goriilmektedir.

Sonug olarak onemli bugday ve tahil zararlis1 olan siinelerin Anadolu’daki yayiliglar
cografik uzaklikla iligkili olmadig1 ve herhangi bir gé¢ yoluyla genetik farklilagmanin
goriilmedigi tespit edilmistir. Filogenetik ¢alismalar da bu sonuglar1 desteklemektedir.
Ayrica aragtirmada E. maura popiilasyonlarinin yayilisi daha ¢ok mekanik olarak
tasinmayla gerceklestigi sonucuna varilmistir. Mekanik olarak taginma iiretim yerinden
bir materyal yoluyla baska bir yere tasinmasi sekilde gerceklesmektedir. Bu materyaller
insanlar, tahil tariminda kullanilan araglar ve benzeri olabilmektedir. Bu zararlinin
yayilis alanlarinin kisitlanmasi i¢in bu mekanik taginma yollariin (insan, tarim alet ve
ekipmanlari, tohum, tasinma araglari, depolanma alanlar1) bu zararlidan steril olmasi
gerekmektedir. Etkili yapilacak mekanik miicadele yontemleri bu zararlinin kontrol

altina alinmasin saglayacaktir.

Yapilan bu calismada iilkemizdeki 15 farkli ilden toplanan 219 E. maura o6rneklerinden
yapilan analizler ile iilkemizdeki Siine popiilasyonlart COl gen bolgesi molekiiler olarak
tanimlanmistir. Ayrica E. maura popiilasyonlarinda gen akisinin nasil oldugu ve
popiilasyonlarinin nasil yayildig: ilgili bilgiler edinilmistir. Elde edilen veriler ile gen
bankasinda biyoinformatik alt yapiya katki saglanmistir. Etkili tarimsal miicadele
onerileri Tarim ve Orman Bakanlifi Arastirma Enstitiileri ve il Tarrm Hayvancilik
Midiirliigi teknik elemanlar1 ile ireticiler arasinda bilgilendirme yapilarak fayda
saglanmas1 yonelik caligsmalara katki saglayacaktir. Bu tiir ¢aligmalarin yapilmasi
kimyasal miicadeleye alternatif metotlarin etkili sekilde kullanilmasina da onciiliik

edecektir.

39



KAYNAKLAR

Agizan, K. Bayramoglu, Z. ve Tekin, M. 2018. Tiirkiye’de Biyoekonomi
Girisimciliginin Tarimdaki Onemi. Tarim ve Doga Dergisi, 21(dzel say1), 227-
236.

Akgiin, I, Altindal, D. ve Kara, B. Isparta Ekolojik Kosullarinda Ekmeklik ve
Makarnalik Baz1 Bugday Cesitlerinin Uygun Ekim Zamanlarinin Belirlenmesi.
Tarim Bilimleri Dergisi, 17(2011), 300-309.

Altun, B. T. Korkmaz, E. M. Bagibiiyiikk, H. H. 2018. Anadolu Bombus Lapidarius
L.(Apidae: Hymenoptera) Popiilasyonlarinin Genetik Yapilanmasi. Anadolu
University of Sciences and Technology-C: Life Sciences and Biotechnology,
7(2).

Anonim. 2019. Web Sitesi: http://www.zmo.org.tr. (/genel/bizden/_detay.php?kod=)
Erigsim Tarihi: 06.02.2019.

Anonim. 2019. Web Sitesi: http://catalcatarim.blogcu.com. (/sune-mucadelesi/7996391)
Erisim Tarihi: 14.03.2019

Anonim. 2019.Web Sitesi:https://www.sorhocam.com.(/etiket.asp?sid=444&eurygaster-
spp/) Erisim Tarihi: 14.03.2019

Anonim 2008a, Zirai Miicadele Teknik Talimati, Tarim ve Koyisleri Bakanligi,
Arastirmalar Genel Mudiirliigii, Ciltl, 143, Ankara.

Anonymous. 2019. Web Sitesi: http://www.fao.org. (/faostat/en/#data/QC/visualize)
Erisim Tarihi: 06.02.2019.

Arisoy, H. 2004. Tarimsal Arastirma Enstitiileri Tarafindan Yeni Gelistirilen Bugday
Cesitlerinin Tarim Isletmelerinde Kullanim Diizeyi ve Geleneksel Cesitler ile
Karsilastirmali Ekonomik Analizi, Konya Ili Ornegi. Yiiksek Lisans Tezi.
Selcuk Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Tarim Ekonomisi Anabilim Dal,
176, Konya.

Avtzis, D. N. Lakatos, F. Gallego D. Pernek M., Faccoli M., Wegensteiner R. 2019.
Shallow Genetic Structure among the European Populations of the Six-Toothed
Bark Beetle Ips sexdentatus (Coleoptera, Curculionidae, Scolytinae). Forests,
10(2), 136.

Bandelt, H.J. Forster P. Sykes, B.C. and Richards, M.B. (1995). Mitochondrial portraits
of human populations using median networks. Genetics, 141, 743-753.

Bandelt, H.J. Forster, P. Rohl, A. (1999). Median-Joining Networks for Inferring
intraspecific Phylogenies. Molecular Biology and Evolution 16, 37-48.

40


http://www.zmo.org.tr/
https://www.sorhocam.com/
http://www.fao.org/

Barboza, N. M. Esker, P. Inoue-Nagata, A. K. and Moriones, E., 2019. Genetic diversity
and geographic distribution of Bemisia tabaci and Trialeurodes vaporariorum in
Costa Rica. Annals of Applied Biology, 174(2), 248-261.

Barman, A. K. Joyce, A. L. Torres, R. & Higbee, B. S. (2017). Assessing genetic
diversity in four stink bug species, Chinavia hilaris, Chlorochroa uhleri,
Chlorochroa sayi, and Thyanta pallidovirens (Hemiptera: Pentatomidae), using
DNA barcodes. Journal of Economic Entomology, 110, 2590-2598.

Blaxter, ML. 2004. The promise of a DNA taxonomy. Philos Trans R Soc Lond B Biol
Sci. 359, 669-679.

Boztepe, Z. Kaya, S. Ciplak, B. 2013. Integrated systematics of the Poecilimon luschani
species group (Orthoptera, Tettigoniidae): radiation as a chain of populations in
a small heterogeneous area. Zoological Journal of the Linnean Society, 169(1),
43-69.

Choudharya, J. S. et al., 2019. Genetic diversity of mango leafhopper, Amritodus
atkinsoni (Hemiptera:Cicadellidae) based on mtCOI gene sequences from India.
Mitochondrial DNA Part B, 4(1), 261-264.

Critchley, B. R. 1998. Literature review of sunn pest Eurygaster integriceps Put.
(Hemiptera, Scutelleridae). Crop Protection , 17(4), 271-287.

Cigekler, M. 2012. Anizlarin (Bugday Saplar1) Kagit Hamuru ve Kagit Uretiminde
Degerlendirilmesi.Yiiksek Lisans Tezi. Kahramanmaras Siitgii Imam
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Orman Endiistri Miihendisligi Anabilim
Dali, 72, Kahramanmaras.

Demirci, F. 2003. Baz1 Bugday Cesitlerinin Onemli Kok ve Kok Bogazi Hastalik
Etmenleri (Fusarium spp., Bipolaris sorokiniana)' ne Karsi. Tarim Bilimleri
Dergisi, 9(4), 460-466.

Depaulis, F. Mousset, S. ve Veuille, M. 2003. Power of neutrality tests to detect bottle
necks and hitchhikin, Journal of molecular evolution, 57(1), S190-S200.

Duman, M. Giiz, N. Sertkaya, E. DNA barcoding of sunn pest adult parasitoid using
cytochrome ¢ oxidase subunit I (COI). Biochemical Systematics and Ecology,
2015, 59(2015), 70-77.

Dupanloup, I. Schneider, S. Excoffier, L. 2002. A simulated annealing approach to
define the genetic structure of populations. Molecular Ecology, 11, 2571-81.

Drummond, AJ. Suchard, MA. Xie, D. Rambaut, A. Bayesian phylogenetics with
BEAULti and the BEAST 1.7. Molecular Biology and Evolution, 2012 (29),
1969-1973.

41



Excoffier, L. Lischer, H. E. 2010. Arlequin suite ver 3.5: a new series of programs to
perform population genetics analyses under Linux and Windows. Molecular
ecology resources, 10(3), 564-567.

Ewing, B. Green, P. 1998. Base-calling of automated sequencer traces using phred. II.
Error probabilities. Genome research, 8(3), 186-194.

Foottit, R. G. Maw, H. E. L. Dohlen, C. D. V. and Hebert, P. D. N. 2008. Species
identification of aphids (Insecta: Hemiptera: Aphididae) through DNA barcodes.
Molecular Ecology Resources, 2008(8), 1189-1201 .

Freitas, F. Castro, A. M. C. Barbosa, N. & Fernandes, O. 2018. Characterization and
Comparison of Genetic Variation in Cotesia flavipes (Hymenoptera:Braconidae)
Mass Reared for Biological Pest Control Using Microsatellite Markers.
Neotropical Entomoloji, 47(4), 433-439.

Gegit, P. ve Ikincikarakaya, S. U. 2011. Tarla Bitkileri. Ankara Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Yayinlari. Ankara, 1588, Ankara.

Gullan, P.J. and Cranston P.S., 2010. The Insect: An Outline of Entomology. A John
Wiley& Sonsi Ltd., Publication, 2-9 and 190-194, UK.

Gliz, N. Kocak, E. Kilincer N. 2013. Molecular phylogeny of Trissolcus species
(Hymenoptera: Scelionidae). Biochem Syst Ecol. 48, 85-91.

Giiz, N. ve Kilinger, N. 2012. Bocek Sistematiginde Molekiiler Markorlerin Kullanima.
Tiirkiye Entomoloji Biilteni, 2(2), 125-145.

Hebert, PDN. Cywinska, A. Ball, SL. Dewaard, JR. 2003a. Biological identifications
through DNA barcodes. Proc R Soc Lond B Biol Sci. 270, 313-321.

Hedrick, P. W. Genetics of Populations. Jhones and Barlett Publishers, 663, Canada.

Hutchison, D.W. Templeton, A.R. 1999. Correlation of pairwise genetic and geographic
distance measures: inferring the relative influences of gene flow anddrift on the
distribution of genetic variability. Evolution, 53, 1898-1914

Inal, B. 2018. Kiraz Siyah Yaprakbiti [Myzus cerasi (Fabricus, 1775) (Hemiptera:
Aphididae)]” nin farkli Popiilasyonlarinda genetik varyasyonun ve
endosimbiyontlarinin  belirlenmesi. Doktora Tezi. Ankara Universitesi, Fen
Bilimleri Enstitiisii, Ankara.

Islamoglu, M. and Karacaoglu, M. 2018. Efficacy of The Some Insecticide Used in The
Sunn Pest Eurygaster Spp. (Het; Scutelleridae) Struggle On the Adults of G.
Monspeliensis (Picard) (Hymenoptera: Scelionidae) Parasitoid. Entomology and
Applied Science Letters, 5(1), 21-26.

42



Kan, A. 2000. Orta Anadolu Sartlarinda Ekmeklik Bugday Islahinda Kullanilabilecek
Uygun Ebeveyn ve Melezlerin Cokludizi(LinexTester) Yontemiyle
Belirlenmesi. Doktora Tezi. Ankara Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Tarla
Bitkileri Anabilim Dali, 127, Ankara.

Karut, K. Kaydan, M.B. Castle, S.J. Kazak, C. Ulusoy M.R. 2014. Study on species
composition Bemisia tabaci (Gennadius, 1989) (Hemiptera: Aleyrodidae) on
cotton in Cukurova plain, Turkey. Tiirkiye Entomoloji Dergisi, 38(1), 43-50.

Kaya, S. 2007. Siine ve Kimil Emgili Bugday Tanelerinin Sortex Cihazi ile Ayrilmasi
Uzerine Bir Arastirma.Yiiksek Lisans Tezi. Selguk Universitesi, Fen Bilimleri
Enstitiisti, Gida Miihendisligi Anabilim Dal1, 78, Konya.

Kinaci, E. and Kinaci, G. 2007. Genotypic Variations in Yield and Quality of Wheat
Damaged by Sunn Pest (Eurygaster spp.). Pakistan Journal of Botany, 39(2),
397-403.

Kumar, S. Stecher, G. Li, M. Knyaz, C. and Tamura, K. 2018. MEGA X: molecular
evolutionary genetics analysis across computing platforms, Molecular biology
and evolution, 35 (6), 1547-1549.

Korkmaz, E. M. Budak, M. & Basibiiyiik, H. H. (2011). Utilization of cytochrome
oxidase I in Cephus pygmeus (L.)(Hymenoptera: Cephidae). Turkish Journal of
Biology, 35(6), 713-726.

Librado, P. and Rozas, J. 2009. DnaSP v5.0, A software for comprehensive analysis of
DNA polymorphism data. Bioinformatics, 25, 1451-1452.

Lin, X. L. Stur, E. and Ekrem, T. 2018. DNA barcodes and morphology reveal
unrecognized species in Chironomidae (Diptera). Insect Systematics &
Evolution, 49(4), 329-398.

Meeyen, K. Spoladawan, P. N. & Pramual, P. 2014. Population structure, population
history and DNA barcoding of fruit fly Bactrocera latifrons (Hendel) (Diptera:
Tephritidae). Entomological Science, 2014(17); 219-230

Miller, R. H. and Pike, K. S. 2002. Insect in wheat-based systems. FAO Plant
Production and Protection Series, No:30. Rome.

Ozbek, F. S. ve Fidan, H. 2013. Konya ilinde Bugday Uretiminde Uriin Kaybina
ve/veya Fiyat Indirimine Neden Olan Hastalik ve Zararlilarin Incelenmesi.
Selguk Tarim ve Gida Bilimleri Dergisi , 27(2), 92-97.

Partigdg, F. 2009. Konya Yoresi Yerel Popiilasyonlarindan Secilen Ekmeklik Bugday
Hatlarinin Sulu ve Kuru Kosullarda Verim, Kalite ve Agronomik Ozelliklerinin
Belirlenmesi. Yiiksek Lisans Tezi. Selcuk Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Tarla Bitkileri Anabilim Dali, 73, 2009.

43



Passos, J.F. Nascimento, D. B. Menezes, R. S. T. Adaime, R. Araujo, E. L. Lima, K. M.
Zucchi, R. A. Teles, B. R. Nascimento, R. R. Arce, R. R. Barr, N. B. McPheron,
B. A. Silva, J. G. 2018. Genetic structure and diversity in Brazilian populations
of Anastrepha obliqua (Diptera: Tephritidae). Plos One, 13(12), 1-14.

Peakall, R. Smouse, P.E. (2006). GENALEX 6: genetic analysis in Excel. Population
genetic software for teaching and research. Molecular Ecology Notes, 6, 288—
295.

Pérez de Rosas, A. R. Fernandez, C. J. Cuczuk, M. 1. Grosso, C. G. & Garcia, B. A.
2019. Variation in mitochondrial cytochrome c oxidase subunit I gene in Nezara
viridula (Hemiptera: Pentatomidae) from Argentina. Journal of Applied
Entomology, 143(4), 470-477.

Pybus, O.G. and Shapiro, B. (2009). Natural selection and adaptation of molecular
sequences, pp. 407418, Eds. Lemey P., Salemi M and vandamme A-M.,
ThePhylogenetic Handbook: a Practical Approach to Phylogenetic Analysis and
Hypothesis Testing. Cambridge University Press

Rach, J. Bergmann, T. Paknia, O. DeSalle, R. Schierwater, B. Hadrys, H. 2017. The
marker choice: Unexpected resolving power of an unexplored CO1 region for
layered DNA barcoding approaches. Plos One, 12(4), e0174842.

Ramos-Onsins, S. E. & Rozas, J. 2002. Statistical properties of new neutrality tests
against population growth. Molecular Biology and Evolution, 19, 2092-2100.

Rivera, J. and Currie, D. C. 2009. Identification of Nearctic black flies using DNA
barcodes (Diptera:Simuliidae). Molecular Ecology Resources, 2009(9), 224-236.

Rua, P. D. L. Galian, J. Serrano, J. & Moritz, R. F. A. 2001. Genetic structure and
distinctness of Apis mellifera L. populations from the Canary Islands. Molecular
Ecology, Issue 10(2001), 1733-1742.

Satar, G. and Toklu, P. 2018. Genetic diversity in some Lysiphlebus confusus
(Hymenoptera: Braconidae) populations. Tiirkiye Biyolojik Miicadele Dergisi,
9(2), 124-136.

Tajima, F. 1983. Evolutionary relationship of DNA sequences in finite
populations.Genetics, 105, 437-460.

Tajima, F. 1989. The effect of change in population size on DNA polymorphism.
Genetics, 123, 597-601.

Tamura, K. Dudley, J. Nei, M. et al. 2007. MEGA4: Molecular Evolutionary Genetics

Analysis (MEGA) software version 4.0. Molecular Biology and Evolution, 24,
1596-1599.

44



Tillman, P. G. Northfield, T. D. Mizell, R. F. and Riddle, T. C. 2009. Spatiotemporal
patterns and dispersal of stink bugs (Heteroptera: Pentatomidae) in peanut-cotton
farmscapes. Environmental Entomology, 38, 1038-1052.

Unal G. 2016. Trakya Bolgesindeki Bal Arilarinda (Apis Mellifera L.) mtDNA
Sitokrom C Oksidaz Altbirim I (COI) Geni Analizi. Yiksek Lisans Tezi. Namik
Kemal Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Tekirdag.

Vadivalagan, C. et al., 2017. Exploring genetic variation in haplotypes of the filariasis
vector Culex quinquesfasciatus (Diptera: Culicidae) through DNA barcoding.
Acta Tropica, 16(706); 31012-310109.

Wang, D. et al. 2019. Clonal Diversity and Genetic Differentiation of Sitobion avenae
(Hemiptera: Aphididae) From Wheat and Barleyin in China. Journal of
Economic Entomology, XX(XX), 1-10.

Weir, B.S. Cockherham, C.C. 1984. Estimating F-statistics for the analysis of
population structure. Evolution, 38, 1358-1370.

Xin, Z.Z. Liu, Y. Zhang, D. Z. Wang, Z. F. Tang, B. P. Zhang, H. B. Zhou, C. L. Chali,
X. Y. Liu, Q. N. 2018. Comparative mitochondrial genome analysis of Spilarctia
subcarnea and other noctuid insects. Biological Macromolecules, 107(2018),
121-128.

Yal¢inkaya, S. Ayar, A. ve Elgiin, A. 2003. Bugday Ruseymi ve Fitaz Ilavesiyle Besin
Degeri Yiiksek Yogurt Uretimi. S.U. Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 17(32), 57-63.

Zheng, Y. Wu, R. Dorn, S. and Chen,M. (2017). Diversity of tortricid moths in apple

orchards: Evidence for a cryptic species of Grapholita (Lepidoptera: Tortricidae)
from China. Bull Entomol Res 107 (2), 268-280.

45



EKLER

EK 1 Farkli illerden toplanan 6rneklerin PZR bant goriintiileri
EK 2 Farkli illerden toplanan drneklerin PZR piirifikasyon bant goriintiileri
EK 3 Popiilasyonlarda COI haplotiplerinin dagilimi

EK 4 Popiilasyonlarin haplotiplerinin dagilim1

46



EK 1 Farkl illerden toplanan 6rneklerin PZR bant goriintiileri

47



48



49



EK 2 Farkh illerden toplanan 6rneklerin PZR piirifikasyon bant goriintiileri
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EK 3 Popiilasyonlarda COI haplotiplerinin dagilimi

Popi;l;lsyon Toplam Yozgat Kocaeli Karaman Konya Manisa  Ankara  Antalya Aksaray Burdur Usak Mugla  Nevsehir Eskisehir Balikesir Aydin

N 219 8 11 10 18 14 15 15 15 8 16 17 19 21 15 17

H 68 5 7 9 6 6 7 3 7 4 11 7 8 12 11 4

Hy 59 4 6 8 3 1 5 1 1 0 7 2 5 6 7 3

Hqy 0,81+0,10 0,78+0,15 0,73+0,14 0,98+0,05 0,70+0,09 0,75+0,11 0,84+0,07 0,57+0,13 0,88+0,05 0,75+0,14 0,95+0,04 0,75+0,09 0,81+0,08 0,90+0,05 0,95+0,04 0,89+0,05
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EK 4 Popiilasyonlarin haplotiplerinin dagilim

Hap_12

Haplotip:

Hap 13
Hap_14
Hap_15
Hap_16
Hap 17
Hap 18
Hap 19
Hap_20
Hap_21
Hap_22

Hap_23

Yozgat

Kocaeli

- 1

Konya Nevsehir

Usak  Aksaray Karaman Eskisehir

1 - - -
1 - - -
1 - - -
2 1 - 2
1 3 - 1
1 - - -
- 1 - -
- 1 - -

Manisa Balikesir

Mugla

Aydin

Antalya Ankara

Burdur



i

Hap_24 - - - 4 = 2 - - - - - - - - -
Hap_25 - - - - - - 1 - - - - - - - -

Hap_26 = - - - - - 2 - - - - - - - -

Haplotip: Yozgat Kocaeli Konya Nevsehir Usak Aksaray Karaman Eskisehir Manisa Balikesir Mugla Aydin  Antalya Ankara Burdur
Hap 27 - - - - - - 1 - - - - - - - -

Hap_28 - - - - - - 1 - - - - - - - -
Hap_29 - - - - - - 1 - - - - - - - -
Hap_30 - - - - - - 1 - - - - - - - -
Hap_31 - - - - - - - 1 - - - - - - -
Hap_32 - - - - - - - 1 - - - - - - -
Hap_33 - - - - - - - - 2 - - - - - -
Hap_34 - - - - 2 - - - - - - - - - -

Hap_35 - - - - 1 - - - - - - - - - -
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Hap_36 - - - - 1 - - - - - - - - - -
Hap_37 - - - - - - - 1 - 1 - - - - -
Hap_38 - - - - - - - 1 - - - - - - -
Hap_39 - - - - - - " 1 - - - - - - -

Hap_40 - - - - - - - 1 - - - - - - -

Haplotip: Yozgat Kocaeli Konya Nevsehir Usak Aksaray Karaman Eskisehir Manisa Balikesir Mugla  Aydin  Antalya Ankara Burdur
Hap_41 - - - - - - - 1 - - - - - - -

Hap_42 - - 1 - - - - - - - - - - - -
Hap_43 - - 1 - - - - - - - - - - - -
Hap_44 - - 1 - - - - - - - - - - - -
Hap_45 - - 1 - - - - - - - 1 - - - -
Hap_46 - - - - - - - - - 1 - - - - -
Hap_47 - - - - - - - - - 1 - - - - -

Hap_48 - - - - - - - - - 1 - - - - -



LS

Hap_49 - - - - - - - - - 1 - - - - -
Hap_50 - - - 2 - - - - - 1 - - - - -
Hap_51 = - - - - - - - - 2 - - - - -
Hap_52 - - - - - - - - - 1 - - - - -
Hap_53 - - - - - - - - 1 - - - - - -
Hap_54 - - - - - - - - - - 1 - - - -

Hap_55 - - - - - - - - - - 1 - - - -

Haplotip: Yozgat Kocaeli Konya Nevsehir Usak Aksaray Karaman Eskisehir Manisa Balikesir Mugla Aydin  Antalya Ankara Burdur
Hap 56 - - - - - - - - - - 1 - - - -

Hap_57 - - - - - - 1 - - - - - - - -
Hap_58 - - - - - - 1 - - - - - - - -
Hap_59 - - - - - - - - - - - 1 - - -

Hap_60 - - - - - - - - - - - - 1 - -
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Hap_61
Hap_62
Hap_63
Hap 64
Hap 65
Hap 66
Hap_67

Hap_68
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Haplotip:  Yozgat Kocaeli Konya Nevsehir Usak Aksaray Karaman Eskisehir Manisa Balikesir Mugla Aydin  Antalya Ankara Burdur

8 11 18 19 16 15 10 21 14 15 17 17 14 15 8

Hap_1 1 - - - - - - - - - - - - - -
Hap_2 1 - - - - - - - - - - - - - -
Hap_3 4 6 9 8 2 3 - 6 7 3 8 4 9 4 4
Hap_4 1 - - - - - - - - - - - - - -
Hap_5 1 - - - - - - 1 - - - - - - -
Hap_6 - 1 - - - - - - - - - - - - -
Hap_7 - 1 - - - - - - - - - - - - -
Hap_8 - 1 - - - - - - - - - - - - -
Hap_9 - 1 - - - - - - - - - - - - -
Hap_10 - 1 - 1 - - - - - - - - 1 - -

Hap_11 - - 5 3 3 4 1 4 2 1 4 - 3 2 1
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