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OZET

ANADOLU HASHAS/GELINCIK SAP ARISI PACHYCEPHUS SMYRNENSIS
(STEIN 1876) (HYMENOPTERA CEPHIDAE) POPULASYONLARININ
COGRAFIK GENETIGIi

Fatma Eda TUTAR

Yiiksek Lisans Tezi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah
Danisman: Dog¢. Dr. Ertan Mahir KORKMAZ
2019, 93+xiv sayfa

Pachycephus smyrnensis (Stein 1876) sap arilarinin bir iiyesi olup ekonomik agidan
onemli bir zararlidir. Gelincik ya da hashas bitkisini konak olarak tercih etmekte ve
iilkemizin c¢ogu bdlgesinde yayilis sergilemektedir. Fitofag boceklerde tiir ici
farklilagsma ve/veya yeni tiirlerin agiga ¢ikmasi dogrudan konak bitkilerinin gelisimsel
evreleri ile iliskilidir. Ozellikle genis yayilis sergileyen tiirlerin populasyonlar: arasinda
gbzlenen genetik farklilasma o tiirlin ve/veya konak bitkisinin fenolojik evreleri ile
baglantili olabilir. Bu proje kapsaminda P. smyrnensis tiirii populasyonlar1 arasinda
konak bitki tlirlinlin yayilisina paralel olarak genetik agidan bir farklilagsma olup
olmadig1 cografik genetiksel yaklagimlar altinda arastirilmistir. Bu kapsamda,
iilkemizde hem enlemsel ve boylamsal hem de konak bitki yayilist goz Oniinde
bulundurularak 37 farkli lokaliteyi temsilen toplamda 93 birey kullanilmistir.
Orneklerin COI ve 28s rRNA gen bolgelerine ait DNA dizileri ¢ikarilmistir. Yapilan
analizler sonucunda 28s rRNA gen bolgesinin 4 farkli haplotip ve COIl gen boélgesinin
11 farkli haplotip barindirdigr saptanmistir. Her iki gen boélgesi iginde anlamli bir
genetik farklilagma saptanamamistir. Buna kagak olarak ekilen haghas bitkisinin ve

dogal olarak her yerde ¢ogalabilen gelincik bitkisinin sebep oldugu diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: hashas/gelincik sap arisi, genetik varyasyon, genetik farklilasma,
Cephidae, Anadolu
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ABSTRACT

GEOGRAPHIC GENETICS OF ANATOLIAN POPPY / POPPIES STICK BEE
PACHYCEPHUS SMYRNENSIS (STEIN 1876) (HYMENOPTERA: CEPHIDAE)
POPULATIONS

Fatma Eda TUTAR

Master of Science Thesis
Department of Molecular Biology and Genetic
Supervisor: Do¢. Dr. Ertan Mahir KORKMAZ
2019, 93+xiv pages
Pachycephus smyrnensis (Stein 1876), the member of the stem sawflies, is an
economically important pest. Its larvae feed inside the stems of poppies and exhibit
continuously distribution in Turkey. Intraspecific differentiation and/or emergence of
new species in phytophagous insects are directly related to the life cycles of the host
plants. In particular, the observed genetic differentiation among populations of the
widely distributed species might be connected with the phenological states of that
species and/or of the host plant. In this thesis, | investigate whether the populations of
P. smyrnensis are genetically differentiated based on the distribution pattern of its host
plant in Turkey, using landscape genetic approaches. For this aim, | use 93 individuals
from 37 different localities, considering both the distribution pattern of the host plant
and longitudinal and latitudinal distribution of the P. smyrnensis. The gene regions of
COI and 28s rRNA were sequenced. In the result of analyses, | found four haplotypes
for 28s rRNA and 11 haplotypes for COIl. Both gene regions exhibited no significant
genetic differentiation. The observation of low level of genetic differentiation among
populations was most probably related with distribution pattern of host plant.
Populations of wildly and continually distributed species display mostly similar genetic

structuring based on their ongoing gene flows.

Key words: poppy-cephid, genetic variation, genetic differentiation, Cephidae, Anatolia



ICINDEKILER

OZET ... Viil
ABSTRACT .ttt e ettt e re e iX
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI..........cccccoooiininiiiiiiiicccc, Xiv
@] 12 1T 1
1.1, Fitofag BOCEKICT ........ccoiiiiiiiiiiec e 3
1.2. Hymenoptera Ve SYMPRYLA ........cccoiiiiiiiiiieeeee e 5
1.3. Pachycephus symrnensis (Cephidae) ve Konak BitKileri ............cccccveeveivennnns 6
2.MATERYAL VE METOD ...ooooi ettt 10
2.1 Orneklem Secimi ve Hazirlanmasi.........ccocvevevrveeieieeiesieieeeee e 10
2.2. DNA Uygulamalart ve ANaliZIEri .....cccoovvvviiiiiiiiiiiiiiiic e 11
2.2.1. DNA GZOIASYONU......cviiieiiieie e sieie ettt 11

2.2.2. Mitokondriyal ve ¢ekirdek DNA igerisinde ilgili gen bolgelerinin PZR ile
COZAITIIMAS. ...t 12

2.2.3. 28s rRNA ve COlI gen bolgelerine PZR {iriinlerinin dizilenmesi ve

h1ZAlANMAST .....eeciie 15
2.3 VEIT ANANZI ..o 16
2.3.1. Veri setlerinin hazirlanmast ..........ccooveviieieniiininceee e 16
2.3.2. Genetik Cesitlilik ve Gen Karakterizasyonu..........ccccoceevvveeiiineninnen. 17
2.3.3. 28s rRNA ve COX1 veri setlerinin analizi..........ccccooviiiiiiicnne, 18
S.BULGULAR ..o 19
3.1. Arazi Calismasi Ve OrnekIem .........cccccceveveveeeeeeeieeeeee e 19
3.2, Genetik CeSTHIIK ..vviiviieiiie it 19
3.2.1. COI mitokondri DNA DElirtecC........ccccovviiiiiiiiiiiiiicc e, 19
3.2.2. 28s rRNA ¢ekirdek DNA belirteci........coovviieiiiiiiiiiiiiiiciies 20

3.3. Cografik Genetik Yapilanma...........cccocervriiiriiiiiiiinieniccseese e 21
3.4.Filogeni ve FIlocoZrafya .........cccooiiiiiiiiiics e 29
3.4.1. Maksimum olasilik analizIeri ...........cccovvviriiniiiiniei e 29



3.4.2. Sebeke analizICri.........cocviieeiiiiiiii i

N 2 N ()1 OO

Xi



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1 Pachycephus smyrnensis (http://v3.b0ldsystems.org) .......cccoeeeeerercenenceneneeeene, 7
Sekil 2 Papaver rhoeas (Gelincik) bitkisi (www.bitkilerevreni.com) ...........cccoooevveiinnnenee. 8
Sekil 3 Papaver somniferum (Hashas) bitkisi (www.hashas.gen.tr)........cccccooveeninicnicnnens 9
Sekil 4 Secilen populasyonlarin Anadolu dagilimi.........cceceeeveeiiiiiininiiniineeeereee 11

Sekil 5 COI gen bolgesi amplifikasyon tirtinleri (100 bp uzunlugunda DNA markiri
KUTTANIIMISEIL. ) ettt et e e e e sate e ssbeessabeesnbaeeaeeesnbaeesneenns 15
Sekil 6 28s rRNA gen bolgesi amplifikasyon tirtinleri (100 bp uzunlugunda DNA markiri

KUTTANIIMISEIL. ) ettt ettt e e e st e sbe e s ssbeesabeeeaeeesnbeeensneenns 15
Sekil 7 COI gen bolgesi boyunca baz basina niikleotid ¢esitliligi () .coovvveevveervereniennnne. 20
Sekil 8 28s rRNA gen bolgesi boyunca baz bagina niikleotid gesitliligi (7). ....ccocveeeruvenne. 21
Sekil 9 28s rRNA i¢in ikili Fst degerleri kullanarak ¢izilen PCoA analizi..........c..ccc.c...... 26
Sekil 10 COI igin ikili Fst degerleri kullanarak ¢izilen PCoA analizi.........c.cccceveveneeennee. 27

Sekil 11 28s rRNA DNA belirteci bazli ikili FST degerine karsin cografik uzaklik.......... 28
Sekil 12 COI mitokondri DNA belirteci bazli ikili FST degerine karsin cografik uzaklik 28
Sekil 13 28s rRNA haplotipleri arast maksimum olasilik yontemine dayali filogenetik agag

(GTR+G+I modeli parametresi kullanilarak inga edilmiStir. ........ccceverveereneereneeseeneneene, 29
Sekil 14 28s rRNA haplotipleri arasinda Komsu Baglama (NJ) dendogrami .................... 30
Sekil 15 Mitokondri haplotipleri arast maksimum olasilik yontemine dayali filogenetik agag
(GTR+G+I modeli kullanilarak inga edilmiStir.) ......ccoceereriierneinieniereeeeeesee e 31
Sekil 16 Mitokodri haplotipleri arasinda komsgu baglama (NJ) dendogrami ...................... 32

Sekil 17 MJ sebeke yonteminden elde edilen P.symrnensis 28s rRNA haplotipleri arasindaki
soy-hatt1 iligkisi. Halkalar arasindaki baglantilar1 gdsteren dallar tizerinde niikleotid degisim
pozisyonlari rakamla gosterilmistir. Dal uzunluklari mutasyon sayisi ile orantudir............ 33
Sekil 18 MJ sebeke yonteminden elde edilen P.symrnensis mitokondri haplotipleri arasindaki
soy-hatt1 iligkisi. Halkalar arasindaki baglantilar1 gdsteren dallar iizerinde niikleotid degisim

pozisyonlari rakamla gosterilmistir. Dal uzunluklar1 mutasyon sayisi ile orantilidur. ......... 34

Xii



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1 Orneklem igin segilen popiilasyonlarin lokalite bilgileri ve adlandirmalari .......... 10
Tablo 2 Primer CIftleri ...oouviviiiiieieiicie sttt nreeneas 13
Tablo 3 285 IRNA PZR KOSUIAIT.......ccveiiiiiiie ittt enes 13
Tablo 4 COl PZR KOSULLATL.......ccciviiiiiiiiicitiecie ettt st ettt resabeebeebeeere e ere e 14
Tablo 5 Yasal haghas ekim alanlarina gore gruplandirma...........ccocoveverereininnieniiseseen, 16

Tablo 6 Populasyonlar arasi genetik farklilasma diizeylerini gosteren 28s rRNA bazli ikili FST
degerleri [P = 0,000 ()] ueeiuieiiieeiiie e nnre e 22
Tablo 7 Populasyonlar aras1 genetik farklilasma diizeylerini gosteren COl bazli ikili FST
degerleri [P = 0,000 (F)]..eeiutieeiee ettt bbb nee e 24

Xiii



SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

A : Adenin

BSA : S1g1ir Serum Albumin

Bp : Baz cifti

C : Sitozin

COl : Sitokrom oksidaz 1

DNA : Deoksiriboniikleik Asit

ECCUS : Cumbhuriyet Universitesi Entomoloji Koleksiyonu
EDTA : Etilen diamintetra asetik asit

EtOH : Etanol

G . Guanin

Genbank : Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi
KCI : Potasyum kloriir

MgClI2 : Magnezyum klortir

ml : Mililitre

NaCl : Sodyum Kloriir

ND5 " NA Dehidrogenaz alt iinite 5

ND6 : NA Dehidrogenaz alt iinite 6

PZR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)
rpm : Dakikadaki devir sayis1

sn : Saniye

T : Timin

TA : Baglanma Sicakligi

Taq : Thermus aquaticus

TE : Tris-EDTA

Tm : Erime Sicaklig1

nl : Mikrolitre

pm X Mikrometre

png/ml : Mikrogram/mililitre

% : Yiizde

°C : Santigrat derece

Xiv



1.GIRIS

Arthropoda subesinin onemli bir sinifi olan Bocekler yeryiiziinde bulunan hayvan
tirlerinin yaklasik dortte tigtinii temsil etmektedir. Bugiine kadar yaklasik 1.1 milyonun
lizerinde tlirli tanimlanmig olmakla birlikte, bu listeye siirekli olarak yeni tiirler de
eklenmektedir. Evrimsel tarihleri boyunca gelistirdikleri farkli yasam stratejilerinin
sunmus oldugu avantajlar nedeniyle kutuplardan okyanuslara kadar hemen her
ekosistemde bulunabilirler. Bocekler yasadiklar1 ekosistemin fiziksel 6zeliklerine uyum
saglamak amaciyla farklilasmislardir. Yiikseklik, sicaklik gibi ¢evresel etmenlere karsi
gosterilen uyumsal ozellikler boceklerin gelistirdikleri stratejilerdendir. Zamansal ve
mekansal nedenlerle gevresel kosullarda gergeklesen degisimler boceklerin beslenme,

tireme Ve biiyiime gibi performanslarinda oldukga farkli etkilere sebep olur.

Bocekler kendi yasam dongiileri igerisinde uygun bir konak bulmak zorundadirlar.
Bir¢ok ergin holometabol bécek yumurtalarin1 uygun bitkiler iizerine birakmaktadirlar
(Ozgen ve Karsavuran, 2006). Bir bcegin barinma, beslenme ya da yumurtlama yeri
olarak bir bitkiyi nasil segtigine dair bilgiler, bu bocegin mubhtelif bitkilerden gelen
cesitli uyaricilarin etkisi altinda, hangi davranislart gosterdiginin incelenmesiyle elde
edilir. (Ogurlu, 2001).

Boceklerin canli kalmalart i¢in en iyi konakg¢iy1 bulmalart ve tanimalar1 gerekmektedir.
Baz1 bocek tiirleri, konak bitkilerinin uzaginda yumurtalarini biraktiklarindan bu bocek
tiirlerinin larvalarinin konak bitkilerini bulmalar1 i¢in ¢aba sarf etmeleri gerekmektedir.
Disi bocekler uygun konak bitkiyi se¢se de larvalar ¢ogunlukla besin miktarinin azaldigi
yerden yeni bitkilere hareket etmektedirler. Bu bireyler konak bitkilerinin
iceriklerindeki niteligi farkli boliimleri tespit etmektedirler (Ozgen ve Karsavuran,
2006).

Bocekler bir bitkiyi renk ve 151k siddeti, ortii tiirleri, trikomlar, dokunun kalinlig1 gibi
bazi morfolojik ozellikler ve bitkinin ihtiva ettigi fotokimyasal maddeler, konak
seciminde ve tercihte etkili olan 6nemli faktorlerdendir (Ogurlu, 2001). Konak bitki
seciminde kullandiklar1 ilk 6zellik konagin rengi olup konaklarini ayirt etmede etkili
olan renk bilesenleri ise; ton, doygunluk ve parlaklik ve ayrica goriinen objenin
boyutlarina ve objenin sekline baghdir (Uzun ve Demirézer, 2016, Ogurlu, 2001).

Aldig1 gorsel uyaricilar, kimyasal uyaricilarla birlikte etki ederek, bocegin konak



bitkiye oryantasyonunu saglar. Uzun mesafeli oryantasyonlarda, bocek, objenin seklini
tanimak icin gorme duyusunu, bitki tarafindan ortama salinan ¢ekici maddeleri
algilamak icin de koklama duyusunu kullanir (Ogurlu, 2001). Cigeklerin tag
yapraklarinda, acik renk tonlarinin koyu tonlara gore cezbediciliginin daha yiiksek
oldugu bilinmektedir (Chiu & Wu, 1993). Yapilan c¢esitli ¢alismalarla, bazi tarim
bitkilerinde genetik miidahale yoluyla yapraklarin renkleri degistirilmis ve bdylece

zararlilara kars1 dayaniklilik saglanabilmistir (Ogurlu, 2001).

Trikomlar bitkide bocegin beslenmesi ve tiremesini engelleyen morfolojik savunma
mekanizmalarindandir. Konak bitkinin kabulii sirasinda ilk etapta bdcegin karsisina
cikan engel, bitkinin ¢esitli organlarin1 drten yiizeysel tiiyler ve trikomlardir. (Ogurlu,

2001). Bu trikomlar genellikle bocegin bitkiyi konak olarak segmesini engeller.

Bazi bitkilerin yapraklari, kuruma, hastalik ve bocek zararlilarma karsi epikiitikiiliin
tizerindeki yiizeysel mum tabakasi tarafindan korunur. Bitkideki mumlar, kimyasal
yapilari itibariyle uzun zincirli yag asitleri, alifatik alkollerin baglanmasi ile olusmus
esterler, alkanlar, birincil ve ikincil alkoller ve keton bilesikleri ihtiva eder. (Ogurlu,
2001, Ozgen ve Karsavuran, 2006 ). Bazen sekerin ve aminoasitlerin az bir miktarinin
bitki yapraklarindaki mum igerisinden disari siiziildiigli gozlenmektedir. Bir¢cok bocegin
mumun kimyasal kompozisyonuna cevap verdigi bilinmektedir ( Ozgen ve Karsavuran,
2006 ). Mum kimyasallarinin yaprak bitlerinin, bitki pirelerinin, ¢ekirgelerin ve kelebek
larvalarinin tizerinde etkili oldugu bilinmektedir. Bocek bitkiye dokundugu zaman
bitkinin ylizeyindeki yiizey kimyasallar1 hakkinda bilgi toplamaktadir. Genellikle
bocekler bitkiye dokunur dokunmaz hareket etmektedir. Ozellikle yaprak bitlerinde
konak bitki se¢im karar1 bliylik 6lglide konak bitkinin yiizey renklerine baglidir ancak
stiletin sokulmasiyla bitki yilizeyinde meydana gelen bitki kimyasallariin oldukga
onemli oldugu belirlenmistir (Powell, 1999).Yaprak ylizey kimyasallar1 g¢ekirgelerin

konak bitki yapragini tanimalar1 agisindan 6nemlidir (Gangwere, 1989).

Bazi bitkilerin doku kalinlig1, ayn1 zamanda dayanikliliginin derecesini de gosterir.
Epidermal hiicrelerin artmasi sayesinde kalin bir bitki gdvdesine sahip olan seker
kamisi, bugday, piring gibi bazi kiiltiirler, gévde zararlis1 olan boceklerin gévdeye
girisini kisitlar ya da tamamen engeller (Ogurlu, 2001).Kimyasal maddeler, bdcegin
dayanikli konak bitkiye koku vasitasiyla se¢gmesi sirasinda uzaklastirici olarak veya

bdcek direncli bitkiyi tattig1 zaman caydirict rol oynamak suretiyle beslenmeyi onleyici



yonde inhibitdrler olarak is gorebilecekleri gibi, beslenmeyi uyarici phagostimulant yani
bocegi cezbeden besin kaynagi olarakta is goriirler. (Ogurlu, 2001, Ozgen ve
Karsavuran, 2006 ). Genel olarak ayn1 sekerler farkli bocek tiirleri i¢in beslenme uyarici

etki gosterir (Ozgen ve Karsavuran, 2006).

1.1. Fitofag Bocekler

Bocekler yasam dongiilerini devam ettirebilmek i¢in uygun bir konak bulmak
zorundadirlar. Pek¢ok ergin holometabol bocek yumurtalarini larva gelisimi i¢in uygun
bitkiler iizerine birakir. Yumurtadan ¢ikan larvalar yasamlarimi devam ettirmek igin
uygun konak bitkilerini bulmak zorundadirlar (Ozgen ve Karsavuran, 2006). Fitofag
bocekler otlar, meyveler, calilar ve agaglarda dahil olmak {izere c¢esitli bitkilerin

govdelerinde veya dallarinda delikler agarak beslenirler.

Fitofag tiirlerden bazilar1 sadece bir bitki tiirii ile beslendigi (monofag) halde, bazilari
birbirine yakin birkag tiir ile beslenir (oligofag); bazilar1 ise ¢ok sayida bitki tiirii ile
beslenme (polifag) yetenegine sahiptir. Monofaglik, oligofaglik ve polifaglik, fitofag
boceklerin disindakiler i¢in de s6z konusudur (Kansu ve Has, 1987). Monofag bocekler
konak bitkilerine kesin baglilik gosterirler bu sebeple gruba girenler yakin akraba bir
bitki tiiriine aktarildiklarinda dahi ya besin alamadiklar1 i¢in oliirler ya da besin

almalarina ragmen gelismelerini tamamlayamazlar.

Bocekler sectikleri konak bitkiye gore ozellesebilirler. Ozellesme kelimesi hem bir
duruma hem de bir siirece isaret edebilir. Ozellesme siireci, konak bitki olarak
kullanilan bitki sayisim azaltarak giderek daha 6zel bir hale getirecektir. Iki bitki tiiriinii
konak olarak kullanan bir bocek, Ornegin birini kullanan bir bocekten daha az
Ozellesmis, ancak t¢linii kullanan bir bocekten daha ¢ok ozellesmistir (Janz ve ark.,
2006).

Konak bitki se¢imi igin genetik ¢esitlilik son zamanlarda c¢esitli boceklerde
belgelenmistir. Konak bitki gesitliliginin genetik bileseni, birgok Drosophila tiiriinde
bulunmustur. Ornegin, D. tripunctata’nin laboratuvar calismalar1 izosoy suslar1 meyve
ve mantar yemlerinde yakalanma olasiliklarinda tutarli bir sekilde farklilik gosterir. Bu
tir davranislar icin genetik gesitlilik D. melonagaster’de de rapor edilmistir: Belirli bir
meyve tirlinde yakalanan sineklerin yavrularinin, bu tiir meyvelerde yakalanma

olasiliklarinin ortalamanin tizerinde olma olasihigi yiiksektir. Konak bitki 6zgiilliikte



genetik temelli varyasyonun ifade edilme olasilig1r daha yiiksektir. Kaynaklarin dogal
dagiliminda, konak bitki tepkisi i¢in genetik c¢esitlilik, 6zellikle ev sahibi kabul esigi
cok diisiikse, bireyler, genotiplerinden bagimsiz olarak karsilasilan ¢ogu konakgida

yumurtlama agisindan etkili olabilirler (Bernays ve Graham, 1988).

Bitkilerden beslenen boceklerin ¢ogu, sadece bir veya birkag cins veya tek bir bitki
ailesi veya alt familyada beslenen nispeten spesifiktir. Faunanin kapsamli bir sekilde
incelendigi ve belirli verilerin bulundugu yerlerde, tim fitofag boceklerin %10'unun
ticten fazla farkli bitki familyasindaki bitkiler iizerinde beslendigi goriilmektedir
(Bernays ve Graham, 1988). Otgul boceklerin ¢esitliliginin uzun zamandan beri 6zel
bitki beslemesinin dogrudan bir sonucu oldugu diisiiniilse de, 6zellesmenin ¢esitliligi
etkileyebilecegi mekanizmalar hala ¢ok fazla tartismaya konu olmaktadir. Simpatrik
tiirlesmenin savunuculari, béceklerin belirli konakbitki tiirlerine 6zellesmesinin, sonucta
tirlerin gelismesine yol acabilecek bir siire¢ olan bdcek populasyonlarinin izole

edilmesine hizmet ettigini géstermektedir (Kelley ve ark., 2000).

Alternatif olarak, bir allopatrik modelde, belirli konak bitki tiirleri, farkli dagilimlari
herbivor populasyonunu etkili bir sekilde boler ve populasyonlar arasinda gen akisi
olasiligin1 azaltirsa genetik ¢esitliligi etkileyebilir (Barton ve Charlesworth, 1984).
Genetik siiriklenme veya siiriiklenme ile yerel se¢ilim baskilarinin bir kombinasyonu,
daha sonra populasyonlar arasinda genetik farklilasma yaratir (Kelley ve ark., 2000).
Genetik siiriiklenme ile lokal secilim baskisinin bir kombinasyonu, populasyonlar
arasinda genetik farklilasma yaratir. Buna gore, daha sinirh bir diyet genisligine (yani
ozellesmeye) sahip olan herbivor bdcek tiirlerinin, daha genis bir diyet genisligine sahip

bocek tiirlerine gore genetik farklilasmaya daha yatkin olacagi sdylenebilir (Kelley ve
ark., 2000).

Diisiik dereceli konakgilarin kabulii ig¢in genetik ¢esitlilik, boceklerin konak bitkiye
ulagsma olasiligina gore degismektedir. Eger boceklerin bir kaynaga ulasma olasiligi
artarsa genetik cesitlilik azalirken, olasilik diistiikce genetik ¢esitlilik artar. Ornegin,
Drosophila buzzatii, en ¢ok tercih edilen mayalarda yumurtlama igin ¢ok az genetik
cesitlilik sergilerken, alt siradaki mayalarin kabuliinde 6nemli Ol¢lide daha fazla
cesitlilik gosterir. Benzer sekilde, iki Papilio kelebek tiirtinde, yumurtlama
davranigindaki gerginlikler arasindaki farkliliklar, en diisiik dereceli konake tiirler igin

orantili olarak en biiyiiktiir (Bernays ve ark., 1988).



Bitki-bocek birlikteliginin evrimi, biiylik 6lgiide baz1 bocek gruplarinda, ancak hepsinde
degil, bitki kimyas: tarafindan ydnlendirilir. Ornegin, yakin akraba kelebek tiirleri,
taksonomik olarak uzak olsalar bile, genellikle kimyasal olarak benzer bitkiler kullanir.
Papilionid kelebeklerin ve Ophraella yaprak boceklerinin ve konak bitkilerinin kladistik
analizleri, bu boceklerin ve konak bitkilerinin kladistik olarak uyumlu olmasa da,
kimyasal olarak benzer bitkiler arasinda konak¢1 kaymalarinin en muhtemel oldugunu
ortaya koymustur. Ek olarak, eklenen bitkiler genellikle kimyasal olarak benzer bitkiler
tizerinde beslenen bocekler tarafindan kolonize edilir; yoksul faunasi olanlar
biyokimyasal ya da taksonomik olarak olagandisi. Son olarak, ana belirlenmis bir
mesafede olan, bocek otoburlar ikincil kimyaya gore bitkiler arasinda kendilerini
dagitmak icin tespit edilmistir. Bu nedenle, bitki kimyasi, bir bdcek tlriiniin

kullanabilecegi bitki cesitlerinin belirlenmesinde 6nemli bir rol oynar.

1.2. Hymenoptera ve Symphyta

Hymenoptera takimi bécek takimlar1 arasinda yasam sekli ve tiir ¢esitliligi agisindan ilk
sirada yer alan takimlardandir. Bu takim ¢ok farkli yasam stratejilerine sahip gruplar
icermesi sebebiyle ekosistemde anahtar gorev listlenen tiirlerden olusmaktadir. Cigekli
bitkilerin tozlasmasinda rol alan polinator tiirlerin biiyiik ¢ogunlugu ile birlikte,
biyolojik miicadelede ¢ok Onemli bir rol {istlenen parazitoit ve predator tiirler de bu
takim igerisinde yer almaktadir. Ayrica fitofag olan bazi tiirler ekonomik éneme sahip
bitkileri konak olarak tercih ederek bu bitkilerde ekonomik agidan farkli diizeylerde
zararlara yol ag¢maktadir.(Smith, 2006, Calmasur, 2007, Korkmaz ve ark., 2010,
Demir6zer ve Karaca, 2011). Symphyta alttakimindan olan fitofag tiirler, 14 familya ve
yaklagik 8.600 tiir ile temsil edilir (Rasnitsyn, 1969, Gauld ve Bolton, 1988). Bir¢ok
bocek grubu ile karsilastirildiginda bu alttakim kiiresel agidan tiir zenginligi daha azdir
ancak (Taeger ve Blank, 2010); evrimsel, ekolojik ve tarimsal arastirmalardagelecek
vadeden bir gruptur (Kouki ve ark,. 1994, Viitasaari, 2002, Price ve ark., 2005, Craig ve
Itami, 2008, Nyman, 2010, Budak ve ark., 2011). Cephidae Symphyta alttakiminin bir
tiyesi olarak yavas ugucu ve genellikle siyah ya da koyu renkli olup ii¢ alt familya ve
165 tanimlanmus tiirle goreli kiiciik bir familyadir. (Taeger ve Blank, 2011). Ug tribus,
20 cins ve 159 tiir ile tiyelerinin biiyiik bir ¢ogunlugu Cephidae altfamilyasina aittir.
Cephidae altfamilyasina ait tiirlerin biiyiik bir ¢ogunlugu ayni zamanda ekonomik
acidan Onemli zararlilar arasinda yer almaktadir. Cephidae otlar, meyveler, ¢alilar ve

agaclarda dahil olmak iizere ¢esitli bitkilerin govdelerinde veya dallarinda delik agan ve



beslenen nispeten kiiciik bir fitofag Hymenoptera ailesidir (Shanower ve Hoelmer
2004). Yasamlarinin belirli asamasinda (yumurta birakma ve larval asama)
Papaveraceae iiyelerini tercih edenlere gelincik/hashas sap arilar1 (Pachycephini
tribusu), bugday gibi kiiltiire edilen Poaceae iiyelerinin biiyiik bir ¢ogunlugunu tercih
eden tiyelerine bugday sap arilar1 (Cephini tribusu) ve Rosacea, Fagacea ve Saliacaceae
gibi odunsu ya da ¢alimsi tiyeleri tercih edenlere filiz sap arilar1 (Hartigini tribusu) adi
verilmektedir (Benson, 1968; Middlekauff, 1969; Korkmaz ve ark., 2010). Tirkiye’de
tanimlanmis tiim tiirleri 28 tiir Cephinae altfamilyasina aittir. (Benson, 1968; Korkmaz
ve ark., 2010; Budak, 2011).

1.3. Pachycephus symrnensis (Cephidae) ve Konak Bitkileri

Pachycephus smyrnensis (Stein 1876) Pachycephini tribusunun bir iiyesidir. Bu tiir
gelincik (Papaver rhoe) ve hashasi konak bitki olarak tercih ettigi i¢in gelincik/haghas
sap aris1 olarak da adlandirilmakta ve ekonomik agidan zarara yol acgan bir tiir olarak
kabul edilmektedir (Scheibelreiter, 1978; Hardie ve Casella, 2004). Bu familya; ince bir
integlimenti, genellikle siyah ya da koyu rengin hakim oldugu abdomen yaygin bir

sekilde gbzlenen dar ve sar1 bantlanmalarla karakterizedir (Sekil 2).

Yetiskinlere bitki ortiisii veya ¢igeklerde rastlanir. Giineydogu Avrupa ve cevresinde
devamli bir yayilis alanima sahiptir. Ozellikle Tiirkiye, Israil, Suriye, Kibris, Balkanlar
ve Transkafkasya’da yayilis sergiledigi rapor edilmektedir (Benson, 1968). Ulkemizde
hashas bitkisine zarar verme oranlar1 %20 ile %100 oraninda farklilik gostermektedir.
Erginlerin ugus ve yumurta birakma donemi konak bitkilerinin ¢igeklenme periyodu ile
dogrudan iliskili olup tlilkemizin bat1 bdlgelerinde nisan ay1 Orta Anadolu kesiminde

mayis ayinda dogu kisimlarinda ise Haziran ay1 boyunca yayilis sergilemektedir.

Ulkemizde cok genis bir yayilis gdsteren bu tiiriin ¢ok farkli iklimsel ve ekolojik
kosullar, besin kaynaklar1 ve patojen istilalar1 gibi faktdrlerden dolay: lokal gevrelere
uyum sagladiklar1 bilinmektedir. Bu sebepten bu tarz genis yayilis sergileyen tiirlerde
gozlenen populasyona 6zgii secilim ya da lokal adaptasyon oriintiisii giinlimiiz iklimsel
degisim Oriintiilerine paralel olarak aciga ¢ikan kiiresel 1sinma, koruma biyolojisi ve
koruma genetigi gibi giincel alanlara katki saglayabilme potansiyelinde olmasinin yan
sira son zamanlarda 6nemli bir kavram haline gelen biyocesitliligin tanimlanmas1 ve

korunmasi agisindan oldukca onemlidir.



Sekil 1 Pachycephus smyrnensis (http://v3.boldsystems.org)

Papaveraceace (Gelincikgiller) familyasi 50 cins ve 800 kadar tiir igerir ve cogu Kuzey
Yarimkiirede yayilir. Tirkiye’de ise 6 cins ve 72 tiirii bulunur. Sicak yerlerde ve Giiney
Yarimkiirede ise ender bulunur. Tek veya ¢ok yillik otsu bitkilerdir. Bazen soganli,
ender olarak sarilici (siilik yapraklar1 (Fumaria sp.)) veya agageik ya da agag
(Bocconia) olabilirler (Akman ve ark., 2007). Papaver rhoeas L. (Papaveraceae),
genellikle misir hashasi olarak bilinir ve Avrupa, Kuzey Afrika, Batt Asya ve Hindistan
Yarimadasi'nin ¢esitli bolgelerinde bulunur (Grin, 2004, Gubruz ve ark., 2003,
Nicholson ve ark., 1960). P. rhoeas en fazla 90 cm boyunda dik gévdeli bir otsu bitkidir
(Sekil 3). Yapraklar1 degisken ¢ogunlukla pinnafit veya pinnatisekt, segmentler dentat,
u¢ segment lanseolat ve yan segmentlerden c¢ok uzundur. Cigek durumu nadiren
beyazdir ve tabani lekeli veya lekesiz olabilir. Genel olarak Mart ve Agustos aylari
ciceklenme zamanidir. Genellikle tarla icleri ve kenarlarinda, ¢alilik igleri ve yol
kenarlarinda yayilis gostermektedir (Kaynak vd. 2005). P. rhoeas Tiirkiye'de yaygin
olarak bulunmaktadir ve halk arasinda ¢esitli hastaliklarin tedavisinde oksiiriik surubu,
uykusuzluk ¢ay1, sakinlestirici ve agri kesici olarak kullanilmaktadir (Tuzlact ve Eryagsar
Aymaz, 2001; Kogyigit ve Ozhatay, 2004; Ecevit Geng, ve Ozhatay 2006; Tuzlact,
2006).


http://v3.boldsystems.org/

Sekil 2 Papaver rhoeas (Gelincik) bitkisi (www.bitkilerevreni.com)

Papaver somniferum (Hashas) yillik bir bitkidir ve cogunlukla Hindistan, iran, Tiirkiye,
Yugoslavya ve Japonya’da yetistirilmektedir (Furuya ve ark., 1972). Hashas bitkisinin
boyu iklim ve bakim sartlarina bagli olarak 30 ile 170 cm arasinda degismektedir.
Normal sartlarda ana kapsiiliin yerden yiiksekligi dikkate alindiginda bitkinin boyu 1m
civarindadir. Yeterli nem ve sicaklik sartlar1 bulunmasit halinde 7-12 giinde
¢imlenebilmektedir. Gelisme doneminde grimsi yesil, olgunlasma doneminde
kahverengimsi sar1 sap ve dallara sahiptir. Ulkemizde yar1 karasal iklim bolgelerinde
yetistirilmektedir. Orta derecede aliivyal, kumlu ve humuslu topraklara iyi uyum
saglamistir (Kadioglu., 2007). Cigekleri beyaz veya mor renkte olup tohumlar1 beyaz
veya kahverengi renktedir (Se¢men ve ark., 1989, Akman ve ark., 2007). Kapsiilleri 5-6
cm ¢apinda kiire seklindedir (Se¢men ve ark., 1989) (Sekil 4 ). album varyetesinin yesil
kapsiillerinden elde edilen siit, afyon ve alkoloit elde edilmesinde kullanilir. Ayrica
nigrum varyetesinin tohumlarindan karanfil yagi ¢ikarilir. Bir¢ok tiir siis bitkisi olarak
kullanilir (Akman ve ark., 2007). Hashasin tarimi Anadolu’da M.O 3000 yilindan bu

yana yapilmaktadir ve anavatani On Asya’dir.

Afyon, Burdur, Isparta, Karaman, Amasya, Corum, Tokat, Usak, Denizli ve Kiitahya
illerinin tamaminda, Ankara, Balikesir, Eskisehir, Konya ve Manisa illerinin bazi
ilgelerinde hasghas tarimi yapilmaktadir (Kog¢ ve ark., 2006). Tip ve eczacilikta ¢ok
kullanilan ve afyon adi verilen cesitli alkoloidlerden (morfin, kodein, papaverin gibi)
olusan bir drog igerir. Ayn1 zamanda bu drog keyif verici madde olarak da kullanilir.
Afyon, heniiz olgunlasmamis kapsiillerin ¢izilmesiyle ya da olgunlasmis kapsiillerin

islenmesiyle elde edilir (Se¢men ve ark., 1989). Zamanla hashas kapsiiliinden elde



edilen afyon sakizi biiyiik bir 6nem kazanmistir. Afyon ve afyon sakizindan elde edilen
diger alkaloidler tipta yatistirici, agrilar1 giderici olarak c¢ok fazla kullanim alanina
sahiptir. Tohumlarinda bulunan %40-60 arasindaki yagi hashas yetistirilen alanlarda
onemli bir kullanim alan1 bulmaktadir. Tohumlarindaki yag yemeklik olarak tiiketildigi
gibi yar1 kuruyan yaglardan oldugu i¢in boyacilikta, sabun sanayinde ve endiistrinin
diger kollarinda da kullanilir (Kog ve ark., 2006). Afyon’un islenmesi amaciyla Afyon-
Boldavin’de bir alkoloid fabrikasi kurularak morfin elde edilmeye baglanmistir (Arslan
ve ark., 2000, Se¢men Ve ark., 1989). Afyon, keyif verici olarak kullanildiginda zararl

etkiler dogurdugundan, ekimi devlet denetimi altindadir (Se¢gmen ve ark., 1989).

Sekil 3 Papaver somniferum (Hashas) bitkisi (www.hashas.gen.tr)

Bu proje kapsaminda P. smyrnensis tiirii populasyonlar1 arasinda konak bitki tiirliniin
yayilisina paralel olarak genetik acgidan bir farklilasma olup olmadigi cografik
genetiksel yaklasimlar altinda arastirildi. Bu kapsamda, tilkemizde hem enlemsel ve
boylamsal hem de konak bitki yayilis1 g6z oniinde bulundurularak 37 farkli lokaliteyi
temsilen toplamda 141 birey kullanildi. P. smyrnensis populasyonlarmin cografik
genetigi, genetik cesitlilik ve genetik farklilasma Oriintiileri birim zamandaki mutasyon
oran1 daha yiliksek ve dogrudan enerji metabolizmasi ile ilgili olan mitokondriyal
genoma ait sitokrom oksidaz | (CO1) ve birim zamandaki mutasyon orani1 daha diisiik
olan cekirdek genoma ait 28S ribosomal DNA geninin (28S rDNA) dizi bilgileri agiga
cikarilarak yukarida deginilen yaklagimlar altinda kapsamli bir sekilde arastirildi.



2.MATERYAL VE METOD

2.1 Orneklem Secimi ve Hazirlanmasi

Proje kapsaminda &rnekler Sivas Cumhuriyet Universitesi Entomoloji Koleksiyonu
(ECCUS) biinyesinde % 99’luk etanol igerisinde -20 °C’de saklanan P. smyrnensis
tiiriine ait bireyler secilmistir. Orneklem asamasinda 38 populasyon gruplandirilarak
secilmistir (Tablo 1). Populasyonlar yiikseklik degerleri ve Tiirkiye tizerinde dagilimina
dikkat edilerek belirlenmistir. Populasyon basina diisen birey sayisi degiskenlik

gostermekle beraber ortalama birey sayist 5 olarak belirlenmistir.

Tablo 1 Orneklem igin segilen populasyonlarm lokalite bilgileri ve adlandirmalari

Lokalite [Top. Birey [Enlem Boylam [ Yiikseklik (m) E%CUS
Popl 2 40.49100 (30.34337 |223 16
Pop 2 1 38.04141 |30.09654 |922 264
Pop3 5 37.87732 |29.81823 |852 259
Pop4 5 40.88376 [35.63136 (593 757
Pop5 5 40.15799 [31.41467 |679 762
Pop 6 5 39.57601 |31.95960 |692 770
Pop7 5 37.92744 |27.76176 |165 282
Pop8 1 40.10034 [28.14104 |22 24
Pop9 5 39.75180 [27.53291 |219 261
Popl0 5 39.58154 |28.34424 |513 272
Popll 1 40.37569 [40.35323 1457 61
Popl2 5 40.24379 [30.13493 (174 21
Popl3 1 40.74693 [31.73625 |256 761
Popl4 3 40.42699 [31.98672 |837 747
Pop15 5 39.67610 |[29.10681 |608 281
Popl6 2 40.37221 [26.44635 (85 25
Popl7 5 38.04988 [29.43739 |772 277
Popl8 5 37.82863 |29.58019 |836 257
Popl9 5 39.85095 |[38.75491 |1663 78
Pop20 5 39.52003 |31.61076 |888 781
Pop21 4 40.19974 [39.66145 | 1560 59
Pop22 5 37.89446 |30.40294 |914 256
Pop23 3 38.09259 [27.70900 |111 266
Pop24 3 40.99252 [32.59058 (627 769
Pop25 5 41.36432 [33.73647 | 1005 765
Pop26 5 41.00154 [34.02910 (813 756
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Pop27 4 39.94215 |33.89876 |722 754

Pop28 5 38.51481 |28.33976 |205 258

Pop29 5 36.23121 [33.73078 |58 798

Pop30 5 41.32990 |35.13909 |225 774

Pop31 2 40.91375 |35.63762 |635 777

Pop32 3 40.04550 |38.66737 |1364 56

Pop33 1 39.88637 |38.05752 |1602 81

Pop34 1 39.86880 [36.60100 |1362 268

Pop35 5 39.70613 |37.01628 |1281 43

Pop36 3 40.34230 |36.02627 |568 746

Pop37 1 39.68486 |35.63135 |1239 782

Pop38 5 39.65716 [34.53173 |887 768

K =~
. ﬁ‘ | [~ I’

Sekil 4 Segilen populasyonlarin Anadolu dagilimi

2.2. DNA Uygulamalar: ve Analizleri

2.2.1. DNA izolasyonu

Her bireyin sag bacak seti kullanilarak tuzla ¢oktiirme yontemi (salting out) ile DNA

izolasyonu gergeklestirilmistir. Alkolde saklanan 6rnekler her biri beser dakika olmak
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tizere iki kez distile sudan (dH,O) gegirilerek bir giin kurutma kagidi iizerinde
kurutulmustur. Kurutma islemi tamamlanan Ornekler mikrosantrifiij tiiplerine
aktarilarak ezme islemini kolaylagtirmak amaciyla bir gece -80°C’de bekletilmistir. -
80°C’den ¢ikarilan 6rnekler demir pesil yardimi ile ezilerek DNA izolasyonuna hazir
hale getirilmistir. Mekanik ezme islemi sonrasinda, 6rnek 400 ul TNE tamponu (0,4 M
NaCl (Sodyum Kloriir), 10 mM Tris-Cl (pH:8), ve 2 mM EDTA (pH:8.0)) eklenerek
10-15 saniye homojenize edilmistir. Daha sonra 40 pl %20’lik SDS ve 8 pl 20 mg/ml
proteinaz K eklenerek karistirtlir. Lizat 37°C’de belirli araliklarla karigtirmak {izere
gece boyu inkiibasyona birakilir. Inkiibasyondan ¢ikarilan lizat 10.000 g’de 30 dakika
santrifiij edilmistir. Slipernatant yeni bir tiipe aktarilir ve ilizerine 0,1 hacim sodyum
asetat (pH:5,2) eklenerek 10-15 saniye vortekslenerek iyice karismasi saglanir. Tiipler -
20°C’de 20 dakika bekletilir. -20°C’den ¢ikarilan 6rnekler 4°C’de 20 dk 16,0000 X g
hizda santrifiij edilir. Silipernatant yeni bir tiipe alinarak lizerine iki hacim %98’lik
soguk etanol eklenir. Yavas¢a alt iist edilerek tekrar -20°C’de 15 dakika bekletilir.
4°C’de 20 dk 16,0000 g hizda santrifiij edilir. Stipernatant dikkatli bir sekilde
uzaklastirilir ve pelet tizerine %70’lik soguk etanol eklenir. 16,0000 g hizda 4°C’de 6
dakika tekrar santrifiij edilir ve alkol uzaklastirilir. Kisa ¢oktiirme yapilarak kalan alkol
mikropipet yardimiyla uzaklastirilir ve 6rnekler oda sicakliginda kurutularak 50 pl 1X
TE (10 mM Tris-HCI pH: 8,0; 1 mM EDTA pH: 8,0) tamponunda ¢dziinmiistiir. izole
edilen DNA 6rneklerinin kalitesi nanodrop cihazinda 6lgiilmiistiir. izole edilen DNA

ornekleri daha sonra PZR isleminde kullanilmak iizere -20 °C’ye kaldirilmistir.

2.2.2. Mitokondriyal ve ¢ekirdek DNA gen bolgelerinin PZR ile ¢cogaltiimasi

Total genomik DNA izolasyonu ve kalite tayini sonrasinda her birey i¢in mitokondriyal
ve cekirdek genomuna ait gen bolgeleri amplifikasyon asamalar1 igin segilmistir.
Cekirdek genomu amplifikasyonu i¢in 700 baz ¢ifti uzunlugunda 28s rRNA’nin D2
bolgesi ve mitokondriyal genom igin ND5 ve ND6 gen bolgeleri segilmistir. Ancak
uyumsuz primer ciftleri sebebiyle bu gen boélgeleri ¢ogaltilamamistir. Mitokondriyal

genom i¢in COI gen bolgesi segilmistir.

28s rRNA ve COI gen bolgeleri amplifikasyonu i¢in tablo lde belirtilen D2-R2 ve
RHOF1-LCO2193 primer c¢iftleri secilmistir. 285 rRNA gen bélgesi i¢in primer ¢ifti
Schmidt (2005) makalesinden referans alinarak seg¢ilmistir. COl gen bdlgesi i¢in segilen

primer ¢ifti BLAST taramasi ile secilmistir.
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ND5 ve ND6 gen bolgeleri igin Genbank veritabaninda kayitli olan P.smyrnensis
tiiriiniin mitokondri genomu kullanilarak Primer-BLAST programu ile tasarlanmustir.
Ancak ND5 ve ND6 gen bolgeleri i¢in tasarlanan primerler c¢aligtirilamamistir.

Tasarlanan primer ¢ifti Tablo 2de belirtilmistir.

Tablo 2 Primer Ciftleri

Primer . Uzunluk |GC igerigi
Ady Baz Dizisi (bp) (%) Gerig
ND5F |AAT CAC CCC AATATCTTC AATA 22 32

ND5R |AGG GTGGGATGGATTAGGT 19 53

ND6F |CAAAGTAGGAATTAAACTAGCT 22 32

ND6R |CCT AGT AAT GAT CCAAAATTTC 22 32

D2F CGTGTTGCTTGATAGTGCAGC 21 61,2

D2R TTGGTCCGTGTTTCAAGACGG 21 61,2
RHOFE1 | TTTATTATAATTTTYTTYATAGTWATACC 29 10-17
HCO21 | CAGGAAACAGCTATGACTAAACTTCAGGGTG 43 40

98 ACCAAAAAATCA

Reaksiyon ortami son hacim 50 pl olacak sekilde hazirlanmistir. Reaksiyon hacminin
icerigine 0,5 U Taq DNA polimeraz, 5 ul 10X PZR tamponu (100 mM Tris—HCI pH
8,8; 500 mM KCI; % 0,8 Nonidet P-40), 2,5 mM dNTP, 2,5 mM MgCI2, %1 Triton X,
4mg/MIl BSA(Bovine Serum Albumine) ve 100 ng kalip DNA eklenmistir. PZR islemi
BIO-RAD T100 Thermo-Cycler cihazinda Tablo 3 ve Tablo 4’te gosterilen kosullar

altinda gerceklestirilmistir.

Segilen gen bolgelerinin in vitro ¢ogaltilmasi oncesinde primer ¢iftlerinin absorbans-
sicaklik egrilerinin orta noktasi olan erime sicakligi (Tm) degerleri, asagidaki formiil

kullanilarak hesaplanmustir:
Tm =69,30C + 0,41(% G + C) — 650/Primer Uzunlugu

Hesaplama sonucunda primerlerin Tm degerleri sunlardir;

D2-R2; 59,83

Tablo 3 28s rRNA PCR kosullari
Reaksiyon Sicaklik Stire Dongii Sayisi
Basamaklar1
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Baslangig 95 5 dk 1
Denattirasyonu
Denatiirasyon 94 1dk 35
Primer Baglama 60 1dk
Uzama 72 1,30 dk
Son Uzama 72 7 dk 1
RHOF1-HCO2198; 45
Tablo 4 COl PCR kosullari
Reaksiyon Basamaklari Sicaklik Siire Dongii Sayisi
Baglangi¢ Denatiirasyonu 95 5 dk 1
Denatiirasyon 94 30 sn 35
Primer Baglama 45 30 sn
Uzama 72 45 sn
Son Uzama 72 10 dk 1

28s rRNA ve COI gen bolgelerinin PZR sonuglart %1°lik agaroz jel elektroforezinde

yiirtitiilerek, amplifikasyon sonrasi istenilen biiytikliikk ve saflikta olup olmadig1 kontrol

edilmistir (Sekil 5 ve 6).
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Sekil 5 COI gen bolgesi amplifikasyon tiriinleri (100 bp uzunlugunda DNA markir1
kullanilmistir.)

Sekil 6 28s rRNA gen bdlgesi amplifikasyon tiriinleri (100 bp uzunlugunda DNA
markirt kullanilmistir.)

2.2.3. 28s rRNA ve COI gen bdlgelerine PZR iiriinlerinin dizilenmesi ve
hizalanmasi
Amplifikasyon iglemi tamamlanan PZR iiriinlerinin dizilenmesi islemleri ¢ift yonlii ve

hizmet alimi yolu ile gergeklestirilmistir. Dizileme reaksiyonlar1 sonrasinda DNA
fragmanlarinin hizalama asamalari, ileri ve geri yonlii niikleotid dizileri Codon Code
Aligner 3.5.6 (Ewing ve ark., 1998) programi kullanilarak goézle kontrol edilerek
gerceklestirilmistir.

Cakistirilan ve gozle kontrol edilen DNA dizileri MEGA v 7,0 (Tamura ve ark., 2007)

aktarilarak ¢oklu hizalamalar1 tamamlanmastir.



2.3. Veri Analizi

2.3.1. Veri setlerinin hazirlanmasi

28s rRNA ve COI gen setlerine ait hizalama islemleri tamamlandiktan sonra gen
bolgesine ait niikleotid dizileri NEXUS ve PHYLIP dosya uzantili formatlarda
kaydedilerek analizlerde kullanilmak tizere bilgisayar ortaminda saklanmistir. DNASP
programi araciligi ile veri setleri ARLEQUIN, NEXUS ve PHYLIP formatinda
kaydedilerek bilgisayar ortaminda saklanmistir. Anadolu’da yasal hashas ekim alanlari
Bati Anadolu yogunluklu olmak iizere I¢ Anadolu’nun Bati Anadolu’ya yakin
kisimlarinda bulunmaktadir. Tablo 5’te bat1 dogu yoniinde yasal haghas ekim alanlarina
gore renklerle gruplandirilmis populasyonlar gosterilmistir. Grup 1 hashasin yasal
olarak ekiminin yapildig1 yerler, Grup 2 hashas ekiminin bazi bdlgelerinde yasal oldugu

yerler, Grup 3 ise haghas ekiminin yasal olmadig1 bolgeleri gostermektedir.

Tablo 5 Yasal hashas ekim alanlarina gére gruplandirma

Populasyon Adi Lokalite Grup Adi
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Pop4 Amasya
Popll Bayburt
Pop19 Erzincan
Pop21 Glimiishane
Pop30 Samsun Grup3
Pop31 Samsun
Pop32 Sivas
Pop33 Sivas
Pop34 Sivas
Pop35 Sivas
Pop36 Tokat
Pop37 Tokat
Pop38 Yozgat

2.3.2. Genetik Cesitlilik ve Gen Karakterizasyonu

Calisma kapsaminda Anadolu populasyonlarinin genetik yapisinin ve evrimsel
hikayelerinin degerlendirilmesi amaciyla secilen gen bolgelerinden cekirdek DNA’ya
ait kodlama yapmayan 28s rRNA gen bolgesi dogrudan populasyon genetigi, filogenetik
ve filocografik analizlerin gergeklestirilmesi amaciyla analizlere dahil edilmistir. Diger
taraftan bir diger molekiiler belirte¢ olarak se¢ilen mitokondri DNA’sma ait kodlama
yapan COI gen bolgesi ise bu analizlere dahil edilmeden hemen 6nce populasyonlara ait
dizilerin karakterizasyonu amaciyla kullanilmigtir. Bu amagla COIl dizisinin molekiiler
karakterizasyonu hem niikleotid hem de aminoasit diizeyinde gerceklestirilmistir. Ilgili

gen bolgesinin psédogen olup olmadigi, niikleotid kompozisyonu, niikleotid yerdegisim
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tipleri ve aminoasit kompozisyonlar1 DnaSP v5.0 (Librado ve Rozans, 2009) ve MEGA

v7.0 programlari araciligiyla analiz edilmistir

2.3.3. 28s rRNA ve COlI veri setlerinin analizi

DnaSP v.5 ve ARLEQUIN 3.11 programlar1 kullanilarak populasyon i¢i ve
populasyonlar arasi niikleotid ¢esitliligi (), haplotip ¢esitliligi (h), 6zgiin haplotiplerin
say1st ve niikleotid farkliliklarinin ortalama sayist (k) hem 28s rRNA hem de COI gen

bolgeleri i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmaigtir.

Populasyonlar arasinda genetik iliskinin gorsel gosterimini olusturmak icin Genalex 6.3.
paket programinda (Peakall ve Smouse, 2006) ikili 6st ve Fst degerlerini kullanarak
temel bilesen analizleri (PCA) uygulanmistir. Populasyonlar1 olusturan bireylerin her iki
DNA belirtecine ait niikleotid dizilerine dayandirilarak bireyler arasi soy hatt1 iliskisini
arastirmak icin ortanca-baglama (medianing-joining MJ) sebeke yaklagimi (Bandelt ve

ark., 1995, 1999) Network v.5.0 (http://www.fluxus-engineering.com) programina

basvurularak gerceklestirilmistir.
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3.BULGULAR

3.1. Arazi Cahsmasi ve Orneklem

Daha once yapilan arazi g¢alismalarindan uygun olan oOrnekler secilerek orneklem
olusturulmustur. Secilen d6rneklerin etiketlendirilmesinde populasyon kod numarasi ve o
populasyona ait bireyi ifade eden alfabetik siraya uygun harf sirasi dikkate alinmistir.
(Ornegin; Pop 3b veya 5d gibi. Burada 1 ve 5 populasyonun kod numarasi ve b veya d

ilgili populasyonun 2. ve 4. bireyi anlamina gelmektedir.)

3.2. Genetik Cesitlilik

3.2.1. COl mitokondri DNA belirteci

DNA izolasyonu, ¢ogaltim, dizileme ve hizalama uygulamalari sonucunda COl gen
bolgesi acisindan toplamda 37 populasyona ait 69 bireyde konsensus dizisi elde edilmis
ve analizler bu niikleotid dizileri iizerinden gergeklestirilmistir. Analiz edilen
mitokondri DNA dizilerinin her kromotogramda tekli piklere sahip olduklari, insersiyon
ve delesyon (in-del) bolgeleri icermedikleri, dizi igerisinde rastgele stop kodonlar
bulundurmadiklar1 gdzlenmistir. Hizalama ¢aligmalar1 sonucunda 578 bp oldugu
saptanmigtir. Tiim bu bulgular 1s18inda analiz edilen niikleotid dizisinin fonksiyonel bir
mitokondri gen bolgesi oldugu sdylenebilir.

Analiz edilen COIl mitokondri gen bélgesinin haplotip cesitliligi yiiksek olup (Hd =
0,874 + 0.018) 11 farkli haplotip icermektedir. Bu asamada haplotiplerin kodlanmasinda
“Hap_...” kodlamasi tercih edilmistir. Bu haplotipler Ek 1’de verilmis ve haplotiplerin
populasyonlarda dagilimlar1 ise Ek 2’de gosterilmistir. Sekanslar arasindaki niikleotid
cesitliligi 61t = 0,0099 ve ikili niikleotid farkliliklarinin ortalama sayis1 k = 5,72 olarak
belirlenmistir. Baz basina niikleotid cesitliligini gdsteren grafik incelendigi zaman
niikleotid degisiminin en fazla 1-128. pozisyonlar arasinda oldugu ve dizinin en
korunmus bolgesi ise 350.- 453. baz pozisyonlari arasinda yer almistir (Sekil 7).
Ortalama niikleotid yiizdesi toplamda sirasiyla A = 29,3, T = 39,2, G= 13,6, C=17,8

bulunmustur.
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Sekil 7 COI gen bolgesi boyunca baz basina niikleotid ¢esitliligi ()

3.2.2. 28s rRNA ¢ekirdek DNA belirteci
DNA izolasyonu, ¢ogaltim, dizileme ve hizalama uygulamalar1 sonucunda 28s rRNA

gen bolgesi agisindan toplamda 38 populasyona ait 76 bireyde konsensus dizisi elde
edilmis ve analizler bu niikleotid dizileri iizerinden gergeklestirilmistir. Analiz edilen
cekirdek DNA dizilerinin her kromotogramda tekli piklere sahip olduklari, insersiyon
ve delesyon (in-del) bolgeleri icermedikleri, dizi igerisinde rastgele stop kodonlar
bulundurmadiklar1 gézlenmistir. Dizi hizalama ¢alismalar1 sonucunda 716 bp oldugu
saptanmigtir. Tiim bu bulgular 1s18inda analiz edilen niikleotid dizisinin fonksiyonel bir
cekirdek gen bolgesi oldugu sdylenebilir.

Analiz edilen 28s rRNA bolgesinin haplotip ¢esitliligi diisiik olup (Hd = 0,714 £ 0.027)
4 farkli haplotip icermektedir. Bu asamada haplotiplerin kodlanmasinda “Hap ...”
kodlamas1 tercih edilmistir. Bu haplotipler Ek 3’te verilmis ve haplotiplerin
populasyonlarda dagilimlar1 ise Ek 4’te gosterilmistir. Sekanslar arasindaki niikleotid
cesitliligi 6rr = 0,002 ve ikili niikleotid farkliliklarinin ortalama sayisi1 k = 1,439 olarak
belirlenmistir. Baz basina niikleotid ¢esitliligini gdsteren grafik incelendigi zaman
niikleotid degisiminin en fazla 186 — 300. ile 415- 520 .pozisyonlar arasinda oldugu ve
dizinin en korunmus bolgesi ise 1-186., ile 300 — 415. ve 415-716. baz pozisyonlari
arasinda yer almustir (Sekil 8). Ortalama niikleotid yiizdesi toplamda sirasiyla A = 194,
T=19,5,G=31,9, C=29,1 bulunmustur.
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Sekil 8 28s rRNA gen bolgesi boyunca baz basina niikleotid ¢esitliligi ().

3.3. Cografik Genetik Yapilanma

Populasyonlar arasinda genetik farklilasma diizeylerinin belirlenebilmesi amaciyla ikili
FST indekslerinden yararlanilmistir. 285 rRNA belirteci bazinda ikili FST degerleri
populasyonlar arasinda genetik farklilagsmanin bariz bir bigimde diisiik olduguna isaret
eder (Tablo 6). FST degerleri 0.01 ile 0.04 arasinda degisiklik gostermektedir.
Degerlerin diisiik olmasi1 sebebiyle ¢ok biiyiikk bir anlam ifade etmemektedir. COI
mitokondri belirteci bazinda ikili FST degerleri populasyonlar arasinda genetik
farklilagsmanin bariz bir bi¢gimde diisiik olduguna isaret eder. (Tablo 7). FST degerleri
0.000 ile 0.019 arasinda degisiklik gostermektedir. Degerlerin diisiik olmas1 sebebiyle

cok biiyiik bir anlam ifade etmemektedir.
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Tablo 6 Populasyonlar arasi genetik farklilasma diizeylerini gosteren 28s rRNA bazli ikili FST degerleri [p = 0,000 (+)]
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Tablo 7 Populasyonlar aras1 genetik farklilasma diizeylerini gésteren COl bazli ikili FST degerleri [p = 0,000 (+)]
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30
31
32
33
34
35
36
37
38

25
26
27
28
30
31
32
33
34
35
36
37
38

0,012 0,010 0,007 0,010 0,009 0,007 0,008 0,010 0,010 0,011 0,007 0,007 0,010
0,005 0,018 0,012 0,007 0,011 0,012 0,010 0,007 0,015 0,003 0,012 0,012 0,007
0,004 0,016 0,014 0,002 0,005 0,014 0,008 0,002 0,017 0,005 0,014 0,014 0,002
0,015 0,005 0,000 0,016 0,012 0,000 0,008 0,016 0,003 0,012 0,000 0,000 0,016
0,015 0,005 0,000 0,016 0,012 0,000 0,008 0,016 0,003 0,012 0,000 0,000 0,016
0,010 0,012 0,007 0,012 0,012 0,007 0,010 0,012 0,010 0,009 0,007 0,007 0,012
0,005 0,018 0,014 0,005 0,009 0,014 0,010 0,005 0,017 0,005 0,014 0,014 0,005
0,004 0,018 0,016 0,000 0,005 0,016 0,008 0,000 0,019 0,003 0,016 0,016 0,000
0,016 0,006 0,003 0,015 0,010 0,003 0,009 0,015 0,006 0,016 0,003 0,003 0,015

0,010 0,000

0,011 0,010 0,000

0,004 0,009 0,011 0,000

0,009 0,011 0,013 0,010 0,000

0,011 0,011 0,010 0,012 0,011 0,000

0,003 0,010 0,013 0,005 0,008 0,012 0,000

0,005 0,007 0,008 0,004 0,011 0,009 0,007 0,000

0,012 0,012 0,011 0,015 0,007 0,007 0,012 0,014 0,000

0,012 0,012 0,011 0,015 0,007 0,007 0,012 0,014 0,000 0,000

0,009 0,011 0,013 0,010 0,007 0,011 0,008 0,011 0,007 0,007 0,000

0,005 0,009 0,011 0,005 0,010 0,012 0,005 0,005 0,014 0,014 0,010 0,000

0,003 0,009 0,008 0,004 0,012 0,010 0,007 0,002 0,016 0,016 0,012 0,005 0,000

0,016 0,012 0,010 0,016 0,011 0,007 0,016 0,013 0,003 0,003 0,011 0,015 0,015 0,000
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28s rRNA belirtecine dayali populasyonlarda goézlenen ikili FST ve farklilasma
diizeyleri temel bilesen analizlerinde PC1 oran1 %52,18 PC2 oran1 %21,10°dur. Temel
bilesenlerin ilk iki ekseni toplam genetik varyasyonun %72,18’ini agia ¢ikarmistir.
Temel bilesenlerin 1. ve 3. Eksenlerin (PC1 ve PC3) a¢iga ¢ikardigi toplam varyasyon
oran1 %64,15, 2. ve 3. Eksenlerin (PC2 ve PC3) sergiledigi toplam varyasyon orani ise
%33,07 olarak gozlenmistir. Populasyon 2, 6, 11, 20, 25, 32, 33, 35, 37 ve populasyon
1,5,8,9, 12, 13, 15, 16, 17,16 birlikte kiimelenmistir. Kalan populasyonlar homojen bir
dagilim gostermektedir. (Sekil 9)

Principal Coordinates (PCoA)
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g POFE)3 18 ,PoPIE + Pop36
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R1bop2o + popis POPL
¢ Pop35 Popl7
¢ Pop6 ¢ Pop30 ¢ Pop5
COoord. 1

Sekil 9 28s rRNA ig¢in ikili Fst degerleri kullanarak ¢izilen PCoA analizi

COI mitokondri belirtecine dayali populasyonlarda gozlenen ikili Fsr ve farklilasma
diizeyleri temel bilesen analizlerinde PC1 oran1 %42,23 PC2 oran1 %15,64’tlir. Temel
bilesenlerin ilk iki ekseni toplam genetik varyasyonun %65,26’sim1 agiga ¢ikarmistir.
Temel bilesenlerin 1. ve 3. eksenlerin (PC1 ve PC3) aciga ¢ikardigi toplam varyasyon
orani %,57,87 2. ve 3. eksenlerin (PC2 ve PC3) sergiledigi toplam varyasyon orani ise
%38,67 olarak gozlenmistir. Populasyon 3, 6, 9, 11, 12, 33, 34 bir kiimelenme egilimi
gosterirken kalan populasyonlar dagilim gostermektedir ( Sekil 10).
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Sekil 10 COI ig¢in ikili Fst degerleri kullanarak ¢izilen PCoA analizi

P.symrnensis populasyonlarinda genetik yapilanmanin olusumunda gen akisi ve genetik
stiriklenmenin genetik uzakliklarina karsin cografik uzakliklarmin regresyonuyla test
edilmistir (Hutchison ve Templeton, 1999). Her iki gen bdlgesi i¢in Fst degerlerinin
. 28s rRNA ¢ekirdek
belirteci (R* = 5E-05; p = 0,020) ve mitokondri DNA belirteci (R* = 5E-05; p = 0,450)

analiz edilmesi sonucunda, Mantel testi gergeklestirilmistir

i¢cin benzer sonuglar vermistir. (Sekil 11 ve 12) Populasyonlarin yayilis araliklarinda

cografik uzaklikla hem mitokondri DNA belirteci hemde 28s rRNA cekirdek gen

bolgeleri i¢in anlamli bir baglant1 bulunamamustir.
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Sekil 11 28s rRNA belirteci bazli ikili FST degerine karsin cografik uzaklik
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Sekil 12 COI mitokondri DNA belirteci bazli ikili FST degerine karsin cografik uzaklik
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3.4.Filogeni ve Filocografya

3.4.1. Maksimum olasilik analizleri

Filogeni tahmini igin Felsenstein (1973) ve Farris (1973) taafindan gelistirilen bir
yontemdir. Bu yontemin 6n kabuliine gore evrimsel degismeler yani her bir karakterin
diger bir duruma degismesinin ya da yeni bir karakterin ac¢iga c¢ikmasinin belirli bir
olasiligi bulunmaktadir. Ozellikle DNA dizi verisine dayali filogeni programlarindan
olan RAXML kullanilarak insa edilen ML agacit ve NJ dendogrami mitokondri DNA
verisi igin incelendiginde Anadolu populasyonlart homojen bir dagilim sergilemektedir
(Sekil 13 ve 14). 28s rRNA c¢ekirdek verisi kullanilarak c¢izilen ML agact ve NJ
dendograminda da herhangi bir dogu bati oriintiilenmesi gozlenmemistir (Sekil 15 ve
16).

Grup|1 turuncu, Grup 2 yesil ve Grup 3 sar1 ile gosterilmistir.

<| ;&Pqéga?{:

Sekil 13 28s rRNA haplotipleri aras1 maksimum olasilik yontemine dayal1 filogenetik
aga¢c (GTR+G+I modeli parametresi kullanilarak inga edilmistir.)
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Sekil 14 28s rRNA haplotipleri arasinda Komsu Baglama (NJ) dendogrami
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Sekil 15 Mitokondri haplotipleri aras1 maksimum olasilik yontemine dayal filogenetik

aga¢ (GTR+G+I modeli kullanilarak insa edilmistir.)
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Sekil 16 Mitokodri haplotipleri arasinda komsu baglama (NJ) dendogranu

3.4.2. Sebeke analizleri
Mitokondri ve ¢ekirdek DNA haplotipleri arasindaki soy hatti iligkisi Sekil,,,’da

gosterilen MJ sebekeleriyle tahmin edilmistir. MJ yaklasimi oncelikle tek bir sebeke
icerisinde tiim minimum uzunluktaki ya da Ol¢lim araligindaki agacglar1 birlestirir ve
sonrasinda en son insa edilen agacin uzunlugunu azaltmak ve arada yer alan haplotipleri
¢ikarmak i¢in parsimoni Ol¢iitiinii kullanir. Sebeke analizlerinde halkasal alanlar 5 farkli
grubu temsil etmek iizere 5 farkli renkle gosterilmistir. Her bir halkasal alan bireylerin o
halka icerisinde bulunma sikliklarina gore orantilanmistir. Ana nodlar hangi
haplotiplerle temsil edildigi yazilarak gosterilmistir. Halkalar arasindaki baglantilar
gosteren dallar {lizerinde niikleotid degisim pozisyonlar1 rakamla gosterilmistir. 141
bireye ait 28s rRNA verisinin kullanilarak insa edildigi MJ sebekesi mitokondri DNA
verisinde gozlenen Oriintiiyle benzer sekilde populasyonlar arasinda bir filocografik
yapilanma gostermistir. Dikdortgen benzeri bir Oriintiiye isaret eden bu sebekede higbir
kayip nod bulunmamaktadir (Sekil 17). Genetik yapilanmaya ek olarak bu analizde soy-
hatt1 akrabalik iligkisi i¢in gdzlenen en parsimonik agiklama, bu 5 farkli grubu olusturan

atasal formun elimizdeki 6rneklem harici bir bolgede oldugudur Mitokondri DNA verisi
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kullanilarak olusturulan MJ sebekesi filocografik yapilanmanin derin olmayan ya da s1g
bir Orlintiiye sahip oldugunu vurgulamistir (Sekil 18). Net bir genetik farklilasma
gbozlenmedigi Ongoriisii baglanti nodlar1 arasindaki birka¢ niikleotid degisiminin
bulunmasiyla desteklenmektedir. Genetik yapilanmaya ek olarak bu analizde soy-hatti
akrabalik iliskisi i¢in gozlenen en parsimonik agiklama, tiim haplotiplerin merkezi bir
pozisyon sunmasi nedeniyle atasal bir form sunmasi en yiiksek olasiliga sahip olan grup
5’ten evrimlestikleridir. Bu haplotip analize dahil edilen 38 populasyonun 18’i ve 75
bireyin 24’iinde bulunmaktadir.

Grup] turuncu, Grup 2 yesil ve Grup 3 sar1 ile gosterilmistir.
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Sekil 17 MJ sebeke yonteminden elde edilen P.symrnensis 28s rRNA haplotipleri
arasindaki soy-hatt1 iligkisi. Halkalar arasindaki baglantilar1 gdsteren dallar tizerinde
niikleotid degisim pozisyonlari rakamla gosterilmistir. Dal uzunluklart mutasyon sayisi
ile orantilidir.
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Sekil 18 MJ sebeke yonteminden elde edilen P.symrnensis mitokondri haplotipleri
arasindaki soy-hatt1 iligkisi. Halkalar arasindaki baglantilar1 gosteren dallar tizerinde
niikleotid degisim pozisyonlar1 rakamla gosterilmistir. Dal uzunluklar1t mutasyon sayisi
ile orantilidir.
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4.TARTISMA

Palearktik bolgede tiirlerin yayilis alaninin en giineyinde yer alan Anadolu, buzul
donemleri boyunca bir¢ok populasyona ev sahipligi yapan ve buzullar aras1 donemlerde
ise Balkanlar ve Kafkaslar yoluyla kuzeye yayilislarini saglayan olduk¢a 6nemli bir
siginak alanmidir (Ciplak, 2004). Anadolu’nun jeolojik tarihi ile birlikte enlemsel
konumu, kendine 0zgiin yiiksek bir plato goriinlimii ve degisken topografik yapi
sergileyen 6zel bir tiirlesme merkezini olusturmustur. Bu merkezin alpin ya da subalpin
kusaklarda yayilis sergileyen taksonlar agisindan yiiksek cesitlilik gdstermesi ve bu
taksonlarin geleceginde de 6zel bir 6neme sahip olacagi 6ngoriisii her gegen giin artan
bir sekilde desteklenmektedir (Ciplak ve ark.,, 2002; Ciplak, 2008, 2010).
Biyogesitliligin artmasinda énemli etken olan tiim bu faktorlerden dolay1 bir¢ok takson
grubunda oldugu gibi Cephidae familyasina ait tiirler de Tiirkiye bocek faunasi
acisindan zengindir (Korkmaz, 2011).

Hashas/Gelincik sap aris1 (Pachycephus symrnensis) Tiirkiye’de yaygin bir yayilisa
sahip ¢ok zararli bir tiirdiir. Bu zararli tiir hashas ve yakin akrabasi olan gelincik
bitkisine yumurta birakarak larvalarmin beslenmesini saglar. Bitkilerde zararin
olugmasina sebep olan aslinda sap icerisine birakilan yumurtalardan ¢ikan larvalardir.
Larvalarin beslenme siirecinde iletim dokulari tahrip olur. Bu nedenle bitkinin
karbonhidrat ve su iletim sisteminde dengesizlikler goriiliir. Gelincik hashas sap
artlarmin  bitkilerde beslenmesi sonucu hashas bitkisi kapsiilii yeterli miktarda
beslenemez ve gelisemez. Bitki zarar goriir ve zayiflayarak Oliir. Ayrica larvalar
tarafindan kesilen saplar, hasat 6ncesinde kirilarak diismekte ve iirlin kayiplari meydana
gelmektedir. Saplarin toprak altinda kalmasi ve ergin ¢ikislarinin etkilenmesi amaci ile
topragin derin stiriilmesi ve bazi parazitoitlerin kullanilmasi1 gibi miicadele yontemleri
Onerilmesine ragmen etkili bir miicadele stratejisi gelistirilememistir. P. smyrnensis
populasyonlarinin genetik Oriintiilerinin agiga ¢ikarilmasi bu zararliyla miicadeleyi daha
etkili kilacaktir.

Calisma kapsaminda P. smyrnensis tiirine ait toplam141 bireyin 28s rRNA ve COX1
gen bolgelerinin dizi bilgileri elde edilmistir. 28s rRNA gen bolgesi i¢in yapilan
analizler sonucu 4 farkli haplotip ile ¢ok diisiikk genetik gesitlilige sahip oldugu ortaya
cikmistir. Bu durum mutasyon hizinin diisiikliigiinden kaynaklanmaktadir. 28s rRNA

gen bolgesi lokalite bazinda lokaliteler aras1 gen aktarimi ¢ok fazla bulunmamaktadir
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P. smyrnensis bireyleri arasinda 716 bp uzunlugunda c¢ogaltilan 28s rRNA gen
bolgesinin niikleotit kompozisyonu incelendigi zaman genel olarak korunmustur. 245-
248. pozisyonlar arasinda TATT ile CATC, 478. pozisyonda G C transversiyonu
gozlenmistir. Yapilan analizler sonucunda 28s rRNA gen bolgesi igin herhangi bir
dogu-bati Oriintiilenmesi gdzlenmemistir.

28s rRNA gen bolgesi i¢in mutasyon hizi ve oraninin ¢ok diisiik olmasinin sebebi 28s
rRNA gen bolgesinin 6neminden kaynaklanmaktadir. 28s rRNA gen bdlgesi ribozomun
biiylik alt tinitesini olusturur. Woese ve Fox (1977)’un calismasindan beri niikleer
rRNA sistronu 6nemli bir filogenetik c¢alisma bolgesi haline gelmistir. Ribozomu
olusturan kiiciik sistron (SSU) ve biiyiik sistron (LSU) olduk¢a korunmus bdlgelere
sahiptir. Bu yiizden yiiksek taksonomik seviyede filogenetik rekonstruksiyonlarda
kullanilabilir (Hershkovitz ve Lewis, 1996). Buna karsilik tiirler arasinda gostedigi
sekans farkliliklar1 olduk¢a anlamlidir. Bu ylizden tiir ve cins diizeyinde filogenilerin
¢ikarimlari i¢in daha uygundur.

Mitokondriyal DNA gen boélgesi belirtecinin karakterizasyonuna baktigimizda analiz
edilen kismin yalanci gen bdlgesi olmadigi belirlenmistir. Analiz edilen mitokondriyal
DNA sekanslarinin her kromotogramda tekli piklere sahip olduklari, insersiyon ve
delesyon (in-del) bolgeleri icermedikleri ve dizi igerisinde rastgele stop kodonlar
bulundurmadiklar1 gdzlenmistir. Tiim bu bulgular 15181nda analiz edilen sekans dizisinin
fonksiyonel bir mitokondriyal gen boélgesi oldugu sdylenebilir. COl  mitokondriyal
DNA fragmanina baktigimizda gen bolgesinin 5' ucunun 3' ucundan daha bilgi verici
oldugu anlasilmistir (Simon ve ark., 1994, Juan ve ark., 1996, Erpenbeck ve ark., 2005).
Bu durum dejeneratif kodon pozisyonlarinda sinonim degisimlerden kaynaklanmaktadir
ve yakin akraba tiirer arasinda oldugu kadar tiir i¢i diizeyde akrabalik iligkilerinin
aragtirillmasi1 agisindan da yeterli varyasyon saglamaktadir (Johnson ve ark., 2008,
Korkmaz ve ark., 2011).

COlI gen bolgesi i¢in yapilan analizlerde 11 farkli haplotip ile diisiik genetik cesitlilige
sahip oldugu ortaya ¢ikmistir. Yapilan analizlerde mutasyon hiz1 diisiikliigii sebebiyle
haplotip cesitliligi ve genetik cesitliligi diisiiktiir. Populasyon 9 Anadolu populasyonlari
arasinda 6zgilin haplotipe sahip tek populasyondur. Genetik cesitliligin diisitk olmasi
sebebiyle 6zgiin haplotip sayisinin diisiik oldugu diistiniilmektedir. Genetik ¢esitliligin
diisiik oldugunu destekleyen bir diger analiz Fst analizlerinde bulunan degerler 0,05’ten
daha kiiciiktiir. Fst analizlerinde bulunan bu deger kiigiik olmasina ragmen ihmal

edilemez.
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Niikleotid kompozisyonuna ek olarak karakterize edilen aminoasit kompozisyonunda
tespit edilen degisimlerin ¢ogunlukla hidrofobik aminoasitlerle hidrofilik aminoasitler
arasinda gerceklestigi gozlenmistir. Bu degisimlerin beslenme donemine bagli olarak
yumurtlama donemi farkliliklarindan kaynakli bitki adaptasyonuyla iliskilendirilebilir.
Sonug¢ olarak ¢alisma kapsaminda kullanilan  mitokondriyal DNA fragmaninda
gozlenen varyasyon miktarinin ¢aligma aralifinda yer alan P. smyrnensis
populasyonlar1 arasindaki farkliliklar1 gostermek icin yeteri kadar hizli, son birkag
milyon yildan fazla siirede yinelenen mutasyonlarla doygunluga ulasamayacak kadar da
yavas oldugu sdylenebilir (Hewitt, 1996, 2001; Avise ve ark., 1998).

COI mitokondriyal gen bolgesi enerji metabolizmasi ile iligkilidir. Beslenme farkliligi,
yiikseklik, nem, iklim gibi parametreler enerji metabolizmasi iizerinde biiylik etkilere
sahiptir. Yapilan analizlerde en ¢ok dikkat ¢eken durum temel bilesenler analizine gore
cografik uzaklik arttikca genetik ¢esitliligin artmamasidir. Bunun sebebinin uyusturucu
iiretimi i¢in kacak olarak farkli bolgelere ekilen hashas bitkisi ve dogal ortamda c¢ok
fazla bulunan gelincik bitkisi oldugu diisiiniilmektedir.

Yapilan analizler sonucunda haghas ve gelincik ile beslenen boceklerde anlamli bir
farklilagma bulunamamistir. Meydana gelen farkliliklarin dogal varyasyon siirecinin bir
pargasi oldugu soylenebilir. Hashas iilkemizde ve diinyada uyusturucu iiretiminde
yogun olarak kullanilir. Hem yurt icinde hem yurt disinda yasadist olarak pek ¢ok
bolgede ekimi yapilmaktadir. Ancak diinyada Anadolu yasadist hagshas ekimi ve afyon
tiretiminde st siralarda gelmektedir. Bu durum Anadolu cografyasinda P. smyrnensis
tirtiniin  yumurtlama diizenine etki etmektedir. Gelincik genel olarak ¢ok kolay
yetisebilen ve her sarta uyum saglayan bir ¢icek olmasi sebebiyle tiim Anadolu’da
yetisebilir. Gelincik hashas ekimi yapilan tarlalarin yakinlar1 ve hatta icerisinde dahi
yetisebilir. Bu sebeplerle hem gelincik bitkisi hem de hashas Anadolu ve diinya
cografyasinda siireklilik sergiler. Populasyonlar izole degillerdir. Biitiin populasyonlar

benzer oriintii sergiler.
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EK-1 Cakistirilan 28s rRNA gen bolgesinin MEGA v7.0 programi ile ¢oklu hizalanmast
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EK-2 Cakistirilan 28s COI gen bolgesinin MEGA v7.0 programu ile ¢oklu hizalanmasi
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EK-3 Populasyonlarda 28s rRNA haplotiplerinin dagilimi. N birey sayisi, H toplam
haplotip sayis1.

Populasyon N H | Hap 1 | Hap_ 2 | Hap_3 | Hap 4
Adi
1 2 1 2 - -
2 1 1 - 1 - -
3 3 3 - 1 1 1
4 2 2 - 1 1 -
5) 2 2 - 1 1 -
6 2 1 - 2 - -
74 3 3 - 1 1 1
8 1 1 1 - - -
9 2 1 2 - - -
10 3 2 - - 2 1
11 1 1 - 1 - -
12 1 1 1 - - -
13 1 1 1 - - -
14 2 2 1 1 -
15 3 2 2 1 - -
16 1 1 1 - - -
17 2 1 2 - - -
18 2 2 - 1 1 -
19 1 1 - 1 -
20 2 1 - 2 - -
22 3 2 - 1 2 -
23 2 2 - 1 1 -
24 1 1 - 1 - -
25 3 3 1 1 - 1
26 3 2 2 - - 1
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EK-4 Populasyonlarda COI

27

30

32

33

R R k| -

34

35

36

37

38

N | N D R R R NN

I N N N R L S S

haplotiplerinin dagilimi. N birey sayisi, H toplam

haplotip sayis1 Hu Ozgiin haplotip sayisi. Gri renk 6zgiin haplotiplere, renksiz

kareler ise paylasilan haplotiplere isaret etmektedir.

Populas | N| H| H | Hap | Hap | Hap | Hap | Hap | Hap | Hap | Hap | Hap | Hap_ | Hap_
yon Ad1 ul 1| 2| 3| 4| 51| 6| 7] 8| 9] 10 11
1 212 -1 1 - - 1 - - - - - - -
2 111] - - - - - - - - - - - 1
3 211 - - 1 1 1 2
4 1(1/-] 1 - - - - - - - - - -
5 313|-1] 1 - - - 1 - - - 1 - -
6 313 - - 2 - - - - - 3 - - -
7 212 -1 - - - - - - 1 - - -
8 111]-| 1 - - - - - - - - - -
9 21111 - - - - - - 1 1 - - -
10 111 - - 1 - - - - - - - - -
11 111] - - - - - - - - 1 - - -
12 211 - - - - - - - - 2 - - -
13 1(1/-] 1 - - - - - - - - - -
14 313|-1] 1 - - - 1 1 - - - - -
15 413]| - - 1 - - - 2 - 1 - - -
16 111 - - 1 - - - - - - - - -
17 414 - - 1 - 1 - - - 1 - - 1
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