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OZET

KAYSERI VE NIGDE ILLERINDE POPULUS SPP. > DE GAL OLUSTURAN
PEMPHIGUS SPYROTHECAE AFIT TURUNUN ORTAMDAN
KAYNAKLANABILECEK GENETIK FARKLILIKLARININ ANALiZI

OLCABEY, Giilay
Nigde Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Danigsman : Dog. Dr. Gazi GORUR

Temmuz 2012, 33 sayfa

Bu c¢alismanin amact Populus spp.’de gal olusturan Pemphigus spyrothecae’ nin
rastgele cogaltilmis polimorfik DNA (RAPD: Random Amplified Polymorphic DNA)
belirteglerini kullanarak genetik cesitliligini belirlemektir. Nigde ve Kayseri illerinin 20
farkli bolgesinden toplanan afitler 14 RAPD primeri kullanilarak genetik farkliliklar
incelenmis ve 11 primerin bant verdigi gorlilmiistiir. Nigde Orneklerinde polimorfik
lokus sayist 40 ve polimorfizm oran1 %80 olarak belirlenmis, Kayseri populasyonunda
ise polimorfik lokus sayis1 28 ve polimorfizm oran1 %56 olarak belirlenmistir. Nigde
populasyonunun 6rneklendigi alan daha heterojen oldugu i¢in bu farklilik ortaya ¢ikmis
olabilir. Populasyonlar arasindaki gen akis oraninin da (Nm) 3,44 oldugu belirlenmistir.
Ayrica Nigde ve Kayseri populasyonlarina ait genetik benzerlik degeri 0.9076 olarak
belirlenmistir. Bu c¢alisma, tiir igi ¢esitlilik olmasina ragmen Nigde ve Kayseri
populasyonlarinin birbirine benzer olduklarini géstermektedir. Bu sonuglar Pemphigus
spyrothecae tiirliniin genetik yapis1 iizerinde cografik kosullarin etkili oldugunu
gostermistir. Elde edilen veriler daha fazla ornekle, primerle ve diger molekiiler

yontemlerle desteklenirse daha biiylik anlam ifade edecektir.

Anahtar Sozciikler: Afit, Pemphigus spyrothecae, RAPD



SUMMARY

ANALYSES OF ENVIRONMENTALLY BASED GENETIC DIFFERENCES OF
PEMPHIGUS SPYROTHECAE SPECIES THAT CAUSE GAL FORMATION ON
POPULUS SPP. IN KAYSERI AND NiGDE PROVINCES

OLCABEY, Giilay
Nigde University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor  : Associate Professor Dr. Gazi GORUR
July 2012, 33 pages

The aim of this study was determine the genetic variability of Pemphigus spyrothecae
galled on Populus spp. using the Randomly Amplified Polimorphic DNA (RAPD)
markers. 20 sampled populations from various localities of the Nigde and Kayseri
provinces were studied by using 14 RAPD primers and 11 of the 14 primers showed
clear band patterns. There were 40 polymorphic loci and rate of polymorfism was 80%
in Nigde population while 28 polimorphic loci and rate of polymorfism was 56% in
Kayseri population. These differences in polymorfism rate between two populations
might be resulted from geographically higher heterogenity in Nigde population area.
There was 3.44 gene flow (Nm) between Nigde and Kayseri populations. Furthermore,
genetic identity between two populations was 0.9076. The present study indicated that
Nigde and Kayseri populations were similar, although they had intrapopulation
variability. Overall elevation of the findings indicated the effects of geographical
conditions on the genetic structure of the P.spyrothecae. It should be better to support
these findings with other molecular techniques by applying more primers and bigger

samples size.

Keywords: Aphid, Pemphigus spyrothecae, RAPD
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BOLUM I
GIRIS
Afitler konak bitki tiiriine spesifik olmalari, tireme periyotlarinin kisaligi, dongiisel
partenogenez ile tiir i¢i genetik c¢esitlilik gostermeleri ve kisa siirede ¢ok fazla sayida
bireye ulasmalari, cevresel kosullara kisa siirede adapte olma yetenegini saglayan
teleskopik generasyon oOzelligi, konak bitkisine 6zgii yeni Ozellikleri kisa siirede
kazanabilmeleri gibi 0Ozelikleri ile son yillarda bir¢ok arastirmacinin dikkatini
cekmektedir. Bu ozelliklerine ilaveten son zamanlarda yayilim alanlarin1 genislettikleri
ve tarimsal irilinlere verdikleri zarar1 da artirdiklart belirlenmistir. Degisen ortam
kosullar1 fizyolojik, morfolojik, kalitsal ve davranigsal uyumlar gostermeleri gibi bir¢cok
ozellik afitlerin Onemini artirmaktadir. Ayrica afitler bunlardan baska hastalikli
bitkilerden aldiklari viriisleri saglikli bitkilere tasiyarak dnemli bir viriis vektorii olarak
da karsimiza ¢ikar. Bu nedenle bitkilerde ¢ok onemli miktarlarda iiriin kayiplarina ve
dolayisiyla ekonomik zarara neden olmaktadir. Son 20 yil siiresince, afit
populasyonlarinin genetik yapisi, afit kokenli virlislerin artarak yayilmasi, bitki
direncine karsi basarili olabildigi biyotoplarda ortaya c¢ikan insektisit direngliliginin
gelismesi nedeniyle ilgi ¢ekici bir hale gelmistir. Afitler fitofag boceklerdir ve bunlar
konak olarak kullandiklar: bitkilerin dagilimina bagli olarak yayilim gosterirler. Eger
konak bitki tiirleri herbivor boceklere karsi farkli segici ¢evreleri olusturursa
populasyonlar arasinda adaptif genetik farklilagsmalar artabilir. Afitler, bodcek
populasyonlarinin konaga bagli genetik yapilagsmasini belirlemek i¢in model bir sistem
olustururlar. Ciinkii afitler yiiksek oranda konak spesifiktirler ve konak bitki afit

populasyonlarinin genetik yapisini etkileyen 6nemli bir faktortiir [1].

Afitler yukarida belirtilen genel 6zellikleri nedeniyle ekologlarin, sistematikgilerin ve
genetik arastirmacilarin dikkatini ¢ekmektedir. Ozellikle sistematikciler ve genetik
calismalar yapan arastirmacilar acisindan afitler; basit genom yapilart ve dist agirliklh
populasyon yapilar1 nedeniyle 6nem kazanmaktadir. Bunlara ilaveten afitlerin sahip
oldugu ozellikler nedeniyle simpatrik tiirlesmeye aday en iyi gruplardan birisi oldugu
diisiiniilmektedir. Biitiin bu bilgiler dogrultusunda amaglanan bu c¢aligma ile farkli
lokalitelerde aynmi konak bitkiyi kullanan ve gal olusumuna yol agan afit tiiriinde
ekolojik, cografik faktorlere bagl olarak ortaya ¢ikabilecek genetik farkliliklarin ortaya

konulmasi amaglanmistir. Bu ¢ergevede konak bitki iliskisi, gal olugturma zamanlar1 ve



populasyon dinamigi iyi bilinen ve calisma alani olarak secilen alanlarda oldukca
yaygin olarak goriilen Populus tiirleri lizerinde beslenen Pemphigus spyrothecae tiirii
calisma materyali olarak sec¢ilmistir. Ayn1 afit tiirtiniin Nigde ve Kayseri illerinde kavak
tizerinde olusturdugu gallerden segilen bireylerinde RAPD yontemi ile genetik analizler

gerceklestirilmistir.
1.1 Boceklerle Yapilan Molekiiler Calismalar

Boceklerle yapilan calismalarda ozellikle ekolojik ve taksonomik uygulamalarda
molekiiler yontemlerin kullanilmasi yayginlik kazanmistir. Bu ¢alismalarda amaclarina
ve ¢alisilan gruba gore degisik yontemler uygulanmistir, fakat RAPD uygulamalarinin
tek olarak veya diger yontemlerle birlikte siklikla uygulandigi goriilmiistiir. Bu

uygulamalardan bazilar1 asagida belirtilmistir.

2012 yilinda Tunus’ta hurma agacinin yaygin bir zararlis1 olan Oryctes agamemnon
tiriiniin genetik cesitliligini ortaya koymak i¢in RAPD belirtegleri kullanilmistir.
Calisma 6 primer ile gergeklestirilmistir. Polimorfik belirte¢ %’ sinin Mrah Lahwar’ da
%27,77, Nasr’ da % 55,44 oldugu belirlenmistir. Biitiin populasyonda ise ortalama %
40,22 polimorfik belirte¢ belirtilmistir. Bu ¢alisma ortam kosullarinin populasyonlarda
yol agabilecegi genetik ¢esitliligin calisilmasinda RAPD tekniklerinin etkin bir sekilde

kullanilabilecegini gostermistir [2].

Cukurova’nin farkli lokalitelerinden toplanan Trichogramma tiirlerinin, molekiiler
yontemler kullanilarak teshisi yapilmistir. ITS2, 28SD2, COI ve RAPD belirteclerinin
Trichogramma tiirlerini ayirt etmede kullanilabilirligi aragtirilmistir. Tiir i¢i ve tiirler
aras1 farkliliklar1 belirlemek i¢in 50 farkli RAPD primeri denenmis ve bunlardan 6
tanesi ayirt edici bant vermistir. RAPD primerlerinden elde edilen bantlara gore
orneklerin arasindaki genetik uzaklik hesaplanmis ve bu uzakliklarmm % 0,05 ile %

79,85 arasinda degistigi belirlenmistir [3].

Beyaz sinek, Bemisia tabaci (Genn), Brezilya’da 60’ dan fazla bitki viriisiinii tagiyan en
zararh tiirlerden biridir. B. tabaci biyotipleri ve 2 farkli beyaz sinek tiirii arasindaki
genetik iliskiyi agiklamak i¢in RAPD belirteclerinin kullanildig1 bir ¢aligma yapilmis ve
12 populasyondan elde edilen 109 B. tabaci’ nin disi bireylerinin 6rnekleri analiz
edilmistir. Toplam genetik cesitliligin populasyonlar i¢inde ortalama % 56,70 oldugu
belirtilmistir [4].



1.2 Afitlerle Yapilan Molekiiler Calismalar

Molekiiler yontemler, diger bocek gruplarinda oldugu gibi afitlerde de populasyon ya
da bireyler arasinda var olan benzerlik ya da farkliliklarin saptanmasinda ve taksonomik
birimlerin  belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bu amagla molekiiler yontemlerin
kullanilmast 1960’11 yillara dayanmaktadir. Populasyon ve tiirlerin genetik ¢esitliligi ve
polimorfizmin belirlenmesinde kullanilan ilk molekiiler yontemleri protein ve allozim

elektroforezi olusturmaktadir [5].

Pike ve arkadaslari Pemphigus afit cinsinin gesitli tiirleriyle mitokondriyal sitokrom
oksidaz I ve II sekans yontemini uygulayarak bu tiirlerin sosyal yasam davraniglarini,
ekolojilerini ¢alismislar ve bu tiirlerden ti¢ii izerinde yogunlasmislardir (P. bursarius, P
populi, P. spyrothecae). Bu tiirlerin gal yapilarini, ekolojilerini, gal yapma siirelerini,
sosyal davraniglarini, gal igindeki afit bireylerinin yogunlugunu ve asker bireyleri
calismislardir. P. populi’ nin ¢ok kisa bir gal faz1 oldugu, asker bireylerinin olmadig: ve
gal i¢indeki afit yogunlugunun diger iki tiire gore daha seyrek oldugu; P. bursarius’ un
morfolojik olarak degil de davranissal olarak asker afitlere sahip oldugu; P.
spyrothecae’ nin ise en uzun gal fazina sahip oldugu, asker afitlerden olusan oldukca
yogun bir populasyona sahip oldugu gozlenmistir. Her tiir icin 766-845 baz cifti
sekanslanmis ve P. bursarius’un 223.bazinda tek bir baz delesyonu olusmustur. Bu
calisma mtDNA-COI-II sekans yontemi sayesinde Pemphigus tiirlerinin farkli sosyal
yasam davraniglari oldugunu, gal yapma siirelerinin ve gal igeirisindeki bireylerin

sayisinin degistigini gostermektedir [6].

D’acier ve arkadaslar1 Aphis cinsinin filogenisini yeniden olusturmak amaciyla sitokrom
oksidaz | ve Il genlerini kullanmislar ve sitokrom-b gen sekansinin kullanilabilirligini

test etmislerdir. COI/COII i¢in ortalama baz kompozisyonu ortaya koymuslardir [7].

Odagiu ve arkadaglar1 afitlerde farkli DNA ekstaksiyon ve ornekleme metodlarini
calismiglardir. Cesitli yakalama sistemlerini kullanmiglar ve 6rneklerin bir kismini %80
etanol icerisinde bir kismini ise -80°C de muhafaza etmislerdir. DNA eksraksiyon
metodu olarak da uygun kitleri ve CTAB ekstraksiyon protokoliinii tercih etmislerdir.
Iki farkli ortamda saklanan &rneklerden eksrakte edilen DNA’nin ortalama miktar:

arasinda istatistiksel olarak ¢ok 6nemli bir farklilik kaydedilmemistir [8].



Myzus persicae bitki virtislerinin 6nemli bir vektoriidiir. Malloch ve arkadaslari, M.
persicae afit tirii ile mikrosatellit markir analizini g¢alismislar ve farkli DNA
ekstraksiyon metodlarn1 ile farkli PCR metodlarim1  denemislerdir. DNA
ekstraksiyonunda urea plus phenol chloroform, salting out, chelex 100 chelating ion
exchange resin ve sodyum hidroksit ekstraksiyonu metodlarini, PCR amplifikasyonunda
ise PCR Ready-to-go beads, Tag polimeraz, High fidelity Tag polimeraz metodlarini
kullanmislardir. Boylece M. persicae ile yapilan genetik ¢alismalarda hangi DNA
ekstraksiyon metodunun ve hangi PCR metodunun daha kullanigh ve uygulanabilir

oldugunu gostermislerdir [9].

Shufran ve arkadaslar1 Amerika’daki rus bugday afit biyotipi i¢indeki ve arasindaki
simirli genetik varyasyonu g¢alismislar ve Amerika’ daki Diuraphis noxia biyotipinin
kokenini ve genetik akrabaligini anlamak igin 3 molekiiler belirte¢ kullanmislardir.
Sadece iki bireyde tek bir rastgele amplifiye olmus polimorfik DNA polimorfizmi
bulunmustur [10].

Shufran ve arkadaglar1 1986 ve 2006 yillar1 arasinda Meksika, Giiney Afrika ve
Amerika’dan topladiklar1 Rus Bugday afiti tizerinde mtDNA sitokrom oksidaz | geninin
332 baz giftlik bir kismmi ¢alismislardir. Iki afit bireyinin 2 niikleotidi disinda,
Amerika’dan alinan populasyonda COI sekans ¢esitliligi bulunmamigtir. Amerika’dan
toplanan bireyler Meksika, Tiirkiye, Fransa ve Gliney Amerika’dan toplanan bir afitle
benzer bir COI dizisine sahip oldugu belirtilmistir. Giiney Afrika’dan alinan afit ise
sadece 2 baz ¢iftiyle farklilik gostermistir [11].

Peng ve arkadaslar1 farkli mevsimlerde ve farkli konak bitkilerden topladiklari Aphis
gossypiinin  DNA  polimorfizmini  belirlemek i¢in RAPD-PCR  teknigini
kullanmiglardir. 20 primerden 3 tanesi seg¢ilip dizi analizi i¢in kullanilmistir. Cin dikenli
digbudak agaci iizerinde konaklayan afitler, diger 4 konak bitkideki afitlerden DNA
diizeyinde oldukca agik bir sekilde farklilasmislardir. Boylece pamuk afitleri 3 gruba
ayrilmistir: ilkbahar ve sonbahar sar1 renkli afitler, ilkbahar ve yaz yesil renkli afitler ve
yaz mevsiminde sar1 ciice formda afitler. Ancak sar1 cilice formdaki afitlerin genetik

iligkisi ilkbahar ve sonbahar yesil renkli afitlerine olduk¢a yakindir [12].

Cindeki, Sitobion avenae populasyonunun genetik iliskilerini karakterize etmek i¢in 588

baz ¢ifti, mitokondrial sitokrom oksidaz alt iinite I (MtDNA-COI) geninin dizi analizi

yapilmis ve farkli cografyalardaki populasyonlar karsilagtirilmistir. Farkli bugday
4



yetistirilen arazilerde 17 lokaliteden 269 birey toplanmistir. Filogenetik analizler, tim
haplotiplerin yliksek oranda birbirleriyle icten bagli oldugunu gostermektedir. 8
haplotipin herbiri sadece bir lokalitede bulunurken, diger haplotipler farkli lokalitelerde
genis yayllim gostermisler ve Kuzey Cin’de yiiksek oranda genetik c¢esitlilik
gozlenmistir [13].

Raboudi ve arkadaslar1 , patates afiti Macrosiphum euphorbiae’nin Thomas
(Hemiptera:Aphididae) 15 populasyonunun genetik yapisini RAPD belirtegleri ile
karakterize etmisler. Rastgele secilmis 5 primer ile 113 polimorfik bolge agiga
cikarmistir. Bu da her primerde ortalama 22.6 polimorfik bandla polimorfik yapinin
tahmin edilmesinde kullanilmistir. Molekiiler varyans analizlerinde (AMOVA)
populasyon i¢inden ziyade (%21.84), populasyonlar arasit (%78.16) onemli genetik
farklilik gézlenmistir. Dizi analizlerine bagli genetik mesafe, toplanan 15 populasyonun
3 gruba ayrnldigin1 ortaya c¢ikarmistir. Bunlardan ilki gilineyden toplanmis ve
konagindan bagimsiz olarak bir grup icinde farklilagsmistir. Digeri ise cografik
kokenlerinden ve konaklarindan bagimsiz olarak iki gruba dagilmislardir. Bu sonuglar

M. euphorbiae’ de genetik farklilasmanin ilk kanit1 olarak sunulmaktadir [14].

Giliney Brezilya’dan 20 lokaliteden bugday ve yulaf {izerinden Metopolophium
dirhodum afit tiirtinden 23 koloni toplanmis ve RAPD belirtecleri kullanilarak bu
bireylerin genetik ¢esitliligi lizerinden cografik araliklar1 ve konak bitkinin bu ¢esitlilige
etkisi arastirtlmistir. 27 RAPD primeri test edilmis ve bunlardan sadece 4 tanesi
polimorfizm gdstermistir. Bu durum M. dirhodum tiiriiniin ¢ok sayida kromozom
varyasyonu gosterdigi ile agiklanmistir. 14 farkli genotip dizi analizi ile ortaya
cikarilmisgtir. Mokekiiler varyans analizi, bugday tiirleri iizerinden toplanmis nesiller
tizerinden  molekiiller — markirlar  aracilifiyla  yapilmistir.  Simpatrik  afit
populasyonlarindaki genetik farkliliktan konak bitkinin sorumlu oldugu diistiniilmiistiir

[15].

Inbar ve arkadaslar1 Israil’de yaptiklar1 ¢alismada, Pistacia spp. iizerinde gal olusturan
14 afit tlirtiniin evrimi i¢in mitokondrial DNA’ nin sitokrom oksidaz I ve sitokrom
oksidaz II sekansina dayanarak tiirler arasi filogenetik iligkiyi ortaya koymuslardir ve
ayni konak bitki lizerinde 5 farkli gal tipi gézlemlemislerdir. Bu da bu tiirlerin ayni
konak bitki lizerinde yasasalar dahi farkli sosyal yasam davraniglarinin ve ekolojilerinin

oldugunu gostermektedir [16].



Nicol ve arkadaslari, Yeni Zelanda’da tanimlanan Metopolophium dirhodum ve
Elotobiim abietinum afit tiirlerinin arasindaki genetik c¢esitliligi belirlemek i¢cin RAPD-
PCR metodunu kullanmislardir. Yeni Zelanda ve UK populasyonlarinda E. abietinum
igin belirlenen genetik varyasyon M. dirhodum i¢in belirlenen genetik varyasyondan

daha diisiik olarak ortaya ¢ikmistir [17].

El Mujtar ve arkadaslari, Arjantin’ de yaptiklar1 bir calismada Cinara cupressi ve C.
tujafilina afit tiirlerini COIS ve COIA primerlerini kullanarak PCR-RFLP metodu ile
molekiiler olarak karakterize etmislerdir. Austrocedrus chilensis iizerinde konaklayan
bu afit tirlerini tanimlamak i¢cin COI genine bagli olarak PCR-RFLP metodunun
degerlendirilmesini amaglamiglardir. C. cupressi tiiriine ait diziler, %91-92 oraninda C.

thujafilina tiiriine ait dizilerle niikleotit benzerligi gostermistir [18].

Bulman ve arkadaslar1 2005 yilinda Yeni Zelanda’ da bulunan tahil iiriinlerinden ve
otlardan topladiklar1 Rhopalosiphum padi afit tiirleri tizerinde RAPD-PCR metodu ile
genetik analiz ¢alismiglardir. 1995 yilinda toplanan 6rnekler tizerinde ¢ok sayida R. padi
nesli belirlemisler ancak sonraki RAPD-PCR c¢alismalari igin Yeni Zelanda’ da R. padi’

nin baskin olan nesillerinin sayisinin 2 nesle kadar diistiigiinii belirtmislerdir [19].

Lu ve arkadaslart 2007 yilinda Tayvan’ da 20 RAPD primeri kullanarak RAPD-PCR
yontemiyle Aphidinae grubunun toplam 11 {yesiyle genetik analiz calismislar ve
karisik populasyonlarda RAPD-PCR-SCAR DNA verilerinin tiire 06zgii DNA

pargalarinin belirlenmesinde kullanisli bir metot oldugu sonucuna varmislardir [20].

Helmi ve arkadaslari Misir’ da farkli tahil triinlerinden ve farkli lokalitelerden
topladiklar 11 afit tiiriiniin birbirleri arasindaki filogenetik iliskilerini RAPD ve ISSR
teknikleriyle analiz etmislerdir. 11 afit tiirine karsilik, bu tiirlerin tanimlanmasi igin 8
RAPD primerini test etmislerdir. Test edilen primerlerle bu 11 tiir arasinda 37 bant

(%22.2) belirlenmistir [21].

Lushai ve arkadaslari 1997° de RAPD-PCR teknigini kullanarak Rhopalosiphum padi
ve Sitobion avenae’ nin bazi klonlarmin farkli aseksiiel ergin fenotiplerinin bir veya
birka¢ RAPD-PCR bandi ile farklilagabildigini belirlemislerdir. Her iki tiirde de 248 ve
296 baz ciftlik bantlar dizi analizine tabi tutulmus ve A/T ‘ce zengin bulunmustur.
Boylelikle birbirinden farkli olsa da bu iki tiiriin birbirine benzer genetiksel 6zellik

gosterdigi belirlenmistir [22].



Italyanin farkli bolgelerinden 18 Myzus persicae populasyonu toplanmis ve
populasyonlar arasindaki genetik cesitliligi arastirmak icin RAPD-PCR teknigi
kullanilmistir. 24 primerden 20’ sinin ayirt edici bantlar verdigi gorilmiis ve M.
persicae populasyonlar1 2 gruba ayrilmistir. Merkez ve Giiney Italya afitleri ayni

dizideyken, Kuzey Italya afitleri daha ¢ok diger dizilerde lokalize olmuslardir [23].

Tunus’ un farkli bolgelerinden Rosaceae ve Rutaceae familyalar: iiyelerinden toplanan
Aphis spiraecola populasyonlarinin genetik ¢esitliliginin seviyesini belirlemek igin
RAPD belirtegleri ve mitokondrial sitokrom oksidaz I geni sekansi kullanilmaistir.
Tunus’ daki bu tiiriin seksiiel iireme fazinin olmamasindan kaynaklanan diisiik bir
genetik cesitlilik belirlenmis ve genetik yapinin cografik yapi ile iliskili olmadigi ancak
konak bitkinin genetik c¢esitliligin ayrilmasinda 6nemli bir etken oldugu goriilmistiir
[24].

Afitlerle yapilan calismalara genel olarak bakildiginda konak bitki kullanimina ve
cografik farkliliklara bagl olarak genetiksel farkliliklar gosterdikleri bircok calismada
gosterilmistir. Bu gergevede planlanan bu ¢alisma ile de P.spyrothaceae tiiriiniin ayni
konak bitki iizerinde fakat farkli cografik alanlarda kavak bitkisi tlizerinde gal
olusturduklarinda acaba benzer sekilde genetiksel farklilik ortaya koyup koymadiginin

arastirilmasi amaclanmustir.



BOLUM II
GENEL BIiLGILER
2.1 RAPD Teknigi
2.1.1 RAPD-PCR Tekniginin Prensipleri

RAPD (Rastgele Arttirilmis Polimorfik DNA, Randomly Amplified Polimorphic
DNAs) ilk defa 1990’ da rastgele se¢ilmis primerlerin kullanildig1 ve Polimeraz Zincir
Reksiyonu’ nu (PCR) temel alan bir teknik olarak ortaya ¢ikmistir. Ayni yillarda diger
bir ¢alisma grubu tarafindan uygulanmis ve AP-PCR (Arbitrarily Primed PCR ) olarak
isimlendirmistir. 1991 tarihinde ise bu metodla ayn1 temele dayanan fakat farkli olarak
10 niikleotitden daha kisa primerlerle daha kompleks DNA parmakizi profili elde edilen
DAF (DNA Amplification Fingerprinting) olarak isimlendirilen diger benzer bir metod
yayinlanmistir [25].
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RAPD yonteminin temel prensibi ilgili olan tiire ait genomik DNA iizerinde rastgele
secilmis tek bir 9-10 bp oligoniikleotidin diisiik baglanma sicakliginda tesadiifi olarak
baglanarak PCR ile cogaltma yapmasidir. Teknigin devaminda elde edilen ¢ogaltma
iirtinli radyoaktif olmayan standart jel elektroforezinde yiiriitiiliir ve ¢ogaltma iiriinleri
bantlar halinde gozlemlenerek incelenir. Bantlarin varligi veya yokluguyla sonuglar
degerlendirilmektedir [25]. Sekil 2.1.1.1°de sematik olarak bu teknik gosterilmistir.
Sekil 2.1.1.2> de RAPD bant profillerini gosteren ornek bir agaroz jel fotografi

verilmistir.

Sekil 2.1.1.2 RAPD bant profillerini gosteren 6rnek bir agaroz jel goriintiisii

2.1.2 PCR Program
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), in vitro kosullarinda DNA dizilerinin ¢ogaltilmasi
esasina dayanmaktadir. PCR, basit, spesifik ve hassas bir tekniktir. PCR teknigi,

temelde ili¢ asamadan olusmaktadir [25].

2.1.2.1 DNA Zincirinin Ac¢ilmasi (Denaturation):

Kalip DNA (template DNA), 92-95 0C’ de 1-2 dakika tutularak cift sarmal yapidaki
DNA iplik¢ikleri birbirlerinden ayrilmaktadir. DNA zincirini ayirmak ic¢in bazi
durumlarda 5-10 dakika on 1sitma yapmak gerekebilmektedir [26].

2.1.2.2 Primerlerin A¢illan DNA Zincirlerine Yapismasi (Annealing):

(o]
Reaksiyon sicakliginin 37-65 C’ ye diisiiriilerek oligoniikleotid primerlerinin agilan
DNA zincirlerinin kendi baz dizilerine karsilik gelen bolgeye yapismast islemidir. Bu

islem, tiretilecek baz uzunluguna bagl olarak 30-60 saniyede gerceklesmektedir [26].



2.1.2.3 Primer Uzamasi (Primer Extension):

DNA zincirleri iizerine yapisan primerlerin DNA polimeraz enzimi (Tag DNA

polymerase) vasitasiyla uzatilmasidir. Taqg DNA polymerase 72 O C sicaklikta daha 1yi
calistif1 i¢in genel olarak tiim cogaltma islemleri bu sicaklikta yapilmaktadir. PCR
sonucunda elde edilen iiriin, gogaltilmasi hedeflenen DNA pargasi ile primerin toplam
uzunlugu kadardir. Ug basamaktan (denaturation, annealing, primer extension) olusan
islem, bir PCR devrini temsil eder. Bu islem, genel olarak 25 ile 40 defa tekrar edilerek
baslangictaki DNA dizisinden milyonlarca yeni DNA pargacigi ¢ogaltilir [26].

2.1.3 RAPD Tekniginin Degiskenleri

RAPD metodunun giivenilirli§ini ve tekrarlanabilirligini etkileyen pek ¢ok farkli
cogaltma degiskeni vardir. En 6nemli degiskenlerden birisi hedef DNA'dir. MgCl,
konsantrasyonu, Tag DNA polimeraz konsantrasyonu, primer konsantrasyonu, dNTP
konsantrasyonu, primer baglanmasi, baslangi¢ denaturasyon, primer karigimlart RAPD
teknigini etkileyen diger temel degiskenlerdir. Ayrica PCR’ da olusan celiskili
sonuglardan, yabanci DNA tarafindan olusturulan kontaminasyona ek olarak DNA
1zolasyon teknigindeki varyasyonlar, kullanilan doku kaynagi, PCR kosullar1 ve PCR
cthazinin tipi sorumlu olabilmektedir. RAPD ¢alismalarinda her farkls tiir i¢in reaksiyon
kosullarinin optimizasyonu sarttir. Bunun amaci 6zgiinliigii ve tekrarlanabilirligi kontrol
etmektir. Bu parametrelerin ¢ogu birbirine bagli oldugundan bir RAPD teknigini
optimize etmek olduk¢a zor olabilmektedir. Molekiiler sistematik caligmalarinda
organizmalardan Oncelikle DNA’nin izolasyonu gereklidir. RAPD reaksiyonlarinda,
DNA' nin kalitesi ¢cok onemlidir. RAPD tekniginde g¢ogaltma, kullanilan primerin
uzunluguna, primerin GC igerigine ve primer dizisindeki tek bir niikleotitin yerine
duyarlidir. Bu teknikte MgCl,, dNTP ve Taq DNA polimeraz konsatrasyonlarinin
caligsilan gruba 6zgii optimum kosullarinin belirlenmesi reaksiyonun tekrarlanabilirligi

acisindan gereklidir [25].

DNA Agirhik Belirteci : Jelde yiiriitiilen DNA’larm biyiikliiklerini belirlemek i¢in 100
b¢ DNA Ladder Plus kullanilmistir.
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6X Loading Dye Solution : Jelde yiiriitilen DNA’nin nereye kadar yiiriitildigtini

belirlemek i¢cin 10(DNA)/3(yiikleme soliisyonu) oraninda yiikleme soliisyonu olarak

kullanilmustir.

dNTP Mix : PCR reaksiyonu esnasinda polimerizasyonun gerceklesmesi igin gerekli

olan niikleotidlerin saglanmasi i¢in kullanilmistir.

Tag DNA Polimeraz :Tag DNA polimeraz, PCR reaksiyonu esnasinda

polimerizasyonun gerceklesmesi i¢in kullanilmigtir.

2.1.4 RAPD Yonteminin Avantaj ve Stmirhliklar:

Molekiiler sistematikte kullanilan DNA temeline dayali diger bazi temel teknikler;
Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP), Cogaltilmis Par¢a Polimorfizm
(AFLP), Basit Dizi Tekrari, Mikrosatellit (SSR) Basit Dizi Tekrarlar1 Arast (ISSR),
Tek Zincir Konformasyonel Polimorfizm (SSCP), Denatiire Gradient Jel Elektroforezi
(DGGE), Kesilmis Amplifiye Polimorfik Dizi (CAPs) ve Amplifiye Edilmis
Karakterize Dizi Bolgesi (SCARs)’dir.

Genel olarak bu tekniklerle karsilagtirildiginda RAPD tekniginin en biiyiik avantaji
ilgilenilen taksonun genleriyle ilgili herhangi bir 6n bilgi gerektirmemesidir.
Cogaltmada tiim organizmalar i¢in ayni oligoniikleotid primer seti kullanilabilmektedir
ve bu oligoniikleotid 6zgilin bolgelere rastgele baglanarak ¢ogaltma yapmaktadir. Bir
primerle, farkli bitkilerin genomik DNA’lar1 farkli olacagindan olusacak RAPD
belirtegler farkli olacaktir. Bu farklilik organizmalarin karsilastirilmasini saglamaktadir.
Ayrica radyoaktiviteye, Southern transferlere veya DNA hibridizasyonuna gerek
duyulmamaktadir. RAPD karakterlerinin sayist ihtimal olarak sinirsizdir. Kullanilan
primer sayist arttirildik¢a elde edilen bant sayisi da artacaktir. Bu agidan yakin tiirleri
ayirmada izozimden daha duyarlidir. Farkli arastiricilar tarafindan kodominant veriler
gerektirmeyen sistematik problemlerin ¢oziimiinde RAPD belirteglerin kullanimi giiglii
bir sekilde savunulmaktadir. Bununla beraber metodun sinirliliklar1 da vardir. RAPD
kullanim agisindan kolay olmasina karsilik, belirtecleri dominanttir ve heterezigotlari
teshis etmek zordur. Calismalar sonucunda elde edilen verilerin tekrarlanabilirligi,

reaksiyona giren tiim degiskenlere bagli oldugundan diisiik olabilmektedir. Bunun ig¢in
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diger karsilastirmali analizlere girmeden evvel yontemin optimize edilmesi oldukca

onemlidir [25].
2.2 Pemphigus spyrothecae’ nin genel ozellikleri

P. spyrothecae tiiri yasamini tamamen birincil konak {izerinde gegiren tipik bir yasam
dongiisiine sahiptir. P. spyrothecae konak bitkisinin yapraginin petiyoliinde spiral sekilli

galler olusturan ve yaklasik 6 ay siiren uzun bir gal fazina sahiptir [27].

Morfolojik olarak 6zellesmis asker afitlerden olusan oldukca yogun bir populasyonla

karakterize edilir. Bu tiiriin asker bireyleri ¢ok saldirgandir, predatorlerine stiletleriyle

vurarak dldiirebilirler. Asker bireylerin varligi koloninin diismanlarindan korunmasinda

oldukga etkilidir [2].

Fotograf 2.2.1 Populus spp. iizerinden 6rneklenen P. spyrothecae tiiriine spesifik galler
(Orijinal)
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BOLUM 111

MATERYAL VE METOT

3.1 Pemphigus spyrothecae tiiriiniin ¢alisma alanindan toplanmasi

P. spyrothecae tiiriiniin farkli cografik alanlarda aymi konak bitki iizerinde
bulundugunda kalitsal farklilik gosterip gostermediginin belirlenmesi amaciyla Nigde’
nin 11, Kayseri’ nin ise 9 farkli lokalitesinden Orneklemeler yapilmistir. Bu
orneklemeler yapilirken 2 soruya cevap aranmasi amaglanmigtir; 1) Ayni il igerisinde
var olan cografik farkliliklar genetiksel farkliliklara yol agmis olabilir mi? 2) 2 farklh
ilden toplanan ornekler arasinda genetiksel agindan bir farklilik var m1? Burada sonuca
ulasabilmek i¢in her 2 ilden de 6rneklemeler yapilirken miimkiin oldugunca farkli
cografik oOzellikteki lokalitelerden Ornekleme yapilmaya calisilmistir. Yapilan arazi
calismasinda P. spyrothecae orneklerinin toplandigi lokaliteler ¢izelge 3.1.1° de

verilmistir.
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Cizelge 3.1.1 Pemphigus spyrothecae gallerinin toplandig: lokaliteler

Ornek kodu | Ornegin alindig1 lokalite Ortalama Toplanma
rakim (m) tarihi
Bl Kemerhisar 1100 16.09.2010
B2 Ciftlik 1550 09.10.2010
B3 Azath 1332 09.10.2010
B4 Burg/Kavakligdol 1600 06.11.2010
B5 Elmali 1332 06.11.2010
B6 Camardi 1600 30.09.2011
B7 Edikli 1332 29.09.2011
B8 Karaath 1332 29.09.2011
B9 Giimiisler 1229 29.09.2011
B10 Bor 1100 18.07.2010
B11 Merkez 1229 11.09.2009
El Incesu(Kayseri Incesu arasi) 983 29.07.2010
E2 Incesu(incesu ¢ikis) 983 29.07.2010
E3 Yukar1 Talas 1191 29.07.2010
E4 Mithatpasa mah./Kocasinan 1100 29.07.2010
E5 Erc.Unv./Talas(1) 1100 28.07.2010
E6 Hacilar 1350 29.07.2010
E7 Kocasinan 1100 29.07.2010
ES8 Erc.Unv.Kampiis/Talas(2) 1100 28.07.2010
E9 Talas(3) 1100 12.09.2011

3.2 Cahsma materyali Pemphigus spyrothecae tiiriiniin muhafazasi

Arastirma materyalini olusturan P. spyrothecae tiiriine 6zgii spesifik galler -20°C’de
dondurucuda ve gal igerisinden alinan bireyler ise %96’ lik etil alkolde muhafaza
edilmistir. Kullanilacak olan 6rnekler firca yardimiyla 5° erli gruplar halinde ependorf

tiiplerine aktarilmistir.
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3.3 Molekiiler Calismalar

3.3.1 DNA izolasyonu

Onceden preparasyonu ve teshisi yapilmis, gale spesifik oldugu belirlenen P.

spyrothecae tiiriiniin molekiiler ¢alismalari i¢in oncelikle DNA izolasyonu yapilmuistir.

DNA izolasyonu i¢in DNA ekstraksiyon kiti (Invitrogen, PureLink Genomic DNA Kits)

kullanilmigtir. Dondurulmus haldeki 6rnekler DNA kontaminasyonuna izin verilmeden

180 pl PBS tamponu ile ezilmistir.
INVITROGEN Kit Protokolii;

Ependorf tiiplerine aktarilan ezilmis orneklerin her birine 20 pl Proteinaz K
eklenir.

Lysis islemi tamamlanana kadar 1-4 saat 55 ° C ‘de inkiibe edilir.

Tiipler oda sicaklifinda 3 dakika maksimum hizda santrifiij edilir.

Lizata 20 pl RNase A eklenir ve vortekslenir. Sonra 2 dakika oda sicakliginda
inkiibe edilir.

200 pl Genomic Lysis/Binding Buffer eklenir ve homojen bir soliisyon elde
edebilmek i¢in vortekslemek suretiyle iyice karistirilir.

Lizata 200 pl %96-100 etanol eklenir ve vortekslenir.

Lizat kolonlara (~640 ul)yiiklenir.

Oda sicakliginda 1 dakika 10000g’ de santrifiij edilir.

Koleksiyon tiipleri ¢ikarilir ve kolonlar yeni koleksiyon tiiplerine yerlestirilir.
500 pl etanolle hazirlanmig Wash Buffer 1 ile kolon yikanir.

Oda sicakliginda 1 dakika 10000g’de kolonlar santrifiij edilir. Koleksiyon
tiipleri ¢ikarilir ve kolonlar yeni koleksiyon tiiplerine yerlestirilir.

500 pl etanolle hazirlanmig Wash Buffer 2 ile kolon yikanir.

Kolonlar oda sicakliginda 3 dakika maksimum hizda santrifiij edilir.

Kolonlar steril 1.5 ml mikrosantrifiij tliplerine yerlestirilir.

25-200 pl Genomic Elution Buffer ile DNA ayristirilir.

Kolonlar oda sicakliginda 1 dakika maksimum hizda santrifiij edilir.

DNA kisa siireli olarak saklanacaksa 4°C , uzun siireli olarak saklanacaksa -
20°C ‘de muhafaza edilir.
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3.3.2 RAPD Primerleri
RAPD-PCR i¢in Bio Basic Inc. firmasma ait 14 adet RAPD primeri kullanilmistir.
Primerler 10 niikleotid uzunlugunda olup, niikleotid dizileri ve GC igerikleri ¢izelge

3.3.2.1. ’de verilmistir. Caligma i¢in bu primerler rastgele secilmistir.

Cizelge 3.3.2.1 Calismada kullanilan RAPD primerleri ve baz dizilimleri [3].

Baz
Primer Baz Dizilimi(5’-3) %GC | Uzunlugu

Ad1 (b¢)
S16 5-TTT GCC CGG A-3° 60 10
S21 5-CAG GCCCTTC-3 70 10
S37 5-GACCGCTTG C-3’ 60 10
S39 5’-CAAACGTCG G -3 60 10
S40 5’-GTT GCG ATCC- 3’ 60 10
S41 5’- ACC GCG AAG G-3’ 70 10
S43 5’-GTCGCC GTC A -3’ 70 10
S47 5’-TTG GCA CGG G-3° 70 10
S59 5-CTG GGG ACTT -3’ 60 10
S71 5’-AAA GCT GCG G-3’ 60 10
S72 5’-TGT CAT CCCC- 3’ 60 10
S78 5’-TGA GTG GGT G -3’ 60 10
S79 5’- GTT GCC AGC C-3’ 70 10
S89 5-CTGACG TCAC -3’ 60 10

3.3.3 RAPD-PCR Amplifikasyonu ve Optimizasyonu

RAPD-PCR kosullarinin standardize edilmesi i¢in reaksiyon bilesenlerinin miktarlar1 ve
reaksiyon kosullart yapilan 6n denemelerle optimize edilmistir. RAPD-PCR reaksiyon
karisimi toplamda 15 pl olacak sekilde ¢izelge 3.3.3.1° de verilmistir. RAPD-PCR
reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra PCR reaksiyonlar1 Applied Biosystems marka
gradiyent thermocycler kullanilarak ¢izelge 3.3.3.2° de verilen programa gore

uygulanmigtir.
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Cizelge 3.3.3.1 RAPD-PCR reaksiyonunda kullanilan kimyasallar ve konsantrasyonlar1

RAPD-PCR Konsantrasyon

bilesenleri y
dH,0O 6.05 ul
MgCl, 1.2
Tag Buffer 1.5ul
Dntp 0.5 ul
BSA 1.5ul
RAPD primer 2ul
Tag DNA 0.25 ul
polimeraz
DNA 2 ul

Cizelge 3.3.3.2 RAPD tekniginin uygulanmasinda PCR sicaklik ve dongii kosullar

Islem 0

Sicakhik("C) Siire(sn) Dongii Sayisi
On denatiirasyon 94 120 1 Dongii
Denaturasyon 94 60
Primerin  DNA’ya

36 120
Yapisma sathasi 45 Dongii
Uzama Sathasi 72 120
Son Uzama Safhas1 | 72 600 1 Dongii

3.3.4 Agaroz Jelin Hazirlanmasi

PCR firiinii i¢in % 1’lik agaroz jel hazirlanir. Bir erlen igerisine 1.5 g agaroz ve iizerine
150 ml 10xTAE (Trisma Base, Glacial Asetic Asid, EDTA) ¢ozeltisi eklenerek
kanigtirilir. Karisim mikrodalgada agaroz tamamen ¢oOzilinene kadar isitilir. Sonra
tizerine 10mg/ml’lik Ethidium Bromide ¢ozeltisinden 8 pl eklenir ve manyetik
karistiricida 40-45°C’ye gelinceye kadar karigtirilir. Taraklar elektroforez tanki igerisine

yerlestirilir ve karigim tanka dokiiliir. Bu sirada soliisyon igerisinde hava kabarcig
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kalmamasina dikkat edilmelidir. Yaklasik 20 dakika sonra taraklar ¢ikartilir ve tank

icerisine elektroforez tamponu eklenir.

3.3.5 Agaroz Jel Elektroforezi

Elde edilen PCR firiinleri iizerine 2 pl yiiriitme jeli (Loading Dye) eklenip karistirilir.
Karisim jelde agilan kuyucuklara yiiklenir. Jele 100 volt dogrusal akim verilerek

orneklerin jel lizerinde, elektriksel alanda 80 dakika yiirlimesi saglanir.

3.3.6 Agaroz Jelin Goriintiilenmesi

Elektroforez tankindan c¢ikarilan jel, jel goriintiileme cihazina yerlestirilir ve UV 15101
altinda goriintiilenerek fotografi ¢ekilir. Jeller Quantum- ST4 1100/20M marka

goriintlileme sistemi ile dokiimante edilmistir.

3.3.7 RAPD bantlariin degerlendirilmesi

Fotografi ¢ekilen jel goriintiileri gorsel olarak degerlendirilmis ve tiim bantlar
degerlendirmeye alinmigtir. RAPD bantlarmin biiyiikliigiinii belirlemek amaciyla 100—
1000 baz ¢ifti arasindaki bantlar1 iceren DNA standardi (GenerulerTM 100 b¢ DNA
Ladder, MBI Fermentas) kullanilmigtir.

Calisilan 6rneklerde bantlar var olma ve olmama durumuna gore degerlendirilmistir.

Var olan her bir bant i¢in “1” rakami, olmayan bant i¢in ise “0” rakami kullanilmistir.

3.3.8 Veri analizleri

Elde edilen veri matrisi ile bireyler arasinda genetik benzerlik ve mesafe orani,
polimorfizm orani, heterozigotluk degerleri gibi istatistikler POPGENE (Population
Genetic Analysis Software) programi ile hesaplanmistir [28]. Populasyonlar arasi
benzerlik ve uzaklik gesitli yontemlerle belirlenebilir. Bu calismada uygulanan Nei
(1972) indeksine gore benzerlik ve farklilik indeksi “0” ve “1” arasinda degismektedir.
Indeks degeri “0” iken tam benzer oldugunu, indeks “1” e dogru yaklastik¢a benzerligin
azaldigin1 gosterir. Nei indeksinde, genetik farkliligin temel olarak mutasyon ve genetik

stiriklenmeden kaynaklanabilecegi belirtilmektedir.
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BOLUM IV

BULGULAR

Bu calismada kullanilan 14 RAPD primerinden 11 tanesi, Kayseri ve Nigde illerindeki
toplam 20 lokaliteden elde edilen afit Ornekleri i¢in degerlendirme yapilabilecek
Ozellikte bant sonuglar1 vermistir. Sonug¢ alinan 11 primere ait agaroz jel elektroforezi
goriintli fotograflar1 4.1-11de verilmis ve bantlarin degerlendirilmesi ile olusturulan

veri setinin analizi, POPGENE programu ile yapilmistir [28].

M B1 B2 B3 B4 BS B B7 B8 B B10 B11

E3 E4 ES5 E®6&6 E7 =] Ee

Fotograf 4.1 S21 RAPD primeri ile amplifikasyon sonucu elde edilen bant profilleri
M:Belirteg, Bl:Kemerhisar/Nigde, B2:Ciftlik/Nigde, B3:Azatli/Nigde, B4:Bur¢ Koyii/Nigde,
B5:Elmali/Nigde, B6:Camardi/Nigde, B7:Edikli/Nigde, B8:Karaatli/Nigde,
B9:Giimiisler/Nigde, B10:Bor/Nigde, B11:Merkez/Nigde, E1-E2:incesu/Kayseri, E3:Yukar
Talas/Kayseri, E4:Mithatpasa mah./Kayseri, E5:Talas(1)/Kayseri, E6:Hacilar/Kayseri,
E7:Kocasinan/Kayseri, E8:Talas(2)/Kayseri, E9:Talas(3)/Kayseri
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M B1 B2

Fotograf 4.2 S37 RAPD primeri ile amplifikasyon sonucu elde edilen bant profilleri
M:Belirteg, B1:Kemerhisar/Nigde, B2:Ciftlik/Nigde, B3:Azatli/Nigde, B4:Bur¢ Koyii/Nigde,
B5:Elmali/Nigde, B6:Camardi/Nigde, B7:Edikli/Nigde, B8:Karaatli/Nigde,
B9:Giimiisler/Nigde, B10:Bor/Nigde, B11:Merkez/Nigde, E1-E2:Iincesu/Kayseri, E3:Yukari
Talas/Kayseri, E4:Mithatpasa mah./Kayseri, E6:Hacilar/Kayseri, E7:Kocasinan/Kayseri,
E8:Talas(2)/Kayseri, E9:Talas(3)/Kayseri

i1 E1EB2 E3 E4 E5 BS ET ES

Fotograf 4.3 S39 RAPD primeri ile amplifikasyon sonucu elde edilen bant profilleri
M:Belirteg Bl:Kemerhisar/Nigde, B2:Ciftlik/Nigde, B3:Azatli/Nigde, B4:Bur¢ Koyii/Nigde,
B5:Elmali/Nigde, B6:Camardi/Nigde, B7:Edikli/Nigde, B8:Karaatli/Nigde,
B9:Giimiisler/Nigde, B10:Bor/Nigde, B11:Merkez/Nigde, E1-E2:incesu/Kayseri, E3:Yukar
Talas/Kayseri, E4:Mithatpasa mah./Kayseri, E5:Talas(1)/Kayseri, E6:Hacilar/Kayseri,
E7:Kocasinan/Kayseri, E8:Talas(2)/Kayseri
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Fotograf 4.4 S40 RAPD primeri ile amplifikasyon sonucu elde edilen Kayseri
populasyonu bant profilleri M:Belirteg, E1-E2:incesu/Kayseri, E3:Yukar1 Talas/Kayseri,
E4:Mithatpasa mah./Kayseri, E5:Talas(1)/Kayseri, E6:Hacilar/Kayseri, E7:Kocasinan/Kayseri,
E8:Talas(2)/Kayseri, E9:Talas(3)/Kayseri

Fotograf 4.5 S40 RAPD primeri ile amplifikasyon sonucu elde edilen Nigde
populasyonu bant profilleri  M:Belirteg, Bl:Kemerhisar/Nigde, B2:Ciftlik/Nigde,
B3:Azatli/Nigde, B4:Bur¢ Koyii/Nigde, B5:Elmali/Nigde, B6:Camardi/Nigde, B7:Edikli/Nigde,
B8:Karaatli/Nigde, B9:Glimiisler/Nigde, B10:Bor/Nigde, B11:Merkez/Nigde
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310 B11 E1 E2 E3 E4

Fotograf 4.6 S41 RAPD primeri ile amplifikasyon sonucu elde edilen bant profilleri
M:Belirteg, Bl:Kemerhisar/Nigde, B2:Ciftlik/Nigde, B3:Azatli/Nigde, B4:Bur¢ Koyii/Nigde,
B5:Elmali/Nigde, B6:Camardi/Nigde, B7:Edikli/Nigde, B8:Karaatli/Nigde,
B9:Giimiisler/Nigde, B10:Bor/Nigde, B11:Merkez/Nigde, E1-E2:incesu/Kayseri, E3:Yukar
Talas/Kayseri, E4:Mithatpasa mah./Kayseri, E6:Hacilar/Kayseri, E7:Kocasinan/Kayseri,
E8:Talas(2)/Kayseri, E9:Talas(3)/Kayseri

M B1B2B3 B EBS BS B7 B8 B9 Bi0B11 E1 E2 E3 E4 E6

Fotograf 4.7 S59 RAPD primeri ile amplifikasyon sonucu elde edilen bant profilleri
M:Belirteg, Bl:Kemerhisar/Nigde, B2:Ciftlik/Nigde, B3:Azatli/Nigde, B4:Bur¢ Koyii/Nigde,
B5:Elmali/Nigde, B6:Camardi/Nigde, B7:Edikli/Nigde, B8:Karaatli/Nigde,
B9:Giimiisler/Nigde, B10:Bor/Nigde, B11:Merkez/Nigde, E1-E2:incesu/Kayseri, E3:Yukari
Talas/Kayseri, E4:Mithatpasa mah./Kayseri, E6:Hacilar/Kayseri, E7:Kocasinan/Kayseri,
E8:Talas(2)/Kayseri, E9:Talas(3)/Kayseri
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M. Bl B2ENIR3 N B4 SNBSS Be SR B 7 BOSE BIO R B E I E2 0 EI S B4V ES N BB SN E T

Fotograf 4.8 S71 RAPD primeri ile amplifikasyon sonucu elde edilen bant profilleri
M:Belirteg, Bl:Kemerhisar/Nigde, B2:Ciftlik/Nigde, B3:Azatli/Nigde, B4:Bur¢ Koyii/Nigde,
B5:Elmali/Nigde, B6:Camardi/Nigde, B7:Edikli/Nigde, B9:Gilimiisler/Nigde, B10:Bor/Nigde,
B11:Merkez/Nigde, E1-E2:incesu/Kayseri, E3:Yukar1  Talas/Kayseri, E4:Mithatpasa
mah./Kayseri, E5:Talas(1)/Kayseri, E6:Hacilar/Kayseri, E7:Kocasinan/Kayseri,
E8:Talas(2)/Kayseri, E9:Talas(3)/Kayseri

M Bi B2 B3 B4 B5 B6 B7 BS B9 Bi0B11Ei E2 E3 E4 E6 E7 E3 ES

- - e

T E B

Fotograf 4.9 S72 RAPD primeri ile amplifikasyon sonucu elde edilen bant profilleri
M:Belirteg, B1l:Kemerhisar/Nigde, B2:Ciftlik/Nigde, B3:Azatli/Nigde, B4:Bur¢ Koyii/Nigde,
B5:Elmali/Nigde, B6:Camardi/Nigde, B7:Edikli/Nigde, B8:Karaatli/Nigde,
B9:Giimiisler/Nigde, B10:Bor/Nigde, B11:Merkez/Nigde, E1-E2:incesu/Kayseri, E3:Yukar
Talas/Kayseri, E4:Mithatpagsa mah./Kayseri, E6:Hacilar/Kayseri, E7:Kocasinan/Kayseri,
E8:Talas(2)/Kayseri, E9:Talas(3)/Kayseri
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Fotograf 4.10 S78 RAPD primeri ile amplifikasyon sonucu elde edilen bant profilleri
M:Belirteg, B1l:Kemerhisar/Nigde, B2:Ciftlik/Nigde, B3:Azatli/Nigde, B4:Bur¢ Kdyii/Nigde,
B5:Elmali/Nigde, B6:Camardi/Nigde, B7:Edikli/Nigde, B8:Karaatli/Nigde B9:Gilimiisler/Nigde,
B10:Bor/Nigde, Bl11:Merkez/Nigde, E1-E2:incesu/Kayseri, E3:Yukar1 Talas/Kayseri,
E4:Mithatpasa mah./Kayseri, E6:Hacilar/Kayseri, E7:Kocasinan/Kayseri, E8:Talas(2)/Kayseri,
E9:Talas(3)/Kayseri

ES& EV E& E®

Fotograf 4.11 S79 RAPD primeri ile amplifikasyon sonucu elde edilen bant profilleri
M:Belirteg, Bl:Kemerhisar/Nigde, B2:Ciftlik/Nigde, B3:Azatli/Nigde, B4:Bur¢ Koyii/Nigde,
B5:Elmali/Nigde, B6:Camardi/Nigde, B7:Edikli/Nigde, B8:Karaatli/Nigde,
B9:Giimiisler/Nigde, B10:Bor/Nigde, B11:Merkez/Nigde, E1-E2:incesu/Kayseri, E3:Yukari
Talas/Kayseri, E4:Mithatpasa mah./Kayseri, E6:Hacilar/Kayseri, E7:Kocasinan/Kayseri,
E8:Talas(2)/Kayseri, E9:Talas(3)/Kayseri
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P. spyrothecae 6rnekleri igin sonug veren 11 RAPD primerinden elde edilen polimorfik
bant sayisi, toplam 52 olarak tespit edilmis olup en yiiksek polimorfik bant sayisi sekiz
bant ile S79 primerinde iken, en diisiik bant sayis1 ise S21 ve S59 primerlerinde bir bant
olarak tespit edilmistir. S37 primerinin 2 bant, S39 primerinin 7 bant, S40 primerinin 4
bant, S41 primerinin 7 bant, S71, S72 ve S78 primerlerinin 6 bant ve S89 primerinin ise
2 bant verdigi goriilmiistiir (Cizelge 4.1, 4.2).

Cizelge 4.1 Sonug veren 11 primerden elde edilen polimorfik bant sayisi

Primer Baz Dizilimi(5’-3”) Polimorfik
Ad1 bant sayisi
S21 5’-CAGGCCCTT C-3 1

S37 5’-GACCGCTTG C-3’
S39 5’-CAAACGTCG G -3’
S40 5-GTT GCG ATCC-3
S41 5’- ACC GCG AAG G-3’
S59 5-CTG GGG ACTT -3’
S71 5’-AAA GCT GCG G-3°
S72 5-TGT CATCCCC-3%
S78 5-TGA GTG GGT G -3’
S79 5’-GTT GCC AGC C-3’
S89 5’-CTGACGTCAC-3’

N| 0O O O O | N b N[ D
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Cizelge 4.2 Nigde ve Kayseri populasyonlara ait ornekler igin Sonug veren 11 primerin lokalitelere gére vermis oldugu polimorfik bant
sayilart Bl:Kemerhisar/Nigde, B2:Ciftlik/Nigde, B3:Azatli/Nigde, B4:Bur¢ Koyii/Nigde, B5:Elmali/Nigde, B6:Camardi/Nigde, B7:Edikli/Nigde,
B8:Karaatli/Nigde, B9:Giimiisler/Nigde, B10:Bor/Nigde, B11:Merkez/Nigde, E1-E2:incesu/Kayseri, E3:Yukar1 Talas/Kayseri, E4:Mithatpasa
mah./Kayseri, E6:Hacilar/Kayseri, E7:Kocasinan/Kayseri, E8:Talas(2)/Kayseri, E9:Talas(3)/Kayseri

Primer | g1 | B> (B3 | B4 | B5 | B6 | B7 | B8 | B9 | B10 | B11 El | E2 | E3|E4 | E5|E6|E7|E8|E9
S21 |- | 1 | 1 [ 1 [ 1|11 [1 1] 1 |-— 1 1 1111111
37 | 2 | 2 | 22222212/ 2 2 2 2 |2 2222272
S39 | 4 | 5|6 | 7| 5|6 |6 6] 6| 6 5 5 57 6| 4|66 4]2
S40 || 1 | 2 2] 232321 3 1 4 3| 43| 4] 4] 4] 4]3
S41 | 3 | 3| 4 | 4| 7| 4|35 3] 3 3 5 3|32 |— |5 4] 4]5
59 | 1 | 1 | 1|11 |11zt 1] 1 | — 1 1 | 1111111
S71 | 5 | 3| 3|3 | 3| 3|3 —]|3]| 4 1 3 6 | 3|5 |5 |53 3] 3
s2 |6 | 3| 22222212/ 2 1 2 2 | 2 [ 2 |— | 2222
S78 | 5 | 2 | 4| 4| 4|5 |5 4|5/ 5 2 5 5 | 4 | 4 |— | 6|6 45
S9 | 8 | 5|5 |5 |6 7|76/ 6]| 6 4 7 71717 | —|7]7]5]6s
s89 | 2 | 1 |1 |1 |1 |1 [1]1 1] 1 1 1 1 [ 11|11 [—=]——]—
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4.1 P. spyrothecae'nin Nigde ve Kayseri populasyonlarinin istatiksel analizi

P. spyrothecae'nin Nigde ve Kayseri populasyonlari igin Nei (1987)’ye gore hesaplanan
genetik varyasyon degerleri, Cizelge 4.1.4'de verilmistir. Nigde populasyonu igin
genetik cesitlilik degeri H= 0.2542, Kayseri populasyonu i¢in ise genetik cesitlilik
degeri H=0.2290 olup ortalama genetik gesitlilik degeri H=0,2776, ortalama polimorfik
lokus sayis1 46 ve ortalama polimorfik lokus yiizdesi ise % 92 olarak hesaplanmigtir

(Cizelge 4.1.4).

Cizelge 4.1.1 P. spyrothecae’ nin Nei'ye (1987) gore Nigde ve Kayseri
populasyonlarinin ortalama genetik varyasyon analiz sonuglari

Lokalite Ornek Na Ne H I P %P
sayis1
Nigde 55 1,8000 1,4499 0,2542 10,3816 40 80
Kayseri 45 1,5600 1,4082 0,2290 0,3322 28 56
Ortalama 100 1,9200 1,4651 0,2776 0,4225 46 92

P.spyrothecae populasyonlarinin genetik farklilasmay1 (Nei 1987) ifade eden degerleri
Cizelge 4.1.5’te verilmistir. Populasyonlar arasinda genetik farklilasmay1 ifade eden Gst
degeri 0,1267 iken populasyonlar arasinda gen akisin1 gésteren Nm degeri ise 3,4451'dir
(Cizelge 4.1.5). Cizelge 4.1.5' e gore genetik farklilagsmanin 6l¢iisii olan Gst degerinin
0,1267 olarak bulunmas: orta derecede bir farklilagsmay1 ifade ederken gen akisinin

nispeten yiiksek oldugu bilinmektedir.

Cizelge 4.1.2 P. spyrothecae alt popiilasyonlarinda genetik farklilasma analizi (Nei
1987)

Ornek sayis Ht Hs Gst Nm

100 0.2767 0.2416 0.1267 3.4451
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P. spyrothecae’nin Nigde ve Kayseri populasyonlar1 arasindaki genetik mesafe ve
genetik benzerlik degerleri Nei'ye (1972) gore hesaplanmis ve Cizelge 4.1.6' da
verilmistir.

Cizelge 4.1.6' ya gore Nigde ve kayseri populasyonlarinin yaklasik olarak % 91
civarinda bir benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Iki populasyon arasindaki genetik
benzerligin yiiksek olmasi ¢ok yiiksek genetik farklilasma olmamasi ve gen akisinin

nispeten yiiksek olmasindan kaynaklanmis olabilir.

Cizelge 4.1.3 P. spyrothecae’ nin Nigde ve Kayseri populasyonlarina ait genetik mesafe
(alt diyagonal) ve genetik benzerlik (iist diyagonal) hesaplamalari (Nei 1972)
1:Nigde 2:Kayseri

1 folalaloa 0.9076

2 0.0969 falaiaiole
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BOLUM V

TARTISMA VE SONUCLAR

Tiir i¢i ve tiirler aras1 genetiksel farkliliklarin ortaya ¢ikisinda populasyonlarin yasadig
alanin cografik 6zelliklerinin etkin bir rol oynadigi genel olarak kabul edilmektedir. Bu
etki sonucunda goriilebilecek tir igi genetik gesitliligin ortaya ¢ikarilmasinda
boceklerde ve spesifik olarak afitlerde RAPD tekniklerinin uygulandigina ve basarili
sonuglar ortaya konulduguna dair ¢ok sayida ¢alisma vardir [14,15,19,23].

Bu ¢alismanin ana materyalini olusturan P. spyrothecae tiiriiniin Nigde ve Kayseri’den
orneklendigi  lokalitelerin  cografik  Ozellikleri  degerlendirildiginde  Nigde
populasyonunun orneklendigi alanlarin cografik olarak daha heterojen oOzellikler
gosterdigi, Ozellikle de daha yiiksek rakimli alanlardan Ornekleme yapilmistir. Bu
heterojen cografik kosullarin etkili olabilecegi diisiiniilerek, Nigde populasyonlarinda
polimorfik lokus sayisi 40 ve polimorfizm oran1 % 80 civarinda dlglilmiistiir.

Kayseri populasyonlarinin  6rneklendigi alanlarin  cografik  6zellikleri Nigde
populasyonlar ile kiyaslandiginda birbirine daha fazla benzer 6zellikler gdstermis ve
Kayseri populasyonlarinda polimorfik lokus sayisi 28, polimorfizm orani ise % 56
olarak belirlenmistir.

Bir populasyondaki heterozigotluk oraninin yiiksekligi o populasyonda genetik
cesitliligin ylksekligini gostermektedir. Heterozigotluk gostergelerinden biri olarak
etkili allel sayis1 (Ng) dikkate alinmaktadir. Nigde ve Kayseri populasyonlarinin etkili
allel sayilar1 dikkate alindiginda Nigde populasyonlarinin etkili allel sayisinin (1,45)
Kayseri populasyonlarimin etkili allel sayisindan (1,40) kismen de olsa yiiksek oldugu
goriilmektedir. Etkili allel sayisindaki bu farklilik Nigde o6rneklerinin elde edildigi
alanin daha heterojen olmasindan kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmektedir.

Bu ¢alismada 11 primer ile elde edilen verilerin analizi sonucunda Nigde ve Kayseri
populasyonlar1 arasindaki genetik benzerlik degeri indeksi (0,9076), genetik farklilik
degeri indeksi (0,0969) olarak bulunmustur. Genetik benzerlik ve genetik uzaklik
indekslerinin hesaplanmasinin yaninda populasyondaki heterozigotluk orani verileri de
degerlendirilmis ve populasyondaki bir bireyin beklenen heterozigotlugu (HS) 0,2416;
tim populasyonda bir bireyin beklenen heterozigotlugu (HT) 0,2767; her 6rnek igin
gozlenen allel sayis1 (Na) 1,9200; etkili allel sayis1 (Ne) 1,4651 olarak belirlenmistir.

Elde edilen heterozigotluk verileri, genetik benzerlik ve genetik uzaklik degerlerini
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destekleyici veriler gostermistir. Hesaplanan genetik benzerlik ve farklilik indeksleri
degerlendirildiginde Nigde ve Kayseri’den Orneklenen Pemphigus spyrothecae
populasyonlar1 arasinda benzerlik degerinin oldukca yliksek oldugu goriilmektedir. Her
ne kadar Nigde populasyonlarinin orneklendigi alan, Kayseri populasyonlarinin
orneklendigi alandan daha heterojen olsa da populasyonlar arasinda biiyiik genetiksel
farkliliklara yol agabilecek diizeyde olmadigi goriilmektedir. Bunlara ilaveten
populasyonlar arasindaki gen akis degeri de (Nm) dikkate alindiginda hesaplanmasi gen
akist degerinin (Nm=3,44) nispeten yiiksek oranda bulunmasi, gen akisinin devam
ettigini gostermektedir. Nispeten yiiksek diizeyde gen akisi iki populasyonun benzerlik
oranlarinin da yiiksek olmasinda 6nemli rol oynamustir.

Ornekleme yapilan alanlarin cografik 6zellikleri dikkate alindiginda populasyonlar
arasinda ortaya cikan bu farklilikta ortam kosullarinin rol oynadigi kabul edilebilir. Bu
calismadan elde edilen sonuglar benzer sekilde Tunus’ta Macrosiphum euphorbiae ’nin
farklt cografik bolgelerdeki ayni konak bitkilerden orneklenen populasyonlardaki
genetik farkliliklarin RAPD teknikleri ile gosterilmesi ile paralellik géstermektedir [14].
Bu calismada ayni konakta beslenen afit tiirlinlin cografik kosullara gore genetik
yapisinda farklilik gosterilmistir. Buna karsilik genetik cesitlilik {izerine etki edebilen
bir diger faktor de konak bitkidir. Tunus’ ta yapilan bir ¢aligmada, Rosaceae ve
Rutaceac familyalar1 iiyelerinden orneklenen Aphis spiraecola populasyonlarinin
genetik cesitliligini karakterize etmek icin RAPD belirtecleri kullanilmis ve genetik
cesitlilik iizerinde cografik yapinin degil konak bitkinin 6nemli bir etken oldugu
goriilmiistiir [24]. Ayrica cografik faktorlerin genetik farkliliklar tizerinde her zaman
ayni oranda etkili olmadigi, cografik faktoriin etki giicliniin dnemi de daha 6nce bazi
caligmalarda gosterilmistir [2].

Bu caligmada elde edilen sonuglar gore cografik kosullar Nigde ve Kayseri
populasyonlarinin kendi iglerindeki gesitlilikte dnemli rol oynasalar da iki populasyon
arasinda cok biiyiik farklilik yaratacak kadar gii¢lii olmadigi anlasilmaktadir. RAPD
tekniginin tekrarlanabilirliginin smirli olmasindan dolayr P. spyrothecae tiiriiniin
genetik karakterizasyonunun ortaya konulmasinda daha fazla lokalite ve 6rnek tizerinde
bu teknigin yani sira diger molekiiler tekniklerin de kullanilmasinin daha giivenilir ve

destekleyici bilgiler elde edilmesini saglayabilecektir.
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