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OZET

ENLEMSEL KLINLERIN Drosophila melanogaster’de Dca GENOTIPI
VE KANAT BUYUKLUGU BAKIMINDAN ARASTIRILMASI

Cansu Fidan AKSOY
Yiiksek Lisans, Biyoloji Boliimii
Tez Damsmani: Yrd. Doc. Dr. Banu Sebnem ONDER

Ocak 2018, 68 sayfa

Drosophila melanogaster, iliman bdlgelere yayllmis kozmopolit bir tiirdiir. Genis bir cografi
dagilim alami olan, genetik ve cevresel heterojenite ile iliskili evrimsel dinamikleri
incelemek icin yaygin olarak kullanilan bir model tiirdiir. D. melanogaster’de bir¢ok
karakterin enlemsel klin gosterdigi bilinmektedir. Bu klinler, yaygin bir sekilde mekansal
olarak degisen secilimin adaptif bir sonucu olarak yorumlanmaktadir. Viicut biiyiikliigii de
giiclii enlemsel klin gosterdigi bilinen bir karakterdir. Viicut biiylikliigii i¢in belirleyici bir
parametre olan kanat biyiikliigii, lokal adaptasyon ve klinal varyasyon caligmalarinda
siklikla kullanilmaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda, kanat biiyiikiigiiniin enlemsel klin
gosterdigine dair hipotezi sinamak amaciyla, Tiirkiye, Ukrayna ve Rusya olmak iizere li¢
farkli enlemden toplanan D. melanogaster dogal populasyonlarinda kanat biyikligi
varyasyonu arastiritlmigtir. Kanat biiylikliigiiniin, enlemsel varyasyonunun yani sira
mevsimsel varyasyonu da incelenmis ve kanat biiyiikliigiiyle iligkili bir aday gen oldugu
diisiintilen Dca geni ile iligkisi aragtirilmistir. Bu ¢alismada, kanat biiyiikliigliniin ve kanat

bicimlerinin enlemsel ve mevsimsel varyasyonlarini belirlemek amaciyla, 20 kusak boyunca



full-sib eslesme ile kendilestirilmis Tiirkiye’den 116, Rusya’dan 75, Ukrayna’dan 31 soy
hatt1 kullanilmustir.

Elde edilen sonuglar, kanat biiylikliigiinin giiclii bir enlemsel klin gdsterdigi,
populasyonlarin degisen enlemle birlikte sicakliga adaptasyonun bir sonucu olarak farklilik
gosterdigi yoniindedir. Ayrica, kanat biiylikliigli populasyonlarin toplandigi mevsimlere
gore de anlamli degisiklikler gostermektedir. Bunun yami sira, Dca’nin enlemsel klin
gosteren bir gen oldugu bulunmustur. Ancak kanat biiyiikliiglinde goriilen varyasyonlarla

Dca alel polimorfizmleri arasinda anlamli bir iligki bulunamamustir.

Anahtar kelimeler: kanat biiyiikliigii, kanat bi¢imi, enlemsel klin, mevsimsellik, Dca, lokal

adaptasyon.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF LATITUDINAL CLINES FOR Dca GENOTYPE
AND WING SIZE IN Drosophila melanogaster

Cansu Fidan AKSOY
Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Banu Sebnem ONDER

January 2018, 68 pages

Drosophila melanogaster is a cosmopolitan species that spread over temperate regions. It is
a widely used model organism to study the evolutionary dynamics associated with genetic
and environmental heterogeneity in a broad geographical distribution area. Many characters
are known that are exhibit a latitudinal cline in D. melanogaster. These clines are widely
interpreted as an adaptive result of spatially varying selection. Also body size is a known
character for strong latitudinal cline. Wing size that a decisive parameter for body size are
frequently used in the study of local adaptation and the clinal variations. In this study, in
order to test the hypothesis that the wing size shows a latitudinal cline, variation of wing size
were investigated in natural populations of D. melanogaster which were collected from three
different latitudes, Turkey, Ukraine and Russia. The latitudinal variation of wing size and
also seasonal variation has been investigated and the relationship has been investigated with

the Dca gene, which is thought to be a candidate gene related to wing size.

In this study, 116 lines collected from Turkey, 51 lines collected from Russia and 31 lines
collected from Ukraine, which were subjected to 20 generations of full-sib mating for

iii



inbreeding, were used for determination of latitudinal and seasonal variations of the wing

size and shape.

The results show that wing size show a strong latitudinal cline, and that populations differ
as a result of adapting to temperature with varying latitudes. Besides, the wing size also
varies according to the season in which the populations are collected. In addition, it has been
found that Dca gene shows also a latitudinal cline. However, significant relationship was not

found between the variations of the wing size and the Dca allele polymorphisms.

Keywords: wing size, wing shape, latitudinal cline, seasonality, Dca, local adaptation.
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1. GIRIS
Cografi varyasyonlar enlemler ve rakimlar boyunca farkli taksonlardaki hayvan ve bitkilerde
meydana gelmektedir [1]. Uyum bilesenleri ile iliskili karakterlerde Klin oOriintiilerini
arastirmak adaptif evrim calismalarinda anahtar bir unsurdur [2]. Enlemsel Klinler gibi
iklimin siddetli bir sekilde degistigi cografi gradiyentler boyunca iklimsel adaptasyonu
caligmak onemlidir. D. melanogaster populasyonlarinda enlemsel klinler morfolojik, stres
toleransi ve yasam Oykiisii karakterlerinde bulunmustur. Kromozom inversiyonu frekansi ve
alel frekansi enlemsel klinler olusturur. Farkli cografi bolgelerdeki paralel klinler ise

bolgesel adaptasyonlar igin 6nemli birer bilgi kaynagidir [3].

Dogal populasyonlarinin adaptif degisimlerinin genetik temelini ¢6ziimlemek evrimsel
biyolojinin en temel amagclarindan biridir [4], [5], [6], [7], [8], [9]. Ornegin, heterojen
ortamlar1 isgal eden birgok tiiriin dagilim araliginda mekansal olarak degisen farkli secilime
bagli olarak gen akis1 ve genetik siiriiklenmeye ragmen genetik farklilasma ve bolgesel

adaptasyon meydana gelmektedir [10], [11].

Sonu¢ olarak, bircok calisma heterojen mekanlara adaptasyon ve bunlarin kantitatif
varyasyon sonuglarina neden olan polimorfizmleri belirlemeye odaklanmistir [11], [12],
[13], [14], [15]. Polimorfizmlerinin aydinlatilmasi i¢in ortak bir yaklasim cografi olarak
farkli populasyonlar arasinda son derece gii¢lii farklilasma gosteren alelleri aramaktir [16],
[17], [18], [19]. Klinler, yani siirekli bir gevresel gardiyan boyunca fenotip ve / veya alel

frekanslar1 bakimindan meydana gelen degisiklikler, bu agidan oldukca 6nemlidir.

Klinler fenotipik ve genetik degisim diizeyinde farkli populasyon ve tiirlerde genellikle farkls
cografi bolgelerde tekrarlanabilirdir ve bu nedenle degisen mekansal secilimi yansittigi
diistiniilmektedir [4], [10], [20]. Bu sekilde farkli cografi bolgelerde tekrarlanan benzer

klinler “paralel klin” olarak adlandirilmaktadir.

Secilimin neden oldugu klinal varyasyonlar icin yapilan en kapsamli ¢aligmalar meyve
sinegi D. melanogaster’de gozlenen enlemsel klinlerdir [21], [22]. D. melanogaster Sahra
alti Afrika’dan koken almis ve buradan son birkag yiizyll igerisinde kuzey Amerika’dan
Avustralya’ya kadar kolonize olmus bir tiirdiir [23], [24], ve 1liman bdlgelerde tiiremis
populasyonlarin bir dizi iklimsel adaptasyonlarin bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir [22],
[25], [26], [27], [28], [29]. Fenotipik olarak klin varyasyonlar1 birkag 6nemli yasam Gykiisii
karakteri i¢in belirlenmistir. Bunlar gelisim siiresi, viicut buyiikliigli, ovariyol saysi,

yumurta verimi, stres direnci, 6miir uzunlugu, tireme dormansisi ve diyapozdur [28], [30],



[31], [32]. Benzer sekilde enlemsel klinler genetik diizeyde de belirlenmistir. Ornegin hem
kuzey Amerika hem de Awvustralya populasyonlarinda allozim, DNA ve kromozom
inversiyon polimorfizminde klinal varyasyonlar gozlenmistir [22], [27], [32], [33], [34],
[35], [36], [37].

Ozellikle Drosophila gibi degisen cevre kosullarina adaptasyon yetenegi yiiksek
organizmalarda fenotipik degisimler sik¢a gdzlenmektedir [38]. Kavramsal olarak fenotipik
ekspresyonlar1 ayarlayan mekanizmalar iki sinifa ayrilir: genetik adaptasyon (6rnegin alel
frekanslarinda degisiklik ile) ve fenotipik esnelik (plastisite) [39], [40]. Fenotipik esneklik
dogrudan cevresel etkileri fenotipte gdsterir. Bu durum kisa siireli ¢evresel varyasyonlara
kars1 adaptif bir strateji olarak goriilebilir ya da adaptif olmayan ve organizmanin bulundugu
cevre ile kurdugu biyokimyasal veya fizyolojik bir etkilesim sonucu ortaya ¢ikabilir [39],
[40]. Uzun siireli ve / veya kisa siireli sicaklik varyasyonlar1 canli {izerinde uzun donemde
evrimsel (genetik) adaptasyona neden olabilmektedir. Bir cografi gradiyent boyunca uyumla
iliskili 6zelliklerde genetik olarak saptanan varyasyonlar bu sekilde meydana gelen adaptif
evrimin bir sonucudur [41], [42], [43]. Sicaklik ve cografi klinler arasindaki gii¢lii kovaryans
nedeniyle adaptif evrim c¢alismalarinda klinal varyasyonlar bir anahtar olarak Onem

kazanmustir [44], [45], [46].

Adaptif evrim c¢alismalarinda klinal varyasyonlarin genom ve transkriptome diizeyinde
calismak ne kadar dnemliyse, yasam Oykiisii karakterleri ve morfolojik karakterlerinde de
klin varyasyonlar1 ortaya koymak olduk¢a dnemlidir. Kitalar aras1 enlemsel orjinlerine bagli
olarak D. melanogaster populasyonlarinda fenotipik diizeyde rastgele olmayan
varyasyonlara Onemli kamitlar vardir. Ornegin viicut biiyiikliigi [33], [47], yumurta
biiylikliigli ve ovariyol sayis1 [48], soguk direnci [41], sicak direnci [41],alkol toleransi [49],
ve susuzluk direnci [50], enlemsel klinler sergilemektedir. Bunun gibi ya da bunlarla
baglantili  veriler genellikle iklimsel varyasyonlara adaptasyonun kaniti olarak

yorumlanmaktadir.

Bu ¢alismada, 2014 ve 2015 yillar1 arasinda ti¢ farkli enlemsel gradiyent (Tiirkiye, Ukrayna
ve Rusya) iizerinden toplanan Drosophila melanogaster populasyonlarinin viicut bityiikliigii
bakimindan enlemsel klin gosterip gostermedigini test etmek, viicut biylkligi
varyasyonlarin1 kanat uzunlugu ve bigimini kullanarak belirlemek ve viicut biiyiikliigl i¢in
aday gosterilen Dca geni ile viicut biiyiikliigii arasindaki iliskiyi belirlemek amaglanmustir.
Populasyonlarin toplandiklar1 bdlgelere ve yillara gore karsilastirilmalar yapilmis, viicut

biiyiikliigii varyasyonlarini belirlemek ig¢in her populasyona ait bireylerin lineer kanat



Olclimleri yapilmis ve geometrik morfometri yontemleri kullanilmstir. Elde edilen fenotipik
varyasyonlarin genetik temeline iliskin bulgu edinebilmek i¢in bir aday gen olan Dca geni

ile fenotipik varyasyonlar karsilagtirilmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Dogal Populasyonlarda Lokal Adaptasyon ve Klinler
Adaptif degisimin genetik temellerini anlamak evrimsel biyolojinin en temel ve biiyiik
Olciide ¢ozlilmemis problemlerinden biridir [37]. Ayrica populasyonlarin g¢evresel
degisikliklere nasil adapte olduklarim1 anlamak da evrimsel biyolojinin temel ilgi alamdir.
Temelde lokal adaptasyon, cografi olarak degisen segilim baskilarina verilen cevaptir. Bu
siire¢ tlirlesmeye, tilrlerin c¢esitliliginin sekillenmesine ve tiirlerin yayilmasina olanak
saglayabilir. Son yillarda yayginlasan ‘lokal adaptasyon’ calismalari, bu mekanizmanin

temelini anlayabilmek i¢in populasyonlara ait genetik analizlerde agirlikli olarak enlemsel

ve rakimsal klinler kullanilmustir [51], [52], [53], [54], [55], [56].

Klin kavrami, ilk olarak Huxley [57] tarafindan Olgiilebilir karakterlerdeki bir
derecelendirmeyi tanmimlamak i¢in kullamlmistir ve bu kavram Endler [10] tarafindan
fenotipte, gende veya genotip frekansinda siirekli ve kademeli olan cografi varyasyon
kavramini igerecek sekilde genisletilmistir. Klinler, bir cografi alan iizerinde, genellikle
cevresel heterojenlik sonucu, bir karakterde veya 0zellikte (fenotip) kademeli degisiklikleri
ifade etmektedir. Bir klin, rastgele genetik siiriikklenmeden ve gocten [58] ya da dogal secilim
veya bu mekanizmalarin her ikisinden de [59] kaynaklanabilmektedir. Cevresel gradiyentler
boyunca, fenotipte ve genotip frekanslarindaki klinler, genellikle, mekansal olarak degisen

se¢ilimin bir kanitin1 olusturmustur [56].

Meyve sinekleri (Drosophila)ile uzun yillar boyunca yapilan ¢aligmalar bu organizmay1
klinal adaptasyonu incelemek i¢in miikemmel bir model haline getirmistir [22], [32].
Bununla ilgili klasik ornekler, genellikle bircok kitada paralel olarak ortaya c¢ikan
Drosophila'mingesitli tiirlerindeki enlemsel klinleri igermektedir [56]. Viicut biiyiikliiglinde
goriilen enlemsel klinler, Drosophila tiirleri de dahil olmak tizere bircok ektoterm canlida
goriilmektedir. Ornegin, enlemsel klinler, uyum basarisina bagli fenotiplerin [28], [31], [60],
[61] yam sira genomdaki alel frekanslari i¢in de yaygin olarak gériilmektedir [35], [37], [55].

Klinal fenotipik varyasyonun carpici bir 6rnegi pegeli baykuslarda (Tyto alba) bulunmustur
[62]. Bu tiir, agirlikli olarak genetik olarak belirlenmis feomelanik (pheomelanic, kirmizi ya
da sar1 tliye sahip olma) renkte cografi gesitlilik gostermektedir [63], [64]. Bu tiirdeki renk
klini, belirgin olarak Avrupa kitasinda yer alir ve burada bulunan bireylerdeki gévdenin alt
kismindaki renklenme, giineybatidaki beyazdan kuzeydogudaki kirmizimsi-kahverengiye
kadar degisiklik gostermektedir [64]. Antoniazza ve arkadaslar1 [65] peceli baykuslardaki



klinal renk degisiminin Avrupa kitasinda secilimle gerceklesip gerceklesmedigini test etmek
i¢in, 18 populasyonda renklenme ve notral genetik varyasyon farkliligini karsilastirmistir.
Yapilan karsilastirmalar, klinal renklenmenin genetik siiriiklenme sonucu olmadigini, lokal

adaptasyonun bir sonucu oldugunu géstermistir.

Bagka bir ornek, ektotermlerde klinal degisimi gdsteren viicut biiyiikligi ile iligkili bir
Ozellik olan gelisim zamanidir. Gelisim zamaninin enlem ile negatif olarak iliskilendirildigi
klinler, g¢ekirge Caledia captiva'da [66], Myrmeleon immaculatus'da [67], su bocegi
Aquarius remigis'de [68], hemipter Panstrongylus megistus'da[69] ve Rana climatansve R.
sylvatica'da [70], [71] bulunmustur.

2.2. Drosophila’da Zamansal ve Mekansal Degiskenlere Adaptasyon

D. melanogaster, model organizmalar arasinda en ¢ok ¢alisilan ve insanlar da dahil olmak
tizere yiiksek Okaryotlarla ortak bircok gelisimsel ve hiicresel siirecin incelenmesi i¢in bir
model sistem olarak gorev alan canli gruplarindan birisidir [72]. D. melanogaster, iliman
bolgelere yayilmis ve kozmopolit dagilim gdsteren, atasal olarak tropik bir bocek tiirtidiir
[37]. Cesitli yasam alanlarim kapsayan genis bir cografi dagilim alam olan genetik ve
cevresel heterojenite ile iligkili evrimsel dinamikleri incelemek i¢in miikemmel bir model

tirdir.

Organizmalar genellikle zaman ve mekan boyunca dnemli Olciide cevresel degisimle basg
etmek zorundadir [73] ve gevresel heterojenlik temelde ikiye ayrilir; mekanda ve zamanda
degisim.

2.2.1. Mekansal Degiskenler

D. melanogaster'deki enlemsel klinler yaygin olarak mekansal olarak degisen segilimin
adaptif bir sonucu olarak yorumlanmaktadir [27], [61], [74]. D. melanogaster’de enlem ile
degisen karakterler arasinda, gelisim oram [31], [54], larval biiylime verimi [76], viicut
buyiikligi [31], [30], [75], [77], ovariol sayis1 [77], yamurta biiylikligi [78], aglik, soguk
ve sicak direnci [60], [79], [80], etanol toleransi [81], metabolizma hiz1 [82] ve diyapoz
goriilme sikligr [28], [83] yer almaktadir. Bunun yani sira Drosophila’‘daki enlemsel klinler,

ornegin, allozim, DNA ve inversiyon polimorfizmleri olmak {izere genetik diizeyde de

calisilmustir [22], [33], [37], [83], [84], [85].

D. melanogaster’de bir¢ok enlemsel klin bulunmaktadir ve klinal varyasyon gdésteren bu
karakterlerin yil icinde sicaklik ile degistigi bilinmektedir [86]. Sicaklik tiim bu

varyasyonlara yol agan temel faktorlerden biridir [47]. Yapilan ¢alismalar canlilarin degisen



sicakliklara uyum saglayabilmek igin varyasyona ugradigini gostermistir [87], [88].
Ornegin, Partridge ve arkadaslarinin [89] yaptigi bir ¢alisma, Drosophila'da viicut
biiyiikliiglinde goriilen enlemsel klinler tizerinde sicakligin segici ajan olarak gorev aldigini
desteklemistir. Viicut buyiikligii gibi Omiir uzunlugu da sicakliktan etkilenmektedir.

Ornegin, diisiik sicaklikta tutulan sineklerin yasam siiresinin uzadig goriilmiistiir [90].

D. melanogaster’de farkli kitalardaki enlemsel klinlerin tekrarlanabilirligi, bu klinlerin
genetik siirliklenmeden degil, dogal secilimden meydana geldigini diisiindiirmektedir.
Omegin D. melanogaster’in Hollanda’dan toplanan dogal populasyonlariyla yapilan bir
deneyde, ayni populasyona ait bireyler farkli sicakliklara maruz birakilmis ve on nesil sonra
kontrol edilmistir. Bu kontroliin ardindan daha yiiksek sicakliklarda daha kiiciik viicutlu
bireylerin se¢ildigi, daha diisiik sicakliklarda ise daha hizli ve daha verimli gelisim donemi
gerceklestigi ve buna bagli olarak da daha biiyiik viicutlu bireylerin secildigi ortaya
konmustur [91].

2.2.2. Zamansal Degiskenler
D. melanogaster'deki mevsimlere bagli olarak goriilen fenotipik/genotipik varyasyonlar
yaygin olarak zamansal olarak degisen sec¢ilimin adaptif bir sonucu olarak

yorumlanmaktadir.

Dogadaki birgok tiir mevsimsel olarak degisen c¢evresel kosullar altinda yasamaktadir. Bu
kosullarin neden oldugu varyasyonlar, yasam Oykiisii karakterlerinin genetik yapisini
degistirerek evrimi sekillendirmede rol oynayabilir [92]. Birgok organizmammn, iklim
degisikligine tepki olarak viicut biiylikliigiinliin zamanla degistigi ortaya konmustur ve bu
durumun, evrensel 1sinmaya tepki olarak ortaya ¢iktigi 6ne siiriilmiistiir [93]. Boceklerde
viicut biytikliigii, tiirlerin cevreyle nasil etkilesimde oldugunu yansitan bir karakter oldugu
i¢in Onemlidir. Bir tiirlin viicut biyiikligi ile iklim, fenoloji ve mevsimsellik arasinda
onemli bir iliski vardir [94]. Viicut sicakligi ¢evresel sicakliklarla biiylik oranda iliskilidir.
Bir¢ok ektotermin yasam Oykiisii karakterleri termal ¢evre tarafindan sekillendirilir ve bu
populasyonlarin viicut biiyiikliigii degisen termal cevreye yanit olarak degisir [95]. Sicakliga
ek olarak fotoperiyod, dogal bocek populasyonlarinda yasam Oykiisii karakterlerinde goriilen
varyasyonlar i¢in dnemli bir mevsimsel ipucu olarak gérev yapabilir [92]. Kisa jenerasyon
stiresine sahip tiirlerde mevsimsel iklim dongiisti, iklim ile iliskili 6zellikler tizerinde siirekli
tekrarlanan mevsimsel degisikliklere neden olabilir [96]. Bradshaw ve Holzapfel [97] tiirler
izerinde, bliyiime mevsimi siiresindeki degisimin, sicakligin dogrudan etkilerinden daha

Oonemli olabilecegini One stirmiistiir. Bu durum &zellikle yiiksek enlemlerde daha belirgin



goriilen mevsimsel degisimle iliskili olabilir. Populasyonlarin ¢evresel parametrelerdeki
mevsimsel degisimlere, ekolojik ve evrimsel olarak nasil yanit verdigine iliskin ¢aligmalar
sinirlidir [54]. Konuyla ilgili yapilan bir ¢calismada, D. melanogaster’de bir yasam 06ykiisii
karakteri olan reprodiiktif diyapozun goriilme siklig1 incelenmis ve hem fenotipte [83], [98]
hem de alel frekanslarinda [99] mevsimsellige rastlanmistir. Baska bir ¢alismada
mevsimsellikle arasindaki iliskiyi agiklamak igin Drosophila tiirlerinin tireme verimliligi,
gelisim zamani ve stres toleransi gibi yasam Oykiisii karakterleri karsilastirilmistir. Elde
edilen sonuglara gore ilkbahardan sonbahara kadar mevsimsel degisimle bir fenotipik

varyasyon gozlenmistir [54].

Giliniimiiziin en 6nemli ‘zamansal degiskeni’ ise kiiresel 1sinmadir. Endotermlerde oldugu
gibi ektotermlerde de kiiresel 1sinmanmin bir etkisi olan sicaklik artisinin negatif etkilerini
gormek miimkiindiir. Bu durumda organizmalarda viicut biiyiikliigii ve ¢evresel heterojenite
(6rn. iklim ve beslenme) arasindaki mekanik baglantilar1 anlamak, bir tiiriin iklim
degisikligine tepki verme potansiyeli ve gliniimiizde cogu tiir i¢in eksik olan termal
toleranslar hakkinda bilgi vermektedir. Konuyla ilgili yapilan kanat biiyiikliigii ve bi¢im
analizleri ile ilgili calismalarin sonucu iklim degisikligine tepki olarak bir¢ok organizmanin

ortalama viicut biytikliigiinde diisiis gosterdigini ortaya koymustur [100].

2.3. Viicut Biiyiikliigii

Hayvanlardaki viicut biiyiikliigiinde, farkli ¢evrelere cevap olarak ortaya ¢ikan farkliliklar
goriilmektedir. Bu farkliliklar tiirler arasinda, bir tiire ait populasyonlar arasinda ve bir
populasyondaki bireyler arasinda goriilebilmektedir [32]. Evrimde viicut biiyiikligliniin
degisimi ile ilgili Oriintiiler hakkinda ¢ok sey bilinmesine ragmen, ilgili tiirler arasinda
meydana gelen biiyiikliik farklarina neden olan genetik ve gelisimsel farkliliklar hakkinda
bilinenler azdir [101].

Viicut biiyiikliigii, genellikle dogal secilimin dogrudan bir hedefidir veya secilen 6zellikler
ile 6nemli iliski gostermektedir [102]. Viicut biiyiikliigii ile uyum basarisi arasindaki iliski,
hem dogada yapilan ¢alismalarla hem de laboratuvarlarda yapilan [73], [103] gosterilmistir.
Bir organizmanin uyum basaris1 gibi onemli etkenlerden dolayi, viicut biiyiikliigiiniin
genetik yapisini ve gevreyle olan etkilesiminin dogasini anlamak, tiir i¢i ve tiirler arasinda
goriilen viicut biiylikliigiindeki varyasyonu sekillendiren mekanizmalara 1s1k tutmak i¢in ¢ok

Onemlidir.



Viicut biyiikliigii bir hayvanin biyolojisi, anatomisi, fizyolojisi, davranist ve ekolojisine
kadar bir¢ok yoniinii etkilemektedir. Aym1 zamanda {lireme basaris1 ve uyum bagarisi
tizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir [104]. Pek ¢ok tiirde evrimsel olarak 6nemli varyasyona
sahip klasik ve kantitatif bir 6zelliktir. Yapilan ¢aligmalarla bu varyasyonlardan sorumlu
alellerin bulunmasi, 6zellikle viicut bilyiikliigiindeki c¢esitliligin ve genel olarak kantitatif

Ozelliklerin korunmasinin anlagilmasina yardimer olmaktadir [105].

Viicut biiyiikliigii, ektotermlerde fenotipik esneklik gostermektedir ve termal ¢evreye cevap
olarak gelismektedir. Sicaklik, fenotipik esnekligin gelisimiyle ilgili tahminlerin test
edilmesi i¢in iyi bir ¢cevresel faktordiir, ¢iinkii bir¢ok 6zellik sicaklik kosullarinin degisimine
kars1 oldukca duyarlidir. Ozellikle ektotermlerde bu faktor, ok sayida morfolojik 6zelligi
ve uyum basarisi ile iliskili karakterleri etkilemektedir [106].

Bir¢ok bocek tiirtinde, ergin viicut biiyiikligii (genellikle kanat biiyiikligli), Bergman
kuralina uygun olarak enlemsel klin gosterir [30], [31], [107], [108]. Genellikle endotermik
canlilar icin gecerli olan bu kuralin, bir¢ok ektoterm gruplarina da uygulanabilecegi
gosterilmistir, ancak bu canli gruplarindaki mekanizmalar farkli olabilmektedir [108].
Bergman baslangicta bu kurali, tiirler aras1 egilimleri (trend) tanimlamak ic¢in kullanmigtir
ancak daha sonra, tiiri¢i varyasyonlar1 agiklamak i¢in yeniden tammlamistir [L09]. Bergman
kuralina gore viicut blyiikligii sicakligin etkisiyle artan enlemle artig gosterir. Bu kural,
daha yiiksek rakimlarda veya enlemlerde bulunan bireylerin, diisiik rakimlarda veya
enlemlerde bulunanlara gore daha biiyiik viicuda sahip olacagini belirtmektedir [110]. Ters
Bergman kuralina gére ise viicut biiyiikliigii mevsimlerin siiresinin etkisiyle artan enlemle
azalir [108]. Ters Bergman kuralinda, daha kisa mevsim uzunlugunun ekolojik kisitlamalari
ve daha soguk olan yiiksek enlemlerde, daha diisiik besin bulunmasi gibi kosullarin etkisi
s0z konusudur. Bu oriintiiler, daha uzun gelisim siiresine sahip olmasi nedeniyle 6zellikle
biiylik boceklerde [111], genellikle bir yilda tek kusak veren ve mevsimselligin yiiksek
oldugu bolgelerde yasayan ektotermik canlilarda goriilmektedir. Yiiksek enlemlere dogru
kisalan mevsimler yiyecek bulma, biiylime ve gelisme zamanini sirlandirir ve viicut
biiylikliigiiniin kutuplara dogru azalmasina neden olur [108]. Ektotermler disinda yapilan bir
calismada da viicut biiyiikliigliniin bir ispinoz tiirii olan Fringilla coelebs’in Ters Bergman

kuralina uydugu ve kuzey enlemlerde viicut biiyiikliigliniin azaldig1 gortilmiistiir [112].

Drosophila ve diger ektoterm canlilarin, viicut biiylikligiinde Bergman kural1 ile baglantili

olarak, cografi varyasyona bagli farklilik gosterdigi bilinmektedir. D. melanogaster ve diger



birka¢ bdcek tiirlinde yumurta biiyiikliigiinde de Bergman klinleri deneysel olarak gbzlenmis
ve bu tiirlerin daha yiiksek sicakliklarda daha kii¢iik yumurta (ve hiicre) biiyiikliigiine sahip
olduklari bulunmustur [113], [114],[115].

D. melanogaster’de ergin viicut biiyiikliigiindeki ilk klinin, Afrika ile Avrupa arasinda
oldugu bilinmektedir [116]. Aym sicaklikta yetistirilen, iki farkli iklime adapte olan iki farkl
D. melanogaster populasyonlarinda yapilan arastirmalar sonucu, 1liman populasyonun ergin
bireylerinin, tropikal populasyonun ergin bireylerine gore daha biiylik oldugu ortaya
koyulmustur. Ergin viicut biiyiikliiglinde goriilen bu klin, cogu kitada bulunmustur ve buna
benzer Ornekleri bir¢ok calismada gormek miimkiindiir. Enlem ile pozitif iliskili viicut
buyiikliigii klinleri; arida (Apis mellifera) [117], karasinekte (Musca domestica) [118],
karinca aslaninda (Myrmeleon immaculatus) [119], kopepodlarda (Scottolana canadensis ve
Attheyella nakaii) [120] ve Drosophilaserrata [121] ve Zaprionus indianus[122] gibi bazi
drosophilidlerde de gézlenmistir.

2.3.1. Kanat Biiyiikliigii ve Bicimi

Viicut biyikliigi yas agirlik, kanat uzunlugu, kanat alam veya toraks uzunlugu ile
Olciilebilmektedir. Kanat biiylikliigii, viicut biiyiikligli i¢in belirleyici olan 6nemli bir
karakterdir [123], [124] (Sekil 2.1). Gelisim ve evrimsel ¢alismalar i¢in model olan kanat
biiyiikliigli, morfolojik varyasyonlarin temelinde yer alan mekanizmalar1 aragtirmak i¢in de
uygun yap1 gostermektedir. Ayrica kanat bigiminde gdzlenen varyasyonlara neden olan
bir¢ok genetik faktor bulunmaktadir. Buna ek olarak Kantitatif Karakter Lokus (QTL)
analizi ile kanat bi¢imini etkileyen ¢ok sayida lokus tespit edilmistir [125], [126], [127]. D.
melanogaster ile yapilan bir ¢alismada tek bir P-elementi insersiyonunun etkisine bakilmis
ve kullanilan 191 soy hattinin yarisindan fazlasinda (%63) bu transpozon insersiyonunun

kanat bi¢iminde goriilen varyasyonla iliskili oldugu tespit edilmistir [128].



Kanat biiyikligii = e

—
A 2
.

= Viicut bilyikligi =

Sekil 2.1. Kanat buiyiikliigii, viicut biiyiikliigii icin belirleyici olan 6nemli bir karakterdir.

Kanat bi¢imi varyasyonlari, damarlarin birlesim yerlerine koyulan nokta (landmark)’lar
yardimiyla tespit edilebilmektedir. Drosophila kanat gelisimi iyi bilinen bir konudur ve
landmarklar kullanilarak yapilan geometrik morfometri ¢alismalariyla hem sinek
kanatlarinin morfolojisini hem de gelisimsel asamalarini incelemek miimkiindiir [129],
[130], [131]. Gilchrist ve Partridge’in [132] yaptigi bir calismada Avustralya’nin
dogusundaki D. melanogaster populasyonlariyla yaptigi biyometrik analizler sonucunda bu
populasyonlarin kanat biiyiikliiglinde ve seklinde goriilen farkliliklarin 6nemli epistatik
varyans icerdigini gostermistir. Bircok arastirmaci kanat bigimindeki dogal varyasyonu
belirlemis olsa da, tiirler i¢indeki kanat bigiminin evrimsel genetigi hakkinda ¢ok az sey

bilinmektedir [132].

2.4. Viicut Biiyiikliigiinii Etkileyen Cevresel ve Genetik Faktorler

Bir¢ok yasam Oykiisii karakteri viicut biiylikliigliyle genetik olarak iliskili oldugundan, viicut
biiyiikliiglindeki  klinal varyasyonlar diger yasam Oykiisii karakterlerinde goriilen
varyasyonlarla uyumlu olabilmektedir [133]. Ornegin Drosophila ninbircok tiiriinde viicut
biiyiikligl, gelisim siiresi, sicak ve soguk direnci gibi kantitatif 6zellikler enlemsel klin
gosterir. Yapilan caligmalar bu durumun iklimsel kosullarin yarattigi bir secilimin etkisiyle
gerceklestigini gostermistir [22], [92]. Bu tiir klinal varyasyon calismalar1 sadece kantitatif
ozelliklerde iklimsel kosullarin yarattig1 secilimle ilgili fikir vermekle kalmaz, ayn1 zamanda
bu 6zellikler meydana gelen genetik varyasyonlarla belirli genler arasinda baglanti kurmay1

saglar [134].

Viicut biiyiikliigli 6nemli bir yagam Oykiisii karakteridir. Metabolik hiz, enerji gereksinimleri

ve Ureme basarist iizerindeki etkisi nedeniyle yasam Oykiisii ilizerinde de etkisi
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bulunmaktadir [135]. Bunedenle, viicut biiylikliigiiniin yasam 6ykiisiiniin hemen hemen tim
yonlerinde yaygin bir etkiye sahip oldugu ve her bireyin yasam Oykiisiinde onemli bir
parametre olusturdugu aciktir. D. melanogaster’de viicut biyiikliigii, genellikle tireme
potansiyeli, gelisim siiresi ve larval hayatta kalma basarisi ile olan iliskisiyle belirlenen
optimum bir ara degere sahiptir [136]. Viicut biiyiikligiinde goriilen degisiklikler,
endotermlerin ve ektotermlerin termal biyolojisi ve enerjileri i¢in dnemli etkilere sahiptir.
Bunun nedeni, viicut biiyiikligiiniin termoregiilasyon igin gerekli olan enerji ve su
gereksinimlerini [137], enerji ve kiitle alimi, kullamim oranlarini ve yasam Oykiisii
karakterlerini [106] dogrudan etkilemesidir [138].

Viicut biiyiikliigii iizerinde temel etken olan gelisim siiresi birgok gen tarafindan kontrol
edilmektedir ve karmasik bir yapr gostermektedir. Gelisim siiresinin viicut biiyiikligi
tizerindeki etkisi sadece hangi genlerin etki ettigiyle ilgili degil, ¢evresel etmenlere karsi
genlerin ifadelerinde meydana gelen degisikliklerle de ilgilidir. [139]. Viicut biiyiikliigi
karakterlerinin kalitsalliginin, gelisim i¢in 6nemli bir asama olan larval biiylime sirasinda
cevresel kosullara bagh oldugu yapilan calismalarla da kabul edilmistir [140], [141].
Holometabol canlilar i¢in biiylime ve gelisme donemi 6nemlidir. Bu canlilarda larval
donemde ergine ait Ozellikler sekillenmektedir. Bu nedenle gelisim siiresi ergin viicut
biiyiikliigiinii belirlemektedir. Ornegin, bir¢ok gevresel kosulla (besin, sicaklik, fotoperiyod
gibi) etkilenen biiyiime ve gelisme siiresinin uzamasi viicut biiylikliigiiniin artmasina neden
olmaktadir [142]. Bunun yam sira Drosophila’da ergin disi ve erkek bireylerde viicut
biiyiikliigliniin eseysel secilim basarisimi etkiledigi yapilan caligmalarla ortaya konmustur
[143], [144]. Bu durum iireme basarisinin artmasina veya azalmasina neden olmaktadir.
Yumurta verimi de bu durumdan dogrudan etkilenmektedir [145]. Biiyiik viicuda sahip
erkekler cok sayida disi ile ¢iftleserek toplam iireme basarisini arttirmaktadir. Ancak disilere
aktarilan sperm sayis1 azalacagindan disilerin potansiyel lireme basarisi azalmaktadir. Kiigiik
viicutlu erkekler ise daha az disi ile ciftlesir ancak bu bireyler uzun kopulasyon siiresine
sahiptir ve bu siirede aktarilan sperm sayisi artacagindan disilerin verimliligini de

artmaktadir [145].

Drosophila'daki viicut biiyiikliigii enlem ile artmanin yani sira, hem rakimla [146], [147]
hem de yilin soguk donemlerinde artig gosterir [146], [148]. Mekansal olarak degisen
cevrede birgok ekolojik degisiklik meydana gelir ve bu durum birgok secici ajanin
olugmasina neden olmaktadir [65]. Canlilarin yasadig1 ¢evredeki degisim, esneklik gosteren

bir fenotipik 6zelligin ya da genlerin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir [149]. Fenotip,
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hem genler hem de ¢evre tarafindan etkilendigi igin, ayn1 genotipteki farkli bireylerin uyum

basarisi, esit olmak zorunda olmayip bireylerin yasadiklari ortama baglidir.

Ektotermlerde viicut biiyiikliigiinii etkileyen en 6nemli gevresel faktorlerden biri sicakliktir.
Sicaklik, cok sayida morfolojik Ozelligi ve uyum basarist ile iligkili karakterleri
etkilemektedir [106]. Viicut biiyiikliigiinde meydana gelen evrimsel degisiklikler ve termal
duyarlilik, evrimsel adaptasyonun ve organizmalarin g¢esitlenmesinin temel &zelligidir.
Ornegin, 1liman populasyonlarda goriilen viicut biiyiikliigiindeki artisin, sicakliga
adaptasyonun evrimsel olarak kabul edilen bir kamti oldugu ortaya konmustur [32].
Anderson [150], Drosophila pseudoobscura populasyonlarim alt1 yil boyunca 16°, 25° ve
27°C'de tutarak sicakligin viicut biiyiikliigii tizerindeki etkisini incelemistir. Populasyonlar
bu ii¢ farkli sicaklikta bir buguk yil kaldiktan sonra kanat uzunluklar1 6lgiilerek kontrol
edildiginde viicut bityiikliigiinde meydana gelen bir farklilik olmadigi goriilmiistiir. Ancak
altt yil sonra olgtimler tekrarlandiginda 16°C’de tutulan populasyonun, 25°C ve 27°C’de
tutulan populasyonlara gére daha biiyiikk boyuta sahip oldugu belirlenmistir [151].

Kanat biiyiikliigii ve bigim varyasyonlarinin genetik temeli poligenik olmaktadir ve genlerin
tek basina incelenmesiyle varyasyonlarin nedenini anlamak giictiir [152]. Ornegin D.
melanogaster ile ilgili gegmisten giliniimiize gen diizeyinde yapilan caligmalar sayesinde
2401 adet gen viicut biiyiikligi ile, 2449 gen kanat biiylikliigii ile ve 799 gen ise kanat bigimi

ile iliskilendirilmistir (flybase.org’dan alinan verilere gore).

Kanat morfolojisi i¢in aday genlerin tanimlanmasim amaglayan c¢aligmalar, D.
melanogaster’de kanat biiyiikliigiinde goriilen varyasyonun genetik temelinin, kiigiik ek
etkilere neden olan sayisiz genetik faktorden olustugunu ortaya koymustur [149], [153],
[154]. Son yillarda da D. melanogaster'in kanat morfolojisinin genetik temelini incelemek
icin ¢alismalar yapilmistir [128], [152]. Bu calismalarla elde edilen sonuglar, kanat
biiyiikliigliniin genetik yapisinin, cinsiyete gore dimorfik bir sekilde, karakterlere katkida
bulunan bircok farkli gen ile karmasik bir yapt olusturdugu fikrini desteklemektedir.
Genellikle kanat biiytikliigii ile ilgili genlerden nispeten bagimsiz olan poligenik temel,
gelisme ve/veya metabolik fonksiyonlarla, 6zellikle hareketlilik (mobility), adezyon,
iletisim ve sinyal iletimi gibi farkli hiicresel siireglerin diizenlenmesiyle ilgili genlerden

olusmaktadir [155].

Adaptasyonun genetigi ile ilgili bircok genel soru vardir ve adaptif fenotiplerin temelinde

yer alan genleri belirleyerek bu sorular cevaplanabilmektedir. Karakterlerle iliskili aday
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genlerin yardimiyla birgok 6zelligin genetik temeli anlasilabilmekte ve sahip olduklar
polimorfizmler ortaya cikarilabilmektedir. Ornegin, viicut bityiikliigii iizerinde énemli etkiye
sahip olan aday genlerden biri, Neurofibromin 1 (Nf1)’dir [156]. Yapilan mutant analizleri
ile larval donemde Nfl geninin ifadesinin ergin viicut biiyiikliigiinii etkiledigi ortaya
konmustur [157]. Dogada iki farkli Nf1 haplotipi tespit edilmis ve bunlarin kanat biiytikligi
ile iliskili oldugu da gosterilmistir [158]. Bu calismada iki haplotipten biri olan Nfl-
insersiyon-A, daha kiigiik kanat biiyiikliigii ile iliskilendirilmistir ve 1liman iklimlerde yaygin
oldugu bulunmustur [158].

Viicut biyiikliigi ile ilgili bir bagka aday gen olan Dca (Sekil 2.2), kanat biiyiikliigii tizerinde
Nfl genine benzer bir etkiye sahip oldugu bulunmustur [153],[158]. Son zamanlarda yapilan
calismalarla Dca'nin, 5' diizenleyici bolgesinde goriilen bir insersiyon/delesyon (INDEL)
polimorfiziminin transkripsiyon diizenlenmesinin yonlerini degistirerek, adaptif kanat
biiyiikliigli varyasyonunda rol oynadigi diisiiniilmektedir. Dca'nin transgenik ifadesinin
artmasinin, kanat bilyiikliigiinii etkiledigi bilinmektedir [137]. smp-30 (senescence marker
protein 30) olarak da bilinen Dca (Drosophila cold acclimation gene), 3. kromozomun sag
kolunun 88D2 sitolojik konumunda bulunmaktadir. Bu gen, ilk olarak soguk
uygulamasindan sonra up-regiile olan genler arastirilirken bulunmustur (Goto 2000).
Bilgisayar destekli homolojianalizleri, Dca'nin sigan, fare ve insanda niikleik asit ve amino
asit dizileri arasinda klonlanmis olan yaslanma isaretleyici protein-30 (SMP30) ile benzer
oldugunu ortaya c¢ikarmustir [159]. Genin memeli homologu (SMP30 veya regucalcin
[RGN]) baslica yaslanma ve yaslanmayla iliskili bir kalsiyum baglayici1 protein olarak
karakterize edilmistir [159]. Dca, memeli homologuna benzer sekilde, Drosophila’da da
kalsiyum homeostazinin diizenlenmesinde, hiicre proliferasyonunun ve doku biiyiikliigiinii

olumsuz etkilenmesinde rol oynamaktadir [158].
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Sekil 2.2. Dca geninin genom iizerindeki goriiniimii (http://flybase.org/)

13



Flybase'de (http://flybase.org/) ve ModECODE'de (http://www.modencode.org/) bulunanen
yeni RNA-Seq verilerine gore, Dca'nin zamansal ifadesinin gelisimsel olarak kontrol
edildigi ortaya konmustur [158]. Lee ve arkadaslarimin 2011 yilinda yaptigi ¢alisma ile,
Dca’nin ifadesinin embriyonik gelisimin ilk 18 saatinde diislik oldugu ancak embriyonik
evrenin son 6 saatinde hizla arttig1 ortaya konmustur. Genin ifadesi ii¢ larval donem boyunca
artmaya devam etmis ve {liciincii larval donemde ifadesinde yaklasik 50 kat artig gostererek
en yiiksek seviyeye ulasmistir. Dca gen ifadesinin {i¢ giinliik pupa evresine kadar hizli bir
sekilde diisiis gostererek sabitlendigi goriilmiistiir. Erkeklerde ve disilerde farkliliklar
goriilmesine ragmen, Dca geninin ifadesi bir giinliik ergin bireylerde ikinci bir maksimum

noktasina ulasmustir.

McKechnie ve arkadaglarinin 2010 yilinda yaptigi caligmalartyla iligkili olarak, Dca'nin
transgenik ifadesinin asir1 artmasi sonucunda sineklerin kanat biiyiikliiklerinde belirgin bir
kiiglilme meydana geldigini ortaya koymustur [158]. Bu g¢alismada, Avustralya
populasyonlar1 ile calisilmistir ve yaygin goriilen Dca-237 ve Dca-247 alellerinin
birbirleriyle iligkili olarak enlemsel klin gosterdigi ortaya konmustur. Calisma sonucunda
elde edilen bilgilere gore, Dca-237 alelinin tropiklere dogru frekansinin arttig1 ve buna bagl
olarak da kanat biiyiikliigiiniin kii¢iildigti goriilmiistiir [138] (Sekil 2.3).

4 R

5 )
Allele 4 5 (Dtd) (indel)
Dca-247 9 AAATGTGTGH AATGGTATTATTTTCATGGAGCCACAACATTTCATTAACACA
Dca-237-1 AAATGTGTG ATGGTTATATTTTCATGGAGCCTGA = = == == = - - GCCTGAA

Dca-237-2 AAATGTGTG AATGGTTATA TTCATGGAGCCTGA == ======~ T AACACAACTG

Nl!klth.'.t pozisyonu

55555 5-5 5555 5-5 444 4-4 4-4 44444444 4-4 433333

75532 2-1 1100 0-0 888 7-7 76654 4-4 33222111 0-0 099998
Allele Cluster’ 36324 0-5 4074 2-1 532 8&-7 4-3 86987921 9-1 098658

Dca-247° 1 AAAGC[A(06)]GAAC [---) AAA[----- ) CAGTG [---] GGATTT AC[ACATTTCAT) TAAACG (247 b.p.)
Dca-238-1 B i [AO8)] ....[>==)...[>===~ Yot o [---] .ATA..TG[--=cs=-=== Jis (238 b.p.)
Dca-237-2 P i [A{OS)].A..[H-],A.[ ----- PR (---] .ATA..TG[-- -] . (237 b.p.)
Dca-237-1 2 .T..AA086)....[---)...[----- 1.G:C. [ 1 DATAL TG [+ (237 b.p.)
Dca-241-1 (- SNEEROR 1™ P o - (SN (P ].ev..[--] .ATA..TG[-- (241 b.p.)
Dca-241-2 £ [A(06)] . . . .(ccn R ] s [---] AA....TG[-- (241 b.p.)
Dca-238-2 3 (A08)] ... .[---].G.[-=--- | B [roe ) AR o TG (238 b.p.)
Dca-248 [ [A(16)].,..[--v]‘G.[ ----- [T Lome LA A w0 TG ] (248 b.p.)
Dca-249 8 s o [A(17)]‘..,['~].G.[ ----- 1T ,,[-~-]AA..“TG[ (249 b.p.)
Dca-250 3 .[A(18)) .C. .[---]) .G. [~=--- By -] AA....TG | caltnn, (250D
D. simulans-240 CGT. [A(00)] T TT [---] T.C[GGGCC]T . TAA[GGG] AATG [+ wsvees ]1T....T (240b.p.)

Sekil 2.3. Dca alelleri arasinda sekans varyasyonlar1 (promotor bdlge haplotipleri). (a)
Yaygin aleller arasi varyasyonlar. (b) Avustralya’da bulunan haplotipler arasi farkliliklar
(McKechnie ve ark., 2010’dan alinmistir).
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Kromozomlarinyeniden diizenlendigi inversiyonlar da viicut biiyiikliigii tizerinde 6nemli bir
etkiye sahiptir. Kozmopolit bir inversiyon olan In(3R)Payne, enlemsel klin gostermektedir
[84], [160]. Ugiincii kromozomda yer alan bu inversiyonun frekansinin artis gdstermesinin
kanat biiyiikliigiinde azalmaya yol actigi bulunmustur [161]. Bu inversiyonun viicut
biiyiikliglinlin yan1 sira gelisim siiresi, stres direnci, yasayabilirlik gibi karakterleri etkiledigi
de ortaya konmustur [30], [61], [87]. Bir baska calismada, polimorfizm gosteren ikinci
kromozom inversiyonlarimin Drosophila buzzatii'de viicut biyiikligiinii ve bi¢imini
etkiledigi ve inversiyon polimorfizmleri tarafindan agiklanabilen bir genetik temele sahip

olabilecegi gosterilmistir [162].
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Cahsma Alanlan

D. melanogaster dogal populasyonlari Tiirkiye, Ukrayna ve Rusya’da 2014 ve 2015
yillarinda yapilan arazi ¢alismalar1 ile toplanmistir. Tiirkiye’den toplanan populasyonun
orneklem alan1 olarak Ankara’ya yaklagik 100 km uzakliktaki Giidiil ilgesine bagli Yesiloz
(40.30°N, 32.34°E) kasabasinda bulunan bir meyve bahgesi secilmistir. Arazi ¢aligmalari
2014 ve 2015°de her yil Mayis ayindan Ekim ayma kadar, her ay bir kez olmak iizere
gergeklestirilmistir. Rusya populasyonu Moskova’nin 400 km kuzeybatisinda bulunan
Valday’den (57.58°N, 33.14°E) 2014 ve 2015 yilimin Ekim ayinda, Ukrayna populasyonu
ise Kiev’de (50.27°N, 30.31°E) bulunan meyve bahgelerinden 2014 ve 2015 yilimin Ekim
ayinda toplanmistir (Sekil 3.1.).

bz < o » Valday, RU

=
f U “ A Alexandrov, RU
Ny

Y

UKRAYNA

‘. L0 . Yesiloz, TR
Y TRKIY S, Ayvalik, TR
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e «
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Sekil 3.1. Populasyonlarin toplanma alanlarinin harita iizerinde gosterimi (RU: Rusya, UA:
Ukrayna, TR: Tiirkiye).

Populasyonlar arasindaki farkliliklarin enlemsel varyasyon kaynakli mi, yoksa
populasyonlar arasindaki varyasyonlardan kaynakli m1 oldugunu anlayabilmek i¢in yukarida
belirtilen alanlara ek olarak ayni enlemlerde bulunan ve ‘replika’ populasyonlar olarak

adlandirilan populasyonlar kullanilmistir. Bu populasyonlar, Tiirkiye’de Balikesir, Ayvalik
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(39.19°N, 26.41°E) ile Rusya’da Moskova yakinlarindaki Aleksandrov’dan (56.24°N,

38.44°E) toplanmistir. Populasyonlara ait iklimsel ve cografi bilgiler Cizelge 3.1°de

gosterilmektedir. Yillik ortalama, minimum ve maksimum sicaklik ile yillik ortalama nem

verileri https://www.worldweatheronline.com/ sitesinden alinmustir.

Yesiloz populasyonunun dogadan toplandigi yil ve aylara ait sicaklik ve nem oranlar1

Cizelge 3.2°de 6zetlenmistir.

Cizelge 3.1. Populasyonlarin toplandig1 bolgelere ait iklimsel ve cografi parametreler.

Yillik Yillik Yillik Yillik
Cografi Enlem Boylam Rakim Vil Ort. Min. Maks. Ort.Ne
Konum (Kuzey) (Dogu) (m) Sicaklik Sicaklik Sicaklik m (%)
(C) (&) (C)
Ayvallk’ o ] o 1
39°19'  26°41 79 2016  20.6 18.0 23.1 64
Tiirkiye
682 2014 156 122 19.0 58
Yesiloz, on 1 EVN
Tirkiye 40°30 32034
2015  13.1 9.7 16.6 56
Kiev, 179 2014 132 10.4 153 70
Ukrayna
50°27" 30°31"
2015  13.3 106 155 74
Alexandrov, 190 2014 6.9 1.9 9.9 77
Rusya
56°24' 38°44'
2015 7.0 33 93 83
Valday, 218 2014 4.6 22 98 79
Rusya
57058 33014
2015 523 28 93 87
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Cizelge 3.2. Yesil6z populasyonunun toplandigr yil ve aylara ait sicaklik ve nem degerleri.

En Diisiik | En Yiiksek Sicaklik | Ortalama Ortalam
Yil Aylar Sicaklik (°C) (°C) Sicaklik (°C) a
Nem (%)
Haziran 22 29 26 51
Temmuz | 27 34 31 39
2014 Agustos 27 34 32 38
Eyliil 21 27 25 46
Ekim 15 21 19 56
May1s 20 26 24 48
Haziran 21 28 25 59
Temmuz | 26 34 31 38
2015 Agustos 27 34 31 39
Eyliil 25 30 32 38
Ekim 16 23 20 55

3.2.Soylarin Toplanmasi ve Cogaltilmasi

Yapilan arazi ¢alismalarinda, 6rnekleme i¢in standart Drosophila tuzaklari kullamilmustir.
Bu tuzaklar yarim litre pet siselere fermente olmus muz ve maya karisimi konularak
hazirlanmistir. Besin tuzaklar1 baska boceklerin gelmesini ve diger hayvanlarin erisimini
engelleyebilmek igin bir tel yardimi ile boy hizasinda agaglara asilmistir. Ogle saatlerinde
birakilan tuzaklardan, bir kez aksamiistli giines batmadan bir kez de sabah erken saatlerde
olmak iizere tuzak igerisine giren sinekler toplanmustir. Yeterli sayida birey olmamasi
durumunda tuzaklardan ergin toplama islemi siirdiiriilmistiir. Tuzaklardan alinan canli
sinekler standart Drosophila besiyeri igeren tiiplere alinarak Hacettepe Universitesi Biyoloji

Boliimii Genetik laboratuvarina getirilmistir.

3.2.1. Laboratuvar Calhismalarn

Laboratuvara getirilen ergin Drosophila’lar igin tiir teshisi yapilmistir. Teshis sonucu D.
melanogaster’e ait disi bireyler her tiipte bir birey olacak sekilde standart Drosophila
besiyeri igeren tiiplere transfer edilerek izosoy hatlar1 (isofemale lines - tek disiden meydana
gelen soy hatlari) olusturulmustur. Olusturulan bu soy hatlar1 laboratuvarimizda kullanilan
standart Drosophila besiyeri igeren tiiplerde, 25°C sicaklik, %55-60 nem ve 12:12 saat
aydinlik/karanlik 151k periyodunda NUVE marka iklim dolabinda tutularak ¢ogaltilmistir.
Her bir disiden gelen izosoy hatlar1 20 kusak boyunca tam kardes eslesmesi (full sibling
mating) yapilarak kendilestirilmistir. Bu tez kapsaminda yapilan deneylerde, kendilestirme
stirecini tamamlamis olan kendilesmis (inbred) soy hatlar1 kullanilmistir. Asagida bu siirece

ait protokol ayrintili olarak verilmistir.
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Kendilesmesini tamamlayan soy hatlari standart Drosophila besiyeri ortaminda kiiltiire
edilmistir. Besiyeri hazirlanirken misir unu, seker, maya ve agar Cizelge 3.3’de verilen
miktarlarda tartilip hazirlanmistir. Besiyeri hazirlandiktan sonra tiip veya siselere dokiilerek

ve kullanilmstir.

Cizelge 3.3. Kullanilan standart Drosophila besiyeri igerigi ve miktarlari.

Standart Besivyeri

Su 1000 ml
Misir Unu 50
(Karbonhidrat, vitamin, mineral kaynagi) 9
Seker 50
(Karbonhidrat kaynagi) g
Maya

(Protein kaynagi) 359
Agar

(Katilastirict) 1049
Propiyonik Asit

(Koruyucu) sm}
Metil Paraben/Ethanol 1.4 g/7 ml
(Koruyucu)

D. melanogaster’in yasam dongiisii standart kosullar altinda toplamda 10 giinde
tamamlanmaktadir. Bu 10 giinliik dongti; 1 giin yumurta, 1 giin birinci larval evre (L1), 1
giin ikinci larval evre (L2), 2 giin ligiincii larval evre (L3) ve 5 giin pupal evre sonrasi ergin
birey olusumu seklindedir. Bu nedenle stok seklinde tutulan soy hatlar1 14 giinde bir yeni
besiyeri ortamina alinmustir. Asir1 yumurta birakmalart sonucu olusacak larval rekabeti
onlemek ve bir sonraki kusagin bir onceki kusakla karigmasini dnlemek amaciyla ergin

bireylerin en az 3 giin yumurta birakmalar1 saglandiktan sonra tiiplerden uzaklastirilmistir.

3.2.2. Kendilesmis Soylarin (Inbred Line) Olusturulmasi

Laboratuvara getirilen dogal populasyonlardan ilk olarak tiipe alinarak olusturulan ve bir
disiye ait olan izosoy hatlarinin, tam kardes eslesmesi yontemi ile kendilestirilmesi
saglanmistir. Bu yontem ile, soylarin tasidiklar: tiim aleller bakimindan homozigot olmasi
saglanmig ve her bir soy hattinin o populasyondaki bir genotipi temsil ettigi kabul edilerek

deneyler tasarlanmistir. Kendilesmis soy hatlar1 ile tasarlanan ¢alismalar Drosophila’da

sik¢a kullanilmaktadir [163].

Kendilestirme islemi “Full-sib” yontemi ile Tiirkiye, Rusya ve Ukrayna’dan toplanan tiim

soy hatlar1 i¢in gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.2°de sematize edilen kendilestirme siirecinde tek disiden olusturulan soy hatlarinin
her birinden, lireme durumu iyi goriinen ve ergin bireylerin ciftlestigi kabul edilen tiipteki
bireylerden iki disi seg¢ilmis, ayr1 ayr1 tiiplere alinmis ve geri kalan bireyler “mass” (kitle)
populasyon yani ana stok olarak saklanmistir. Her bir kusak olusturulurken, ayr1 ayr tiiplere
alimmus olan iki disi bireyin olusturdugu yavru doéllerden lireme olan veya iireme durumu
daha 1iyi olan bir tiipteki disiler kullamlmistir. Her defasinda bu yol izlenerek iki disi birey
secilmis ve kusaklar olusturulmustur. Béylece yeni kusaklar tek bir soy hattindan devam
etmis ve kendilesme siireci hizlanmistir. Her kusakta alinan disilere ek olarak o kusaga ait
“mass” populasyon saklanmis ve bir 6nceki kusaga ait “mass” populasyon iptal edilmistir.
Yeni kusakta olusturulaniki tiipte lireme olmamasi durumunda “mass” populasyondan birer
disi aliarak bir O6nceki kusaktan yeni kusak tekrar olusturulmaya caligilmistir. Mass
populasyonlarin avantaji, iireme olmamasi ve yavru doél olusmamasi durumunda tiim soyu
kaybetmek yerine yalmzca bir kusak kaybetmis olmaktir. Bu sekilde en az 20 kusak
gerceklestirilen tam kardes eslesmesi sonucunda, kendilesme katsayis1 F’in 1’e yakin oldugu
yani bireylerin tiim aleller i¢in homozigot oldugu kabul edilmistir [163]. Kendilesme siireci
her bir soy hatt1 i¢in en az bir yil siirmektedir. Ozellikle bir fenotiple iliskisi arastirilacak gen
veya genlerle yapilan ¢alismalarda populasyondaki bireylerin heterozigot olmasi elde edilen
sonuglarin anlagilmasini zorlagtirmaktadir. Ancak, tiim genom bakimindan homozigot olan
soylarda bir fenotipin bir gen, gen grubu ya da genomla iligkilendirilmesi miimkiindiir. Bu
nedenle ozellikle kantitatif ozelliklerin 6l¢lilmesinde inbred soy hatlar1 kullanilmaktadir.
Boyle soy hatlari ile farkli laboratuvarlarda ¢alismak ve elde edilen bulgulari birlestirmek
miimkiindiir. Kullanilan soy hat sayilar1 arttirilarak populasyonu en iyi temsil eden “genotip”

sayisina ulagsilabilir [164].
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Sekil 3.2. Kendilestirmede tek bir disi kullanilarak bir sonraki kusagin kurulmasi prensibine
dayali “Full-sib” yonteminin sematik gosterimi.

3.3. Kanat Biiyiikliigii Deneyleri:

3.3.1. Soy Hatlarmna ait Kanat Olgiimleri icin Orneklem Grubunun Olusturulmasi

Bu calismada populasyonlar arasi viicut biiyiikliiglinde meydana gelen farkliliklarini
saptayabilmek i¢in Drosophila’da viicut biyiikliigiinii belirlemede iyi bir parametre olan
kanat biiylikliigii ile ilgili 6l¢liimler ve analizler yapilmistir. Ayrica, populasyonlar arasi
morfolojik bigim farkliliklar1 kanat bi¢cim analizleri ile 6lclilmiistiir. Soylar arasi viicut
biiyiikliigliniin ve kanat bi¢imlerinin enlemsel ve mevsimsel varyasyonlarini belirlemek
amaciyla, Yesiloz’den 2014 ve 2015 yillar1t Mayis ve Ekim aylari arasinda her ay bir kez
toplanan ve laboratuvar ortaminda 20 kusak boyunca kendilesmesi saglanan soylardan 106
soy hatti, Valday’den 2014 - 2015 yillar1 Agustos ve Ekim aylarindan toplam 51 soy hatti,
Alexandrov’dan 2014 - 2015 yillarinda Agustos ve Ekim aylarindan toplam 24 soy hatti ile
Kiev’den 2014 - 2015 yilimin Ekim ayindan 31, 2016’da Temmuz ayinda Ayvalik’tan
toplanan 10 soy hatt1 kullanilmigtir. Toplam 222 kendilesmis soy hatt1 deneye alinmistir
(Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.4. Lokasyonlara gore kullanilan populasyonlara ait 6rneklem yillar1 ve deneylere
alinan soy hatlarina ait sayilar.

Orneklem Orneklem Deneylere  Alinan
Lokasyonu Yili Soy Sayis1
Ayvalik 2016 10
Yesiloz 2014 46

2015 60
Kiev 2014 18

2015 13
Alexandrov 2014 12

2015 12
Valday 2014 33

2015 18

Morfolojik dl¢timler i¢in kullanilacak ergin bireylerin elde edilmesinden 6nce her soya ait
ergin bireyler siselere alinmis ve birden fazla replika olacak sekilde arttirilmistir (Sekil 3.3).

Boylece deneyde kullanilacak ergin bireylerin 6rneklem grubunu olusturacak olan atasal

bireyler sayica ¢ogaltilmistir.

Sekil 3.3. Morfolojik 6l¢timler i¢in kullanilacak ergin bireylerin elde edilmesi i¢in bireylerin
siselerde ¢ogaltilarak replikalarin yapilmasi.

Cogaltilan bireylerden yumurta toplamak amaciyla her soy icin o soya ait en az 25 ergin
birey, yumurta toplama kaplarina alinmistir. Yumurta toplamak icin petrilere 1 litre suyun
igerisine 6 gram agar konularak kaynatilan seffaf agar dokiilmiistiir. Petrilere dokiilen bu
agar uygun biyiikliikte kesilerek yumurta toplama kaplaria yerlestirilmistir (Sekil 3.4 a).
Agar Tlzerine birakilan yumurtalar rahatlikla goriilebildigi igin toplanirken kolaylik
saglamaktadir. Kaplara yerlestirilen agarin yani sira yumurtlamay: arttirmak ve bireylerin ag

kalmasini 6nlemek amaciyla su ile macun kivamina getirilen maya konulmustur (Sekil 3.4
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a). Bir soy hattina ait siselerde ¢ogaltilan disi ve erkek bireyler yumurta toplama kaplarina
transfer edilerek yaklasik olarak 16-18 saat tutulmustur. Siirenin sonunda mikroskop altinda
agar iizerine birakilan yumurtalardan (Sekil 3.4 b), her bir soya ait bireylerin biraktigi 50
adet yumurta toplanarak 7 ml standart besiyeri bulunan tiiplere belirlenen replika sayisi
kadar yumurta ekimi gerceklestirilmistir. Deneyin bu asamasinda her bir tiipe esit sayida
yumurta ekilmesi ve 7 ml standart besiyeri kullanilmasindaki temel amag, larva beslenmesi
basta olmak tlizere ¢evresel degiskenlerden etkilendigi bilinen viicut biiyiikliigiinde ¢evreden
kaynaklanacak farkliliklar1 en aza indirmek olmustur. Standart sicaklik, nem, 151k, besin ve
larval yogunluk ortaminda gelisen ve pupa ¢ikislarini (Sekil 3.4 ¢) takip eden en az 3. glinde
toplanan ergin bireyler %98’lik etil alkol bulunan tiipler igerisine alinarak oldiiriilmiistiir
(Sekil 3.4 d).

a)

Sekil 3.4. Yumurta toplamak i¢in kullanilan kaplar ve koyulan maya (a), agar iizerine
birakilan yumurtalar (b), yumurtalarin ekildigi standart 7 ml besiyeri ve yumurtadan ¢ikan
ergin bireyler (c), ergin bireylerin kanat dlgtimleri igin tiiplere alinmasi (d).
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3.3.2. Kanat Biiyiikliigii ve Kanat Bicim Analizi icin Preparatlarinin Hazirlanmasi:

Her bir tlipten gelen erginler ayr1 ayri, i¢inde %95°lik alkol bulunan eppendorf tiiplere
almmustir. Her bir tiip bir tekrar grubunu olusturmustur. Kanat preperatlart hazirlanmak
tizere her bir tiipten 5 disi ve 5 erkek birey alinmistir. Analiz edilen her soy hatti icin en az

3 replikadan gelen en az 30 ergin birey kullanilmustir.

Preparatlar1 hazirlamadan once soylara ait bireyler alkol icerisinden alinmis ve su igerisinde
alkolden arindirilmistir. Her bireyin sol kanadi toraksa baglandigi yerden ince ucglu pens
yardimiyla mikroskop altinda disekte edilmistir (Sekil 3.5). Her soya ait disi, erkek ve
replika sayisinin yazili oldugu lam {izerine Entellan (Merck Millipore) damlatilmistir.
Koparilan sol kanatlar entellan iizerine birakilmistir ve hava kabarcig1 kalmayacak sekilde
lamel ile kapatilmistir. Kanat preparatlar1 ayn1 yontem kullanilarak tiim soy hatlar1 ve eseyler
i¢in yapilmistir. Toplamda 222 adet soy hattina ait 8235 adet kanat preparati yapilmistir.
Kanat preparatlarinin fotograflari, Leica M205C aragtirma mikroskobuna bagli goriintiileme

sistemi araciligiyla c¢ekilerek dijital ortama aktarilmastir.

—
F’,'J.; !

Sekil 3.5. Preparatlar hazirlanirken mikroskop altinda ince uclu pens ile kanatlarin disekte
edilmesi.

3.3.3.Kanat Lineer Olgiimlerinin Yapilmasi:

Leica M205C arastirma mikroskobuna bagli goriintiilleme sistemi araciligiyla cekilerek
dijital ortama aktarilan kanat goriintiileri iizerinde 6n ¢apraz damar (anterior crossvein) ile
ticlincli uzunlamasina damar (longitudinal vein) arasindaki iki nokta arasinda lineer 6l¢iimler
gerceklestirilmistir (Sekil 3.6). Bu dl¢iimler sirasinda Leica LAS (Leica Application Suite
4.9) programi kullanilmistir. Elde edilen uzunluk 6l¢iimleri daha sonra analizleri yapilmak

tizere Excel tablosuna girilmistir.
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Sekil 3.6. Kanat goriintiileri lizerinde 6n ¢apraz damar (anterior crossvein) ile ti¢lincii
uzunlamasina damar (longitudinal vein) arasindaki iki nokta arasinda gergeklestirilen lineer
Olctimler.

3.3.4. Kanat Bicim Analizlerinin Yapilmasi:

Populasyonlarda meydana gelen morfometrik farkliliklar gozlemleyebilmek amaciyla kanat
bi¢cim analizleri yapilmistir. Kanat bigim analizleri i¢in Klingenberg’in 2014 ¢aligmasi
referans alinarak 11 adet nokta (landmark) belirlenmistir (Sekil 3.7). Leica M205C arastirma
mikroskobuna bagli goriintiileme sistemi araciligiyla dijital ortama aktarilmis olan kanat
goriintiileri bicim analizi yapilmak {izere 6ncelikle TpsUtil32 programi ile ‘tps’ formatina
cevrilmistir. Bu tps dosyalar1 TpsDig 2.32 programi [165] kullanilarak, analiz i¢in belirlenen
11 adet landmark fotograflar iizerine konulmustur (Sekil 3.7). TpsDig 2.32 programi
araciligt ile goriintiiller tizerine konulan landmarklara ait tps wuzantili dosyalar
olusturulmustur. Yapilacak analizlere uygun sekilde populasyonlara ait tps dosyalar1 tek bir
dosya haline getirilmistir. Tiim dosyalarin bulundugu tps formatindaki WordPad dosyas1
MorphoJ [166] programina aktarilarak kanat bi¢im analizleri gergeklestirilmistir. Program
tizerinde analizler gerceklestirilmeden dnce drnekler sadece bigim degiskenleriyle analizlere
devam edebilmek icin procrustes rotasyonu ile standardize edilerek kovaryans matrisine
cevrilmistir. Daha sonra bu oOrneklere Temel Bilesenler Analizi (Principal Component
Analysis - PCA) ve Kanonik Varyans Analizi (Canonical Variate Analysis - CVA)
uygulanmigtir. Temel Bilesen Analizi, deneyde kullanilan populasyonlara ait bireylerin
kanat morfolojilerindeki varyasyonun anlagilmasi ve tim bireylere ait bigim degisiminin

incelenmesi amaciyla yapilmistir. Kanonik Varyans Analizi ise deneyde kullanilan farkli
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lokasyonlara ait populasyonlar arasindaki bi¢imsel farkliliklarin incelenmesi igin

yapilmistir.

Sekil 3.7. Dijital ortama aktarilmis olan kanat goriintiileri lizerinde bi¢im analizi yapilmak
tizere konulan 11 adet landmark.

3.4. Molekiiler Analizlerin Yapilmasi

3.4.1. DNA izolasyonu:

Kendilesmesini tamamlayan ve deneye alinan 2014 ve 2015 yilina ait tiim soy hatlarindan
10 adet erkek birey DNA izolasyonu yapilmak iizere %98’lik alkol bulunan eppendorf
tiiplere alinmis ve -20°C’de izolasyon islemi gergeklestirilene kadar bekletilmistir. DNA
izolasyonu i¢in ”PureLink Geneomic DNA isolationkit — (Invitrogene)” DNA izolasyon kiti
kullamlmustir. Izolasyonun ilk asamasinda, -20°C’de tiiplerde tutulan erkek bireylerle 180
ul tampon (PureLink Genomic Digestion Buffer) kullanilarak ezme islemi gerceklestirilmis
ve 6rnekler homojenize edilmistir. Homojenize edilen drnekler tizerine 20 ul Proteinaz K
eklenmistir. Hiicrelerin lizize ugramasi icin gerekli olan bu asamadan sonra enzimin
aktiflesmesi i¢in 0rnekler bir gece 55°C’de etiivde bekletilmistir. Bir gece etiivde bekleyen
orneklerden siipernatan kismi mikropipet yardimu ile alinarak yeni ve steril mikrosantrifiij
tiiplerine aktarilmistir. Daha sonra 6rneklere 20 pul RNaz A eklenmis ve ortamda bulunan
RNA ve protein karakterindeki molekiilleri uzaklastirmak amaclanmistir. Bu islemin
ardindan vorteks yardimiyla Ornekler karistirilmig ve 2 dakika oda sicakliginda

bekletilmistir. Bekletilen 6rneklere 200 pl liziz/baglama tamponu (PureLink Genomic
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Lysis/Binding Buffer) eklenerek vorteks islemi tekrarlanmistir. Vorteks isleminin ardindan
%96-100’liik etanol eklenip 5 saniye siiresince vorteklenerek alkoliin iyice karigmasi
saglanmigtir. Piirifikasyon agsamasi i¢in 6rneklerden ~640 pl 6rnek, kitin igerisinde bulunan
spin-kolum tiiplerine aktarilarak 10,000 x G’de 1 dakika boyunca santrifiij edilmistir.
Santrifiij isleminden sonra toplama tiipleri uzaklastirilmis, spin-kolum tiipleri yeni toplama
tiiplerine aktarilmistir. Aktarilan spin-kolum tiipleritizerine 450 pl yikama tamponu 1 (Wash
Buffer 1) eklenmis ve 10,000 x G’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijden isleminden
sonra toplama tiipleri tekrar atilmis ve spin-kolum tiipleri yeni toplama tiiplerine
aktarilmigtir. Spin-kolum tiipleri iizerine 450 pl yikama tamponu 2 (Wash Buffer 2)
eklenerek 3 dakika 14,000 rpm’de santrifiij edilmistir. Bu islemin ardindan toplama tiipleri
uzaklastirildiktan sonra spin-kolum tiipleri 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine alinmustir.
Daha sonra DNA yikama islemi i¢in spin-kolum tiipleri iizerine 100 pl eliisyon tamponu
(PureLink Genomic Elution Buffer) eklenmis ve 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.
Son islem olarak oda sicakliginda bekleyen 6rnekler, 14,000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenmis
ve bu islemin sonucunda DNA elde edilmistir. Elde edilen DNA’lar igin
nanospektrofotometrede (BioSpec-nano, Shizmadzu) dlgiimler yapilmistir. Boylece elde
edilen DNA’nin konsantrasyonu ve safligi ol¢iilmiistiir. Konsantrasyon ve saflik kontrolii

gerceklestirilen 6rnekler molekiiler ¢aligmalarda kullanilmak iizere — 20 °C’de saklanmustir.

Boylece Yesiloz’den toplanan ve bu ¢alismada kullanilan 2014 yilina ait 46 kendilesmis SOy
hatt1 ve 2015 yilina ait 60 kendilesmis soy hatti, Rusya Valday’den 2014 yilinda toplanan
33 kendilesmis soy hatti, 2015 yilinda toplanan 27 soy hatt1 ve Rusya Alexandrov’dan 2014
yilinda toplanan 34,2015°de toplanan 19 kendilesmis soy hattinin ve Kiev’den 2014 yilinda
toplanan 37,2015 yilinda toplanan 28 soy hattinin DNA izolasyonlar1 yapilmistir.

3.4.2. Dca Gen Bolgesinin Amplifikasyonu ve Sekanslanmasi:

DNA izolasyon galismalarimin ardindan Dca gen bolgesi i¢in Rako ve arkadaslar1 [153]
tarafindan dizayn edilen primerler kullanilarak (Cizelge 3.5) insersiyon ve delesyonlar
(indel) belirlenmistir. Bu polimorfizmlerin belirlenmesi i¢in Polimeraz Zincir Reaksiyonu

(PZR — PCR) yontemi kullamlmis ve 338 bg’lik bolgenin amplifikasyonu
gerceklestirilmistir. PZR ampilfikasyonu 50 pl son hacimde gerceklestirilmistir. Cozelti
hazirlanirken; 35,75 pl distile su, 10X 5 pl reaksiyon buffer (tampon), 2 ul dNTP (2,5mM),
3 ul MgCI2 (25mM), 1 pl ileri (5") primer, 1 pl geri (3") primer, 0,25 pl Taq Polimeraz ve 2
ul DNA kullanilmustir.
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Cizelge 3.5. DNA izolasyon calismalarinin ardindan Dca geni i¢in Rako ve ark., 2007
tarafindan dizayn edilen primerler.

Dca gen bolgesi i¢in primer dizileri

forward (ileri) 5- AAT TGA TAA GAC AAA TCG TAT GGT T -3’

reverse (geri) 5- TTA AAA GGT ATA AAA CAA TCA ACA CTG -3’

Amplifikasyon islemi yapilan 6n denemeler sonucu olusturulan protokole gore; 10 dakika
95°C’de denatiirasyon, 10 saniye 95°C, 15 saniye 55°C ve 15 saniye 72°C’de toplam 50
siklus anneling-birlesme ve en son agsamada 10 dakika 72°C’de PZR islemi Thermo marka

thermocycler ile gerceklestirilmistir (Sekil 3.8).

Edit your time & temperatures ey e
; [10s0°c] [ souL

EX3

00015 0:10:00

0:00:15 | =

0

Next

Sekil 3.8. PZR islemi i¢in kullanilan protokoliin Thermo marka thermocycler tizerindeki
goruntusu.

PZR islemi sonucu elde edilen amplifikasyon triinlerinden 6 pl ile 1 pl yiikkleme boyasi
karigtirilarak 100 b¢ DNA markorii kullamlarak %2°lik jelde yiiriitiilmiistiir. Jelde yiiriitme
islemi sonucunda 338 b¢’de parlak bant veren 6rneklerin (Sekil 3.9) amplifikasyonlarinin
basarili oldugu kabul edilmistir. Bant vermeyen 6rnekler icin PZR islemi ve jelde yiiriitme
islemi tekrarlanmistir. Bu asamalar sonucu parlak bant veren tiim Ornekler, sekans islemi
gerceklestirilmek ilizere BM Laboratuvar Sistemleri firmasi araciligi ile Macrogen’e

gonderilmistir.
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Sekil 3.9. Jelde yiiriitme islemi sonucunda 338 b¢’de parlak bant veren drneklerin goriintiisii.

Sanger sekans sonrasi gelen DNA dizileri MEGA7 programi kullanilarak hizalanmustir. Fly
Base (flybase.com)’den alinan referans dizi (Sekil 3.10) ile ve kromatogramlar izlenerek
(Sekil 3.11) tiim soylara ait sekanslar hizalanmstir. Ilgili gen bolgesinde bulunan

polimorfizmler tespit edilmistir.

Dizi analizi sonucu toplam 189 6rnegin Dca gen bolgesi genotiplenmistir. Populasyon ve

yila gore genotiplenen kendilesmis soy hatlar1 Cizelge 3.6°da verilmektedir.

Cizelge 3.6. Dca gen bolgesi dizi analizi gergeklestirilen soy hatlar1 sayilari.
2014 2015 Toplam

Yesiloz 32 45 77
Kiev 19 19 38
Alexandrov 18 16 34
Valday 23 17 40
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TTAAAATCATACTTCTAAGAAAAGTAAATCTACATAACATCTTTCGAATATTTTATTGTAGATTTA
TCTGCTTAAATTATAATTATAAATTATATATCTGCACGATTATAGTATACCCCACTAACTACGAA
CACCGGGTATAACCACTGAGCAACTCATTAGTTTTTATTATGGTTGTTTGCCATTGGTGTTGAT
GTTGCCGAGCCATATGAAGGAGAGAAAAAGCCGCCATGGACAAGTACAGCTAAAGACCAAAG
CGGAGAGCCAACGCTCGAGTGACCCACTGTCCAAGTGGACGGCCTTTCTTATCTGTCTCCAC
CTCCCTGCTTAATTACACGCCAAGGAGTCGGGTCAGAGGCACAGTTGGCAAACTAATATCATA
CCATGCATGTACGTAGTAGAAGAGACTCCAATCCACTCCACTCCACTCCACTCCACTTCATTG
GGGTGCTAGTGGGACACATGAAGGGCATAACACACCAAGACCAAGTTGCCATGGAACCACTG
CGAAAGGTTTAATCAATGACCCGCTCGCTTGCTCGCGCTCTCAAGAGAAAAACAACTTGAGTT
TGAGTTGGTTATTTATGGAAATTGATAAGACAAATCGTATGGTTTTACGACCTTTAATTTCCAT
ACACTTTAAGTACCTTGCCATGGCTACCAATAGGAAATATCAAAAAAAAAGCAAACCAATCC
TTAATTATGTGAAAGGAAAAAAGCTTTGCATATTTGAGAAATTCTTTAAAATGTGTGTGAGAT
TGCGAATGGTATTATTTTCATGGAGCCACAACATTTCATTAACACAACTGAGATATTTGAGAA
TGTCCATCGTGTACCATAAATGATTTCAGCTTTTATATTCAAAGAAAATTATTCTAATATTTAA
AATCAGAACAATAATCAGTGTTGATTGTTTTATACCTTTTAAATATTTATGAATAAATAATGTTG
TIGTCGATTTGTCTCTATCTCTCTGGCTTATTCGAGTGTTGCTGAAAATGTGCACCATCATAGA
TTAAAGTTTCTACCTTAATAATTAATGTAGCTGGTGTTTTTGTGTGTTGGTGTCATAAGTTGATA
ACAGTTGTGTACAAACTTGAATTATTGCTTATCAATTTGCTATGTGTAGGTGTGAGAATGTCTAT
AAAAACATCTAAACTAACCGGATTCAATTCAGTTTGCAAACGTTAGCTGACCGAGAAGTATTCA
ACGGTTTCTTTAAGGTGATAAAAAAAAGAGAGAGTGTTACATGTTCAATTAAATTTATATATGGA
AACTTAATTACTATATAATACGTTGCGATCATTGTTCATTTAATCGCAAATTTTTAAGTGTGAAAA
AAAACCGTAATAACAATGTTCCCCATTTCAGATGTCATACAAGGTTGAAGCTGTTCCCGATTCC
TACGCCGCCCTGGGCGAGGGACCCCACTGGGATGTTGATCGCCAGAGTCTGTACTACGTGG
ACCTCGAATCCGCCGGCATTAATCGTTATGATTTCAAGCAGAACAAAGTGTACAGGGCTAAAA
TCGAGGGCGAGA

Sekil 3.10. Sanger sekans sonrast gelen DNA dizileri hizalanirken kullanilan referans dizi
(flypase.org’dan alinmuistir).
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Sekil 3.11. Sanger sekans sonrasi gelen DNA dizileri MEGA7 programi kullanmilarak
hizalanirken kullanilan kromatogramlar.
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3.5. Istatistiksel Analizler:
Deneyler sonucu elde edilen verilerin analizleri Excel ve SPSS 20.0 programlari kullanilarak

gerceklestirilmistir.

Kanat uzunlugu verilerinin normal dagilim sorgulamasi Kolmogorov-Simirnov Testi ile
varyans homojenitesi sorgulamasi ise Levene’s Testi ile yapilmistir. Veriler normal dagilim
ve varyans homojenitesi gosterdigi i¢in populasyonlar arasi farklarin hangi gruplar arasindan
kaynaklandigin1 hesaplanmak i¢in Bonferroni diizeltmesi kullanilarak post hoc analizi
gerceklestirilmistir. Kanat uzunlugu tizerinde etki eden degiskenleri, iklimsel parametreler,
populasyon, yil, ay ve esey olarak test etmek i¢in ¢ok yonlii varyans analizi yapilmistir. Cok
yonlii varyans analizi ANOVA ile test edilmistir. Yesiloz populasyonlar: ile yapilan ayr1

analizde yine ay, y1l ve eseyin etkisi i¢in cok yonlii varyans analizi secilmistir.

Kanat uzunlugu ile iklimsel ve cografi degiskenler arasindaki korelasyon analizi i¢in Pearson
korelasyon analizi yapilmistir. Kanat biiyiikliigiine ait gozlenen enlemsel klin regresyon

analizi ile test edilmis ve belirlilik katsayilar1 (R?) hesaplanmustir.

Morfometrik analizler i¢in Temel Bilesenler Analizi (Principal Component Analysis - PCA)
ve Kanonik Varyans Analizi (Canonical Variate Analysis - CVA) yapilmistir.

Dca gen bolgesine ait diziler MEGA7 programu iizerinde Clustal W ile hizalanmistir. Dca
alel frekanslar1 ile lokasyon ve aydan aya degisim Oriintiileri arasindaki farkliliklarin

belirlenmesi i¢in Ki-Kare Testi kullanilmustir.

Kanat uzunlugu ile enlem ve Dca gen bolgesindeki polimorfizmlerin iliskisini sorgularken

Pearson korelasyon analizi yapilmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Kanat Uzunluk Olciimlerine ait Sonuclar

Lineer olciimler i¢in Ayvalik’dan 10 soy hatt1, Yesiloz’den 106 soy hatt1 (46 adet — 2014,
60 adet — 2015), Kiev’den 31 soy hatt1 (18 adet — 2014, 13 adet —2015), Alexandrov’dan 24
soy hatt1 (12 adet — 2014, 12 adet — 2015) ve Valday’den 51 soy hatt1 (33 adet — 2014, 18
adet — 2015) olmak iizere toplamda 222 soy hattina ait 8235 adet preparat hazirlanmis ve
Olctimler yapilmistir. Bu Ol¢limler dogrultusunda populasyonlara ait yapilan tanimlayici

istatistikler Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Populasyonlarin lineer kanat Olglimlerine ait tamimlayici istatistikler ve
orneklem sayist (N).

Populasyon Esey Ortalama Standart Sapma N
Ayvalik Disi 147112 .058282 185
Erkek 1.29235 .058653 188
Esey karisik 1.38102 .106866 373
Yesiloz Disi 1.49719 063951 1685
Erkek 1.31670 .053819 1674
Esey karisik 1.40724 107891 3359
Kiev Disi 1.50689 .053658 574
Erkek 1.32585 .050139 578
Esey karigik 1.41605 104377 1152
Alexandrov Disi 1.54700 .070939 414
Erkek 1.36756 062365 424
Esey karisik 1.45621 111833 838
Valday Disi 1.53587 067575 866
Erkek 1.35258 .056129 853
Esey karigik 1.44492 110748 1719

Cok yonlii varyans analizi ANOVA sonuglar1 Cizelge 4.2°de verilmektedir. Cok yonlii
varyans analizi sonuglarina gore kanat biiyiikliiklerinde gozlenen varyasyon {izerinde
populasyon, yil ve eseyin etkisi istatistiksel olarak anlamlidir (p<<0.0001) (Cizelge 4.2).

Populasyon*yil ve yil*eseyin etkisi de gdzlenen varyasyon tizerinde anlamlidir.
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Cizelge 4.2. Kanat uzunlugunun ¢ok yonlii varyans analizi ANOVA sonuglari.

Karelerin Serbestlik Kareler
Varyasyon Kaynagi Toplami1 Derecesi Ortalamasi F p
Populasyon 2.343 3 0.781 239.692 <0.0001
Yil 0.529 1 0.529 162.337 < 0.0001
Esey 32.687 1 32.687 10030.677 | <0.0001
Populasyon * Yil 1.175 3 0.392 120.203 <0.0001
Populasyon * Esey 0.001 3 0.000 0.064 0.979
Yil * Esey 0.027 1 0.027 8.168 0.004
Populasyon * Yil * Esey 0.020 3 0.007 2.009 0.110
Hata 24.189 7423 0.003

Post-hoc test sonucuna gore yapilan ikili karsilastirmalarda Yesiloz - Kiev, Alexandrov -

Yesiloz, Valday - Yesiloz, Ayvalik - Yesiloz ve Valday - Alexandrov arasinda goriilen tiim

farkliliklarin anlamli oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.3).

33




Cizelge 4.3. Populasyonlar arasi ikili karsilastirmalarin post-hoc test istatistigi sonuglari
(Bonferroni diizeltmesi ile).

Q)] (1 Ortalamalar | Standart | p

Populasyon Populasyon aras1 fark hata

Ayvalik Yesiloz -0.02622 0.003257 | <0.0001
Kiev -0.03503 0.003555 | < 0.0001

Alexandrov -0.07519 0.003714 | <0.0001

Valday -0.06390 0.003408 | <0.0001

Yesiloz Kiev -0.00882 0.002037 | <0.0001

Alexandrov -0.04897 0.002304 | <0.0001

Valday -0.03768 0.001770 | <0.0001

Alexandrov -0.04016 0.002709 | <0.0001

Kiev Valday -0.02887 0.002272 | <0.0001

Alexandrov Valday 0.01129 0.002514 | <0.0001

Kanat uzunlugunun populasyonlarin toplandigi lokasyonlar ve enlemlere gore farkliliklari
Sekil 4.1°de verilen grafikle Ozetlenmistir. Burada populasyonlarin toplanmis oldugu
Ayvalik, Yesiloz, Kiev, Alexandrov ve Valday’e ait ortalama kanat uzunluklar1 %95 giiven
araliginda verilmistir. Sekil 4.1°deki grafik incelendiginde, populasyon kanat biiyiikliigiiniin
enlemin artmasiyla artis gosterdigi goriilmektedir. Alexandrov populasyonunun disi ve
erkekleri diger populasyonlara gére daha biiyiik kanatlara sahiptir. Valday populasyonu
Alexandrov populasyonuna gore gorece daha kiigiik olmasina ragmen enlem ve kanat

biiylikliigii arasinda pozitif ve gii¢lii bir iliski vardir.
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Sekil 4.1. Populasyonlara ait ortalama kanat uzunluklarinin esey ayr1 olarak lokasyonlar ve
enlemlere gore karsilastirilmast (%95 giiven araliginda). Mor renk disi, yesil renk erkekleri
temsil etmektedir.

Sekil 4.2°deki grafikler incelendiginde ve tiim populasyonlar karsilastirildiginda, viicut
biiylikliigiiniin 2015 yilinda 2014 yilina gore daha kii¢lik oldugu seklinde genel bir riintii
gortilmektedir. Viicut biyiikliglindeki kii¢iilmenin en yiiksek oldugu populasyon Valday
populasyonudur. Valday’e ait disi bireylerin ortalama kanat uzunlugu 2014 yilinda 1.56780
+ 0.054 mm’den, 2015 yilinda 1.49121 + 0.058 mm’ye diismiistiir. Erkek bireylerde ise
2014°de 1.37699 +0.047 mm’den 2015°de 1.31898 = 0.049 mm’ye diisiis goriilmiistiir.
Yillar arasinda goriilen farka Valday populasyonun neden oldugu, ortalama kanat
uzunluklarina bakildiginda (Sekil 4.2) ve verilen grafikler incelendiginde goriilmektedir.
Ayrica Sekil 4.2°deki grafiklerle de baglantili olarak, 2014 yilinda artan enlemle kanat
biiyiikliiglinlin arttigi, 2015 yilinda ise bu artisin Alexandrov (56°)’a kadar devam ettigi
ancak bu artisin Valday (57°)’de bozuldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.2. Populasyonlara ait ortalama kanat uzunluklarinin yillara gore karsilastirilmasi
(%95 giiven araliginda).

2016 yilina ait sadece Ayvalik populasyonunun olmasi nedeniyle karsilastirmalar yapilirken
bu yila ait ortalama kanat uzunluklari ve yildan yila degisimler dikkate alinmamustir.

Sekil 4.3 Valday populasyonu 2014 ve 2015 yillar1 arasi fark gosterilmektedir. Burada da
goriilecegi lizere hem disi hem erkek bireylerde 2015 yilinda viicut biiyiikliiglinde diisiis
gerceklesmistir. Cizelge 4.4’te Valday populasyonu kanat uzunluklarinda goriilen farkliligin
yillara ve eseye gore anlamli oldugu goriilmektedir.

Yillar arasi farkin anlamliligini test etmek i¢in yapilan varyans analizi sonuclarina gore 2014
ve 2015 yillar aras1 fark Yesiloz ve Valday’de istatistiksel olarak anlamli (p<0.0001), Kiev
(p=0.218) ve Alexandrov (p=0.489)istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur.
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Sekil 4.3. Valday populasyonuna ait disi ve erkek bireylerin ortalama kanat uzunluklarinda
yillar arasinda gozlenen farklilik. Mor renk disi, yesil renk erkek bireyleri ifade etmektedir.

Cizelge 4.4. Valday populasyonuna ait lineer kanat 6l¢limlerinin ¢ok yonlii varyans analizi.

Varyasyonun Serbestlik Kareler

Kaynagi Kareler Toplam1 Derecesi Ortalamast F p

Yil 1.895 1 1.895 691.440 <0.0001
Esey 13.786 1 13.786 5030.547 <0.0001
Yil * Esey 0.036 1 0.036 13.169 <0.0001
Hata 4.700 1715 0.003

Bu sonug ¢ok yonlii varyans analizinde anlamli bir etkisi oldugu bulunan yilin Valday ve

Yesiloz’den kaynaklandigini = gostermektedir. Meydana gelen farkin hangi iklimsel
parametrelerden kaynaklandigini test etmek {lizere populasyonlara ait iklimsel degiskenler
ile kanat uzunlugu arasindaki iliski test edilmistir.

Viicut biiyiikliigli ile populasyonlarin kdken aldiklar1 bolgelerin cografi degiskenleri ile
yillik iklimsel degiskenleri arasindaki iligkiyi agiklamak i¢in Pearson Korelasyon analizi
yapilmigtir (Cizelge 4.4). Elde edilen sonuglara gore farkli cografi ve iklimsel ozelliklere
sahip bolgelerden koken alan soy hatlarina ait ortalama disi kanat uzunluklar1 ve ortalama
erkek kanat uzunluklari nem disinda analizde kullamlan tiim cografi ve iklimsel

degiskenlerle istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon gostermistir. Cizelge 4.4.
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Ortalama Kanat Uzunlugu

incelendiginde rakim kanat biyiikliigii ile negatif bir korelasyon gosterirken, enlem ve
boylam arttikca kanat biiyiikliigiiniin arttig1, pozitif yonde bir korelasyon bulunmustur. Diger
taraftan tiim sicaklik degiskenlerinin (ortalama, minimum ve maksimum sicaklik) kanat
biiyiikliigi ile negatif bir korelasyon igerisinde oldugu goriilmektedir. Yani sicaklik arttikca
kanat biiylikliigii kiiciilmektedir.

Cizelge 4.5. Pearson Korelasyon analizi sonucu elde edilen korelasyon katsayisi (r)
degerleri.

Ortalama Minimum  Maksimum

Rakim Enlem Boylam Sicaklik Sicaklik Sicaklik %Nem
Disi Kanat
Uzunlugu - 0.237**  0.367** 0.269** -0.364**  -0.352** - (0.337** 0.055
Erkek
Kanat

Uzunlugu - 0.253**  0.395** 0.310** -0.392**  -0.384** -0.374** 0.098

**p<0.01

Elde edilen sonuglar viicut biiyiikliigiiniin sicaklik parametresine bagli olarak giiclii bir
enlemsel klin gosterdigi goriilmektedir. Enlem arttik¢a ortalama viicut biiylikliigii artmakta

ve bu artig istatistiksel olarak anlamlilik gostermektedir (Sekil 4.4).

1.60
R? = 0.86801
1.55
1.50 O’ .
<> ¢ Disi
1.45
H  Erkek

1.40 Linear (Disi)
135 __________H____D__E T Llnear {Erkek}

D__“_“___““““—__—““__“ D RZ = 085193
1.30 U___
. Enlem

38 43 . - )

Sekil 4.4. Ortalama disi (mavi) ve erkek (kirmizi) kanat uzunluklarinin enlemsel olarak artisi
ve bu iligkinin belirleme katsayilari (R?).
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4.1.1. Yesiloz Populasyonu ile Mevsimsellik Analizi

Populasyonlarin toplandig1 aylarin viicut biiytikliigii iizerine etkisini incelemek i¢in yapilan
analizler, aylik veriler sadece Yesiloz populasyonunda oldugu ig¢in analizler Yesiloz
populasyonu ile siirlandirilmigtir. Yesiloz populasyonunun lineer kanat dlgiimlerine ait
aylik ortalamalarina ait tanimlayict istatistikleri disi ve erkekler i¢in Cizelge 4.5°de
verilmektedir.

Cizelge 4.6. Yesiloz populasyonuna ait kanat lineer dlgtimleri. Disi ve erkek bireylere ait
aylik ve yillik ortalama kanat uzunluklari, standart sapmalar1 ve 6rneklem sayilari (N).

Yil Ay Disi Erkek
Ortalama Ortalama
Kanat Standart Kanat Standart
Uzunlugu Sapma N Uzunlugu Sapma N
2014 Haziran 1.53125 0.05631 197 1.34348 0.05551 196
Temmuz 1.52484 0.04703 106 1.33819 0.03104 105
Agustos 1.49222 0.06828 205 1.30804 0.05242 196
Eyliil 1.48652 0.05462 191 1.30810 0.04248 191
Ekim 1.51280 0.06743 196 1.32826 0.06422 197
Ortalama 1.50797 0.06291 895 1.32398 0.05408 885
2015 Mayis 1.45874 0.05184 159 1.29098 0.04901 159
Haziran 1.49753 0.06295 121 1.31891 0.05235 119
Temmuz 1.51496 0.05631 120 1.34334 0.04058 120
Agustos 1.48985 0.08172 100 1.31224 0.06526 101
Eyliil 1.46256 0.04758 131 1.28752 0.04144 135
Ekim 1.49439 0.06033 159 1.30746 0.04684 155
Ortalama 1.48497 0.06295 790 1.30852 0.05237 789

Cizelge 4.5 incelendiginde 2014 yili ile 2015 yili ortalama kanat uzunluklar1 arasinda
belirgin farklar oldugu goriilmektedir. Yillar aras1 gézlenen bu farklar istatistiksel olarak
anlamlidir (p<0.0001) (Cizelge 4.6). Lineer kanat olgtimleri aylar arasi farklarin istatistiksel

olarak anlamli oldugu bulunmustur (Cizelge 4.6). Cok yonlii varyans analizi sonuglarina
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bakildiginda da Yesiloz populasyonunda kanat biiylikliigii iizerinde ay*yilin etkisi

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.0001).

Cizelge 4.7. Yesiloz populasyonuna ait lineer kanat 6l¢timlerinin ¢ok yonlii varyans analizi.

Varyasyonun Karelerin Serbestlik Kareler

Kaynagi Toplami1 Derecesi Ortalamasi F p

Ay 0.882 5 0.176 56.893 <0.0001
Yil 0.149 1 0.149 48.132 <0.0001
Esey 25.827 1 25.827 8329.742 <0.0001
Ay * Y1l 0.093 4 0.023 7.518 <0.0001
Ay * Esey 0.015 5 0.003 0.947 0.449
Yil * Esey 0.007 1 0.007 2.311 0.129
Ay * Y1l * Esey 0.006 4 0.001 0.482 0.749
Hata 10.347 3337 0.003

Yesiloz populasyonunun 2014-2015 yillart Mayis ile Ekim aylarina ait disi ve erkek
bireylerinin ortalama kanat uzunluklari bakimindan aydan aya bir Oriintii gosterdigi Sekil
4.5°de goriilmektedir. Sekil 4.5’deki grafiklerde hem disilerin hem de erkeklerin kanat
biiyiikliigliniin, Mayis ayindan Temmuz ayma dogru bir artis gosterdigi, Agustos ay1 ve
Eyliil ayinda kiigiildiigli ve Ekim ayina dogru tekrar artis gosterdigi goriilmektedir.
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Sekil 4.5. Yesiloz populasyonunun 2014-2015 yillart Mayis ile Ekim aylar1 arasina ait disi
ve erkek bireylerinin ortalama kanat uzunluklari.
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4.2. Kanat Bicimine ait Geometrik Morfometri Sonu¢lan
Kanat bicim analizleri gergeklestirilmeden Once Ornekler, sadece bicim degiskenleriyle
analizlere devam edebilmek i¢in procrustes rotasyonu ile standardize edilmistir. Standardize

edilen landmarklar Sekil 4.6’da gosterilmektedir.

Sekil 4.6. Procrustes rotasyonu ile standardize edilen landmarklari ifade etmektedir.

Hesaplanan tek ve kiimiilatif degerler incelendiginde, kanat bigim varyasyonu 18 eksende
aciklanmistir (Cizelge 4.7). Buna gore, 1. temel bilesen varyasyonun %65’ini agikladig1 ve
temel belirleyici 6zellikte oldugu goriilmiistiir. 2. temel bilesenin ise varyasyonun %38’ini
acikladigr goriilmektedir. Bununla birlikte, ilk {i¢ temel bilesen birlikte ele alindiginda kanat
bi¢cim varyasyonun %380’ acikladigi goriilmiistiir. PCA degerlerine ait toplam varyans

0.00235dir.
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Cizelge 4.8. PCA sonucunda elde edilen 6zdegerler, varyans (%) ve kiimiilatif varyans (%)
tablosu.

Ozdegerler % Varyans % Kiimiilatif Varyans
(Eigenvalues)
1. 0.00152623 65.545 65.545
2. 0.00019902 8.547 74.092
3. 0.00015457 6.638 80.730
4. 0.00012308 5.286 86.016
5. 0.00008363 3.592 89.608
6. 0.00005743 2.466 92.074
7. 0.00004069 1.748 93.821
8. 0.00003432 1.474 95.295
9. 0.00002495 1.072 96.367
10. 0.00002229 0.957 97.324
11. 0.00001657 0.712 98.036
12. 0.00001118 0.480 98.516
13. 0.00001058 0.454 98.971
14. 0.00000807 0.347 99.317
15. 0.00000578 0.248 99.565
16. 0.00000397 0.171 99.736
17. 0.00000349 0.150 99.886
18. 0.00000266 0.114 100.000
A
A
\/ 22 :
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Sekil 4.7. Temel bilesen analizine gore populasyonlara ait kanat morfolojisinde tespit edilen
bicimsel farkliliklar.

43



Temel bilesen analizi sonucu bi¢imsel farkliliklar incelendiginde, 1. landmark noktasinda

diger landmarklara gore daha biiyiik bir varyasyon oldugu goriilmektedir (Sekil 4.7).

Hesaplanan tek ve kiimiilatif degerler incelendiginde, gruplar arasi varyasyonla ilgili olarak
1. kanonik varyansin varyasyonun %55 ini agikladig1 ve temel belirleyici 6zellikte oldugu
gorliilmiistiir (Cizelge 4.8). 2. kanonik varyansin ise varyasyonun %17 sini agikladigi
goriilmektedir. Bununla birlikte, ilk ti¢ temel bilesen birlikte ele alindiginda kanat bigim
varyasyonun %89’u agiklanmaktadir.

Cizelge 4.9. CVA sonucunda elde edilen 6zdegerler, varyans (%) ve kiimiilatif varyans (%)
tablosu.

Ozdegerler
% Varyans % Kiimiilatif Varyans
(Eigenvalues)

1. 0.72094592 55.392 55.392
2. 0.22665025 17.414 72.806
3. 0.21556972 16.563 89.369
4. 0.13836723 10.631 100.000

Populasyonlar arasindaki bigimsel farkliliklart analiz etmek igin MorphoJ programi
kullanilarak diskriminant analizi yapilmustir. Yapilan ikili karsilastirmalar sonucu
populasyonlarin  bigimsel olarak farkli oldugu goriilmektedir. Populasyonlar arasi
gercekletirilen tim ikili karsilastirmalar istatistiksel olarak anlamli (p < 0.0001)

bulunmustur.

Populasyonlarin toplandigi aylarla ilgili karsilastirmak yapmak icin sadece Yesiloz
populasyonu kullanilmistir. 2014 y1l1 ile 2015 y1l1 arasinda degisen aylara bagli olarak kanat
morfolojilerinde farkliliklar oldugu yapilan Temel Bilesenler Analizi ve Kanonik Varyans
Analizi sonucunda ortaya konmustur. Populasyonlarin toplandiklar1 aya gore gosterdigi
bigimsel farkliliklara bakmak i¢in MorphoJ programi kullanilarak diskriminant analizi
yapilmistir. Yapilan ikili karsilastirmalar sonucu populasyonlarin aydan aya bicimsel olarak
farkli oldugu goriilmektedir. Toplandiklar1 aya gore olusturulan tiim gruplar arasi yapilan

ikili karsilagtirmalar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0.0001).

44



Kanat bicimiyle ilgili yapilan morfometrik analizlerin sonuglar1 ele alindiginda, temel
bilesenler analiziyle bireyler arasindaki varyasyon incelenmis ve populasyonlarin ayristigi
ve kanat bigimleri arasindaki farkliliklar goriilmiistiir. Kanonik varyans analizi sonuglarina
gore ise populasyonlar incelenmis ve populasyonlarin toplandiklari lokasyonlara gore
gruplar arasinda belirgin olarak farkliliklar goriilmiistiir. Ayrica yapilan analizler sonucu tim
bu bi¢imsel farkliliklara bakildiginda populasyonlarin birbirinden ayristig1 ve bu ayrismanin

istatistiksel olarak da anlaml1 oldugu bulunmustur.

4.3. Dca Geni Promotor Bolgesi Polimorfizmi ve Sonuclan

Dca geni promotor bolgesinin PZR ile cogaltildiktan sonra yapilan dizi analizlerine gore
Dca geni promotor bolgesine ait alel frekanslariin populasyonlara gore dagilimi Sekil
4.12°de goriilmektedir. Sekanslama siirecine kadar Ayvalik populasyonunun kendilesme
stirecini tamamlamamis olmas1 nedeniyle karsilagtirmalar yapilirken bu yila ait sekans

sonugclar1 ve polimorfizmler bulgularda yer almamaktadir.

DcaAlel

M2383
[2400
W241 1
W42
M2470
02502
2503

Sekil 4.8. Lokasyonlara gore alel frekanslarimin dagilimu.



Populasyonlarin toplandigi lokasyonlara goére Dca geni promotor bolgesine ait alel
frekanslarinin dagilimina bakildiginda yaklasik %50 oraninda 247 ve yaklasik %38 oraninda
da 241-1 alellerine yaygin olarak rastlanmistir. Yaklasik %11 oraninda da 238-3 aleline
rastlanmigtir. Diger aleller nadir olarak bulunmustur. Cizelge 4.9°da verilen alel frekanlari
ve ki kare sonuglarina gore alel frekanslar1 populasyonlara bagl olarak istatistiksel olarak
anlamli fark olusturmustur. Alellerin yildan yila dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir

degisiklik bulunmamustir.

Cizelge 4.10. Lokasyonlara ait Dca alel frekanslari ve ki kare analizi sonucu (sd: Serbestlik
Derecesi).

Dca Alel
Lokasyon |238-3 240 241-1 241-2 247 250-2 250-3 Toplam sd KiKare p
Yesiloz 7 0 18 0 52 0 0 77
Kiev 2 0 20 0 15 0 1 38 18 45.110 | 0.0004
Alexandrov | 8 0 18 1 6 1 0 34
Valday 3 1 15 0 21 0 0 40
Toplam 20 1 71 1 94 1 1 189

En yaygin alel % 49.7 ile 247 aleli olmustur. Cizelge 4.10 incelendiginde Dca247 alel
frekansinin Alexandrov’a kadar artan enlem ile birlikte diistiigii ancak en kuzey populasyon

Valday’de tekrar arttig1 goriilmektedir. Diger aleller i¢in benzer bir iliski goriilmemektedir.
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Cizelge 4.11. Dca Alel say1 ve ylizdelerinin Populasyon i¢i yiizdelerinin ve tiim 6rneklerdeki
ylizdelerinin gdsterimi.

Populasyon Dca Alel Toplam
238-3 240 | 241-1 | 241-2 | 247 |250-2 |250-3
Yesiloz Toplam 7 0 18 0 52 |0 0 77
Populasyon i¢i % | 9.1 0 234 |0 675 |0 0 100.0
DcaAlel i¢i % 35.0 0 254 |0 553 |0 0 40.7
Kiev Toplam 2 0 20 0 15 0 1 38
Populasyon i¢i % | 5.3 0 526 |0 395 |0 2.6 100.0
DcaAlel igi % 10.0 0 282 |0 16.0 |0 100.0 | 20.1
Alexandrov | Toplam 8 0 18 1 6 1 0 34
Populasyon i¢i % | 23.5 0 529 |29 176 |29 0 100.0
DcaAlel i¢i % 40.0 0 254 |100.0 |64 |100.0 |O 18.0
Valday Toplam 3 1 15 0 21 0 0 40
Populasyon i¢i % | 7.5 2.5 375 |0 525 |0 0 100.0
DcaAlel igi % 15.0 100.0 |21.1 |0 223 |0 0 21.2
Toplam 20 1 71 1 94 |1 1 189
% 10.6 0.5 376 |05 49.7 |05 0.5 100.0

Dca alelleri ile enlem arasindaki iligkiyi 6l¢mek i¢in yapilan regresyon analizi sonucu Sekil
4.13’deki grafikte 6zetlenmektedir. Grafik incelendiginde Dca247 alelinin enlem ile negatif
iligki icerisinde oldugu ve kurulan regresyon modeline ait belirlilik katsayisi R?=0.457
oldugu, Dca241-1 alelinin ise enlem ile pozitif iligki i¢erisinde oldugu ve belirlilik katsayisi
R?= 0.448 oldugu goriilmektedir. Enlem ve Dca alelleri arasinda hesaplanan bu iliskiler

istatistiksel olarak anlamlidir.
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Sekil 4.9. Populasyonlarin sahip olduklar1 Dca alel frekanslarinin gosterimi.

Dca alelleri ve Dca geni promotdr bolgesi icerisinde bulunan bir insersiyon (CCT) ve iki
adet tek niikleotid polimorfizmi (SNP) bulunmustur. Bu polimorfizmler ve viicut biiyiikligii
arasindaki iligkiyi test etmek i¢in Pearson Korelasyon testi yapilmistir. Analizler sonucunda
insersiyonlarin ve polimorfimzlerin, viicut biyiikliigiiyle anlamli bir iliskisi olmadig
gorlilmiistiir, ancak polimorfizmler ile enlem arasinda anlamli bir iligski bulunmustur.

Cizelge 4.12. Tim populasyonlar i¢in Dca alel ve polimorfizmleri ile kanat uzunlugu ve
enlem arasindaki Pearson korelasyon katsayilari (r).

Dca Alel  CCT insersiyon A/T polimorfizm G/A polimorfizm

Disi

Kanat - 0.057 0.016 0.099 0.042

Uzunlugu

Erkek

Kanat - 0.097 0.061 0.142 0.089

Uzunlugu

Enlem -0.187*  0.184* 0.169* 0.214*
*p<0.05

4.3.1. Yesiloz Populasyonu ile Dca Alelleri Mevsimsellik Analizi:

Yaygin alel frekanslarinin aylara gdre nasil degistigini gérmek amaciyla yapilan ki kare
analizi sonucunda, aylara gore alel frekanslar1 arasinda anlamli bir iliski bulunmamistir

(Cizelge 4.12).

48



Cizelge 4.13. Dca alellerinin aylik degisimlerini gosteren ki kare analizi (sd: Serbestlik
Derecesi).

Aylar
Top
Dca Alel | May Haz Tem Agu Eyl Eki sd Ki Kare | p
lam
238-3 2 0 2 0 1 2 7 0.593
241-1 1 3 2 3 4 3 16
10 8.370
247 4 12 8 11 7 10 52
Top
7 15 12 14 12 15 75
lam

Alel frekanslar1 arasindan en sik rastlanan Dca247 aleli, bazi aylarda lincer kanat
uzunluguyla iligkili gibi goriinse de aralarindaki iligki istatistiksel olarak anlamsizdir. Bu
durumda Dca geni promotor bolgesinin alel frekanslari ile mevsimsel olarak degisen kanat

biiyiikliigli arasinda anlaml1 bir iligski bulunamamastir.
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5. TARTISMA

Populasyonlarin bulunduklari ¢evrelerde farkli segilim baskisi altinda olmasi, karakterlerde
farkliliklarin meydana gelmesine neden olur. Bu durum populasyonlarin hayatta kalma ve
tireme basarisint  etkiler [167]. Dogal cevrelerin fenotipik varyasyonlari nasil
sekillendirdigini anlamak [73] ve adaptasyonun genetik temelini ortaya ¢ikarmak evrimsel
genetik calismalarimin temel amaglarindan biridir [168]. Cevresel gradiyentler boyunca
mekansal olarak degisen segilim, genellikle fenotiplerde ve genotip frekanslarinda
sistematik ve kademeli degisikliklere yani klinlere neden olmaktadir (Huxley 1938).
Drosophila'da enlemsel klinler, genetik gesitliligin korunmasinda mekansal olarak degisen
secimlimin roliinii arastirmak i¢in 6nemlidir [168]. Drosophila cinsinin bir¢ok tiirii de dahil
olmak tizere ektotermlerin biiyiik bir kisminda ve ¢ok sayida karakterde c¢alisilmistir. D.
melanogaster’de enlem ile degisen karakterler arasinda viicut biiyiikligii de [30], [31],[75],
[116] yer almaktadir. Cesitli arastirmalar, farkli cografi bdlgelerden Orneklenen D.
melanogaster dogal popiilasyonlarinda, morfolojik karakterlerde goriilen varyasyonlarin
genetik temelini ortaya koymustur [33], [127], [128]. Bu nedenle viicut biiyiikligii, evrim
ve ekolojide merkezi Oneme sahiptir [132]. Drosophila’da kanat biyiikligi, viicut
biiyiikliigii i¢in belirleyici olan 6nemli bir karakterdir [38], [123]. Gelisim ve evrimsel
calismalar1 i¢in bir model olan kanat biiyiikliigii, morfolojik varyasyonlarin temelinde yer
alan mekanizmalar1 aragtirmak i¢in de uygun yapr gostermektedir. Bu alanda yapilan
calismalar populasyonlarin sahip olduklar1 adaptasyon mekanizmalar1 hakkinda

bilinmeyenleri ortaya ¢ikarmak agisindan dnemlidir.

Bu tez kapsaminda bir enlemsel gradiyent boyunca toplamlan D. melanogaster
populasyonlarinda viicut biiylikliigii varyasyonlari incelenmistir. Viicut biiyiikliiglinde
meydana gelen varyasyonlart belirlemek icin kanat bulyiikligii ve bigim analizleri
gerceklestirilmistir. Populasyonlar arasindaki viicut biiytikliigii varyasyonu tek bir eseyle ya
da her iki eseyle birden agiklanabilir. Tez kapsaminda elde edilen sonuglara gore viicut
biiyiikliigii bakimindan eseyler arasi fark istatistiksel olarak anlamlidir. Drosophila’da viicut
biiyiikliigli eseysel dimorfizm gosteren bir karakter oldugundan eseyler arasi farkin

istatistiksel olarak anlamli1 olmasi beklenen bir sonuctur.

Populasyonlar aras1 viicut bityiikliigii karsilagtirmalari yapildiginda goriilen fark anlamlidir.
Farkin olmasi segilen karakterin adaptif bir karakter olduguna isaret etmektedir. Orneklem
grubu kendilesmis soy hatlarindan meydana geldigi ve deneysel siirecte tiim g¢evresel

kosullar tiim soy hatlar1 i¢in sabit oldugundan populasyonlar arasi anlamli farkliliklar
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populasyonlarin koken aldiklar1 cografi ve iklimsel parametrelere kars1 kazandiklar1 genetik
bir adaptasyonun sonucu olarak goriilebilir. Soy hatlarinin toplandiklar1 yila bagl olarak da
anlamli farklilik gostermesi ise kanat bliyiikliigii tizerinde sadece mekansal degil zamansal
bir segilim baskisinin da oldugunu gostermektedir. Valday populasyonunda 2015 yilinda
gorlilen diisiis, populasyonun toplandigi alanin iklimsel kosullarindan kaynaklaniyor
olabilir. Sadece Valday’e ait elde edilen bulgular analiz edildiginde goriilen farkliliklarin
anlaml1 oldugu ortaya koyulmustur. Bu farkin 2015 yilina ait disi bireylerden kaynaklandig1
diisiiniilmektedir. Deneyde kullanilan soy hatlarinin homozigot olmasi ve deneylerin %95
giiven araliginda gergeklesmis olmasi nedeniyle beklenmeyen bir durum s6z konusudur.
Deney asamasinda yasanmis herhangi bir karisiklik bu duruma neden olmus olabilir. Bu

nedenle Valday’e ait bireyler tekrar incelenecek, dl¢timler ve analizler tekrar edilecektir.

Lineer kanat uzunlugu 6l¢timleri ile yapilan analizler, kanat bi¢im analizleri ve istatistiksel
analizler sonucunda kanat biiylikliigii lizerinde populasyonlarin toplandigi lokasyonlar
bakimindan anlamli ve giiclii bir iliski bulunmustur. Iki farkli yila ait veriler
karsilastirildiginda, kanat uzunlugunun giineyden kuzeye dogru bir artig gosterdigi ve bu
artisin, artan enlemle iliskili oldugu bulunmustur (Sekil 4.4). Bu durumda ¢alisilan bu
cografi kesitte Drosophila’da viicut biiyiikliigliniin enlemsel klin gosterdigi s6ylenebilir ve
bu bulgu literatiirde yer alan diger ¢alismalar1 desteklemektedir [32], [87], [169]. Ayrica,
elde edilen bu sonu¢ Amerika ve Avustralya populasyonlar: ile paralel klin olusturmustur
[87], [158]. Viicut biyiikliginiin paralel klin gostermesi, mekansal olarak degisen
segilimden etkilendikleri diisiincesini olusturmaktadir. Bu durum, viicut biyiikligiinde
goriilen klinlerin paralellik gostermesinin, viicut biyiikliigiiniin mekansal olarak degisen
secilime paralel adaptasyon gosterdigini ve benzer secilim baskisina yanit verdigini ortaya
koymaktadir. Enlem ile artig gosteren viicut biiyiikliigiiniin Bergman kuralina uygunluk
gosterdigi sOylenebilir. Bu artisin, viicut biliyiikliigiiniin enlemle birlikte degisen sicakliga
adaptasyonun bir sonucu oldugu sdylenebilir. Bu durumda diisiik sicakliklarda daha biiyiik
viicuda sahip olmak daha avantajli bir durum yaratir. Viicut biyiikligi ile iklimsel
parametreler arasindaki iliskiyi agiklamak ic¢in yapilan analizler de bu sonucu
desteklemektedir (Cizelge 4.4). Boylece biiylik viicutlu bireylerin hayatta kalma ve iireme

basarilart artar ve uyumsal agidan daha basarili olurlar.

Populasyonlara ait ortalama kanat uzunluklari ve bigimsel analizler sonucu elde edilen
bulgular, populasyonlardaki bireylerin morfolojik olarak benzerlik gosterebilecegi, ancak

populasyonlar aras1 karsilastirma yapildiginda populasyonlarin birbirinden ayristig
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gorlilmiistiir. Morfometrik analizler sonucu populasyonlara ait bireyler arasinda goriilen bazi
benzerliklere ragmen populasyonlarin belirgin sekilde farklilik gdstermesi, sahip olduklar
cografi bolgelere karsi gosterilen lokal adapatasyonun bir sonucu olabilir. Bunun yani sira
gorlilen farkliliklar populasyonlarin  bulunduklar1 c¢evrede karsilastiklar1  iklimsel
farkliliklarin neden oldugu bir segilim baskist sonucu ortaya ¢ikmis olabilir. Kanat bigimi
hem erginlerin eslesme basarisin1 [170] hem de ugma basarisim [22] etkileyen onemli bir
karakterdir. Populasyonlar arasi goriilen bigimsel farkliliklar, karakter tizerindeki giiglii

secilimin bir sonucudur.

Viicut biiyiikliigliniin mevsimselligi ile ilgili literatiirde sinirli sayida bilgi bulunmaktadir.
Stalker ve Carson’in [146] Drosophila robusta ile yaptigi bir caligmada viicut biiyiikliigiiniin
aylar aras1 bir dalgalanma gosterdigi bulunmustur. Kari ve Huey’in [148] Drosophila
subobscura ile yaptigi bir ¢alismada, yilin farkli zamanlarina ait 6rneklem gruplari
olusturulmus ve kanat uzunluklar1 61¢iilmiistiir. Bu ¢alisma sonucu elde edilen bilgiler, kanat
uzunlugunun mevsimsel olarak degistigini gostermistir. Bu degisimin populasyonlarin
toplandiklar1 aydan, bir 6nceki ayin ortalama giinliik sicakligina gore olustugunu ve viicut
biiyiikliigliniin cevresel sicakliklara oranla ters bir oriintii gdsterdigini ortaya koymuslardir
[148]. Phlebotomus tobbi ile yapilan bir bagka caligmada ise kanat uzunlugunun
populasyonlarin toplandig aylara gore varyasyon gosterdigi goriilmiistiir. Kanat uzunlugu
Mayis ayindan Temmuz ayia dogru bir artig gdstermis, Agustos ayindan Ekim ayina kadar
kiigilmiistiir. GOriilen bu Oriintii kanat uzunlugunun mevsimsellik gdsterdigini ortaya

koymustur [171].

Kanat uzunlugunda mevsimselligi belirlemek i¢in kullanilan Yesiloz populasyonuna ait
veriler karsilastirildiginda, kanat uzunlugunun Mayis ayindan Temmuz ayina dogru bir artis
gosterdigi, Agustos ay1 ve Eyliil ayinda kiiciildiigii ve Ekim aymna dogru tekrar artis
gosterdigi goriilmiistiir. Ekim ayimma dogru diisen sicaklikla baglantili olarak artan kanat
biiyiikliigli arasindaki iliski, gelisim siiresinin uzamasindan kaynaklaniyor olabilir. Kanat
biiyiikliiglinde goriilen aylar arasindaki farklilik hem 2014 hem de 2015 wyilinda
gozlenmektedir. Bu oOriintii, populasyonlar iizerinde toplandiklar1 aylarin dolayisiyla
sicakligin ve diger iklimsel faktorlerin dnemli bir etkiye sahip oldugunu géstermektedir. Bu
durum degisen mevsimlere bagli olarak goriilen sicaklik farkliliklarina adaptasyonun bir
sonucu olarak diisiiniilebilir ve viicut biiyiikliigliniin mevsimsellik gosterdigi soylenebilir.
Yapilan kanat bigim analizleri de, lineer kanat uzunluk 6lgiimleri sonucu mevsimsellikle

ilgili elde edilen bilgileri desteklemektedir. Benzer bir ¢alisma 2016 yilinda D. melanogaster
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ve Drosophila simulansi¢in yapilmstir. Bu ¢alismada 6rneklem grubu 2011 yilinin Haziran,
Temmuz, Eyliil ve Kasim aylarindan secilmistir ve tireme verimliligi, gelisim zamani ve
stres toleransi gibi yasam Oykiisii karakterleri karsilastirilmistir [54]. Calisma sonucunda
ilkbahardan yaza dogru stres direncinde bir azalma goriilmiistiir. Bu durum kisin gosterilen
yiiksek stres direncinin, yaz aylarima dogru azalmasiyla iligkili bir se¢ilim olabilir. Ayrica
gelisim siiresi Haziran ayindan Temmuz ayma dogru artmis, Temmuz’dan Eyliil’e dogru
azalmig ve Kasim’da tekrar artmaya baslamistir. Ayrica iireme verimliliginde de sonbahar
aylara dogru bir diisiis goriilmiistiir [54]. Bu varyasyonlar ele alindiginda, yasam Oykiisi
karakterlerinin mevsimsellik gosterdigi sdylenebilir. Tez kapsaminda viicut biyiikliigiinde
goriilen degisim ve Behrman ve arkadaslarinin yaptigi calisma sonucu elde edilen gelisim
stirelerindeki ve tireme verimliliginde goriilen degisim arasinda bir iligki bulunmaktadir.
Gelisim siiresinin artis gostermesiyle viicut biiyiikliigliniin artmasi beklenen bir durumdur.
Biiyiime siiresinin artmasi, viicut biiyiikliigiinde artisa neden olurken ve bireylerin iireme
basarisini da arttirir. Ancak ¢ok sayida lireme sansi elde eden bireylerde yumurta verimi
azalir. Bliyiik viicutlu bireylerin yumurta verimliligi ilk baslarda yiiksek olurken daha sonra
artan ¢iftlesme basarisina bagli olarak azalmaya baglar. Kiiciik viicutlu bireylerde ise lireme
verimliligi artig gosterse de ciftlesme sansinin azalmasi nedeniyle elde edilen yumurta
verimliligi azalir. Bu durum yasam Oykiisii karakterleri arasindaki bedel-uzlasi (trade-off)

ile agiklanabilir.

Belirli bir g¢evrede yiiksek uyum basarisi ile iliskili karakterler i¢in dogal secilim,
populasyonda bu karakterler i¢in sabit kalitsal genetik varyasyon bulunuyorsa hizli bir
adaptif yanita neden olabilir [54]. D. melanogaster’de mevsimsel olarak diyapoz goériilme
sikliginin  degisiminin [98] couch potato genindeki allel frekanslarinda mevsimsel
degisiklige neden olmasi 6rnek olarak gosterilebilir [99]. Bu agidan bakildiginda, daha dnce
bu ¢alismada kullanilan populasyonlar ile yapilmis baska bir arastirmada, bir adaptif yasam
Oykiisii karakteri olan diyapoz fenotipinde de mevsimsellikle ilgili benzer bir oriintii elde
edilmistir [83]. Sicakliklarin diismesiyle birlikte kislamaya gegen Drosophila’dakis donemi
ergin safthada gegirilir. Disiler reproduktif diyapoza girerek kis boyunca yumurta iiretmez ve
enerji kazanimi saglar. Kislama sirasinda viicut biiylikliigii ve yag oraninda ki fazlalik
canliya hayatta kalma agisindan biiyiik bir avantaj saglamaktadir. Bunedenlerle Ekim ayinda
viicut biyiikliigiindeki artis agiklanabilir. Buna bagli olarak da Mayis ve Haziran ayinda
toplanan ilk kusak kislamaya giren biiyiik ebeveynlerin yavru déliinden olusur. Gorece

diisiik olan sicaklik gelisim siiresinin yavaglamasina ve larval gelisim siiresini uzayarak daha
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biiyiikk bireylerin meydana gelmesine neden olur. Diger taraftan besin Onemli bir
parametredir. Olgunlasmis, dalindan diismiis ve fermente olmus meyveler Drosophila i¢in
birincil besin kaynagimi olusturmaktadir. Yesiloz’de olgunlasmis ve fermente olmus
meyvelerin en ¢ok bulundugu zaman Agustos sonu ve Eyliil ayidir. Bu aylarda yumurtalarini
besince zengin meyvelere birakan erginlerin larvalari hem diisen sicakliktan dolayr gelisim
stiresini uzatacak hem de zengin besin ortamindan dolayr daha iyi beslenecektir. Bunlarin

sonucunda daha biiylik ergin bireyler meydana gelecektir.

Viicut buyiikligi ile iliskili oldugu yoniinde aday gosterilmis olan Dca genindeki
polimorfizmler ¢alisilmis ve bu polimorfizmler ile kanat biiyiikliiklerinde goriilen fenotipik
degisiklikler iliskilendirilmeye calisilmistir. Yapilan dizi analizi sonuglarina bakildiginda,
Dca geni promotdr bolgesi polimorfizmlerinin kanat biyiikliigiinde gézlenen varyasyonla
iligkili olmadig1 bulunmustur. Ayrica viicut biiylikliigli bakimindan goézlenen farkliliklarla
belirlenen polimorfizmler arasinda anlamli bir iliski bulunamamustir. Daha 6nce Dca (smp-
30 - senescence marker protein-30) geninin D. melanogaster’de soguga maruz kalma
sonucunda ifadesinin arttigt gozlenmistir [159]. Reis ve arkadaslarinin yaptigi [172]
calismayla da D. melanogaster’da, Dca’nin soguk sokuyla birlikte up-regiile edildigi ortaya
konmustur. Dca geniyle ilgili McKechnie ve arkadaslarimin [137] yaptigi bir baska
calismada, Avustralya populasyonlar1 ile calisilmistir. Bu calismada genin ifadesinin
artmastyla kanat biiylikliigiinde kiiciilme meydana geldigi goriilmiistiir ve yaygin goriilen
Dca-237 ve Dca-247 alellerinin birbirleriyle iligkili olarak enlemsel klin gosterdigi ortaya
konmustur. Bu ¢alisma sonucunda elde edilen bilgilere gore, Dca-237 alelinin tropiklere
dogru frekansinin arttig1 ve buna bagli olarak da kanat blyiikliigiiniin kiigiildigt, Dca247
alelinin ise bunun tam tersi yonde artig gosterdigi bulunmustur [137]. Tez kapsaminda
kullanilan populasyonlarda, Dca-237 aleline rastlanmamustir. Ancak Dca-247 aleli yaygin
olarak goriilmiistiir. Cizelge 4.10 ve Sekil 4.14 incelendiginde, 247 alelinin enlem ile negatif
iliski gosterdigi, 241-1 alelinin ise enlem ile pozitifiligki gosterdigi goriilmektedir. Enlem
ve Dca alelleri arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu durum Dca
alellerinin enlemsel klin gosterdigini ortaya koymaktadir. McKechnie ve arkadaslarinin
[137] yaptig1 galismayla ortak olarak elde edilen Dca247 alel frekansinin enlemsel klin
gosterdigi bulunmustur. Lee ve arkadaglari, 2011 wyilinda yaptigi c¢alismada D.
melanogaster’in tigiincii larva evresinde, Dca geninin ifadesine bakarak yaygin goriilen li¢

Dca alelini belirlemisler ve Dca247 aleninin gii¢lii enlemsel klin gosterdigini ortaya
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koymuslardir. Tez kapsaminda elde edilen bilgiler literatiirdeki ¢alismalari, Dca247 alelinin

enlemsel klin gdsterdigi yoniinde desteklemektedir.

Sonuc ve Oneriler

Tez kapsaminda yapilan ¢aligmalarin temelinde, enlemsel klinlerin viicut biyikligii i¢in iyi
bir parametre olan kanat biiylikliigii bakimindan arastirilmasi, bir aday gen olan Dca ile
arasindaki iligkininin arastirilmasi ve viicut buyiikligiiyle iliskisini sorgulamak
amaglanmisti. Elde edilen tiim sonuglar ele alindiginda, kanat biiyiikliigiiniin calisilan
enlemsel gradiyent boyunca enlem ile giiclii bir iliski gosterdigi belirlenmistir. Bunun yan1
sira Yesiloz populasyonunda viicut biiyiikliigiinde mevsimsellik goriilmiistiir. Bu sonug

mevsimsellikle yapilan ¢aligmalar arasinda yeni bir bulgudur.

Kuzey Amerika ile Avustralya kitasinda uzun yillardir D. melanogaster ile lokal adaptasyon,
enlemsel ve rakimsal varyasyonlar, iklim degisikligi gibi konularda oldukga fazla ¢alisma
yapilmis ve literatiire degerli bilgiler kazandirilmistir. Ancak, Avrupa kitasinda bu konudaki
calismalar yetersiz kalmistir. Bu nedenle ¢alismadan elde edilen bulgularin tamami ¢aligilan
lokasyonlar agisindan yenidir. Calisma kapsaminda iki farkli yila ait kendilesmis soy hatlar
kullamlmstir. Ugiincii yila ait Yesildz populasyonlarimin kendilesme siireci devam
etmektedir. Yapilan tiim fenotipik ¢alismalar 3. yila ait soy hatlar1 ile devam edilecek ve
mevsimsellige ait bulgular giliclendirilecektir. Boylece gdzlenen yillik ve aylik veriler {i¢
tekrar halinde tekrar analiz edilebilecektir. Bunun yani1 sira Dca geni promotor bolgesi ve
viicut biiytikligii ile iliskisine yonelik anlamli sonuglar elde edilmese de, Dca geni promotor
bblgesindeki polimorfizmlerde gdzlenen gliclii enlemsel klin bagka fenotipik karakterler ile
iliskilendirilerek agiklanmaya calisilacaktir. Bunun yam sira enlemsel klinlerle ilgili daha
net bilgiler elde etmek adina, iklimsel parametrelerin ve farkli mikroklimalarin yol agtig

soru igaretlerini gidermek i¢in, ¢alisilan populasyon sayisi arttirilarak ¢alisma siirdiiriilebilir.
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