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Alel frekanslari ve kantitatif karakterlerde gorulen klinler adaptif evrimin kaniti olarak
gorulmektedir. Klinal varyasyonlarin c¢alisiimasi ise lokal adaptasyonun
anlasiimasinda oldukga O6nemlidir. Kozmopolit tlrlerin sahip oldugu yuksek
adaptasyon yetenegi, bu turlerin farkh iklimsel ve cografi alanlara kolonize
olabilmelerini saglamaktadir. Genis cografyalara yayillan kozmopolit tlrlerde
gorulen enlemsel klinler ise bu tarleri adaptif evrim calismalarinin merkezine
koymaktadir. Kozmopolit bir tlr olan Drosophila simulans lokal adaptasyon
calismalari icin siblingi Drosophila melanogaster kadar popduler bir tir olmadigindan
sahip oldugu adaptasyon mekanizmalari hakkindaki bilgi kisithdir. D. simulans’in
nasil kisladigi hakkinda ise farkli teoriler mevcuttur. Calismamizda D. simulans’in
farkh enlemlerden toplanmis Kampala, Hayfa, Hatay, Ankara ve Napoli
populasyonlarinda kig adaptasyonunu anlamak icin kiglama ile iligkili ve D.
melanogaster ile yapilan ¢alismalarda enlemsel klin gésterdigi bilinen; reproduktif
diyapoz frekansi, soguk komasindan kurtulma siresi ve kuru vicut agirhgi
karakterleri ve bu karakterler ile iliskili oldugu disundlen “Insulin like receptor” (InR)
geni incelenmigtir. Elde edilen sonuglara gére populasyonlar, secilen fenotipik
karakterler ve InR gen bdlgesi bakimindan farkhlasmis ve populasyonlar arasi
varyasyon enlem ile iligkili olabilecegi bulunmustur. Ayrica D. simulans’in farkh

cografi bolgelerde iki karakter i¢in ayni secilim baskisi altinda oldugunu gésteren ve



bu tir igin ilk defa ortaya konulan paralel klinler tanimlanmistir. incelenen
karakterlerin ve InR gen bdlgesinin, D. simulans populasyonlarinin bulundugu
enlemde kis mevsimine gosterdigi lokal adaptasyonda rol alabilecegi yonundeki
bulgularimiz populasyonlarin go¢ etmeksizin bulundugu bdlgede kislayabileceqgi

teorisini desteklemektedir.

Anahtar kelimeler: Drosophila simulans, lokal adaptasyon, enlemsel klin,

reproduktif diyapoz, soguk komasindan kurtulma suresi, kuru vicut agirhigi, InR.



ABSTRACT
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Clines that are seen in allele frequency and quantitative characters are accepted as
evidence of adaptive evolution. Studying the clinal variations is the key of
understanding local adaptation. The high adaptation ability of cosmopolitan species
enables them to be colonized in different climatic and geographical locations.
Latitudinal clines that are seen in cosmopolitan species which spread over wider
range of habitats put these species at the center of adaptive evolution studies.
Drosophila simulans, which is a cosmopolitan species, is not as popular as
Drosophila melanogaster for local adaptation studies, therefore knowledge about
the adaptation mechanisms of this species is limited. There are different theories
about how D. simulans overwintering. In this thesis, populations that were collected
from different latitudes - Kampala, Haifa, Hatay, Ankara and Napoli - were studied
in order to understand winter adaptation. For this purpose, we examined the
frequency of reproductive diapause, chill coma recovery time and dry body weight
characters which were associated with overwintering and the "Insulin like receptor"
(InR) gene that was able to associated with these characters in D. melanogaster.
Previous studies also showed clinal variation in these characters and overwintering

in D. melanogaster. According to the results, populations differentiated in terms of



phenotypic characters and InR locus, and inter-population variation was found to be
related with latitude. In addition, we showed that D. simulans is under the same
selection pressure for two characters in different geographical regions; and these
results provide strong evidence for parallel clines for the first time for this species.
Results shows that these characters and the InR locus may play a role in the local
adaptation of the D. simulans populations for overwintering in their local
environment, and thus our study supports the theory that the populations can

overwinter in their local region without migration.

Keywords: Drosophila simulans, local adaptation, latitudinal cline, reproductive
diapause, chill coma recovery time, dry body mass, InR.



TESEKKUR

Bu tezin var olmasini saglayan tez danismanim degerli bilim insani Dr. Ogr. Uyesi Banu
Sebnem ONDER’e sonsuz minnet ve tesekkirlerimi sunarim. Hayallerimi
gergeklestirmem icin bana sans ve cesaret verdi. Akademik olarak destekleyip yol
goOsterdi ve bu tezin yazilmasini igin maddi ve manevi katkilarini higbir zaman
esirgemedi. Her seyden ote iginde yasadigimiz cinsiyetc¢i kodlar tarafindan yonetilen
duinyamizda, ¢cocuk sahibi bir KADIN olarak neler yapilabilecegi ile ilgili mukemmel bir
model oldu.

Bana her zaman inanip cesaret veren, ne zaman yardima ihtiyag duysam hig
sikilmadan isteyebilme rahathgini saglayan cok sevgili degerli bilim insani Prof. Dr.
Utku PERKTASa cok tesekkur ederim.

Calisma arkadashgindan ¢ok bir aileye donustugumuz laboratuvarimizda, yardimlarini
hicbir zaman esirgemeyen, stres altinda calisirken sahip oldugum muhtesem
huysuzluguma ve surekli stres altinda ¢alismamiza ragmen yanimda olan ¢ok sevgili
arkadaslarim; Cansu Fidan AKSQOY, Ekin DEMIR, Senel Selin SENKAL, Ezgi
COBANOGLU ve Dogus CAN’a sonsuz tesekkiirler. Lisans égrencisi arkadaslarimdan,
ihtiyag duydugum her an hazir bulunan; Esin DURAL, Yaren SOYDAN ve Mine
KAYA'ya yardimlari ve arkadasliklari igin tesekkur ederim.

icinde bulundugum kosullarla bas etmek tek basima imkansiz oldugunda, hic tereddit
etmeden yardima kosan sevgili kayinvalidem Mutlu COSKUN’a ¢ok tesekkur ederim.
Bu tezin yazilmasinin bu kadar gecikmesi ona duydugum sevgi yuzunden olsa da
bugun yazilmis olmasi yine ona duydugum sevgi ve guven sayesinde olan, sevgilim,
hayat arkadasim Ramiz COSKUN’a ¢ok ama ¢ok tesekklr ederim. Bana benden bile
cok inanip, sahip oldugum potansiyeli bir super kahraman gucunde goren sevgili esim
yanimda olmasaydi bu noktada olamazdim.

On yil sonra bu tezi yazmak i¢in bana cesaret ve ilham veren, ona duydugum sevgi ve
onun igin nasil bir anne olmak istedigimdi. Dogdugu gunden itibaren her gun daha iyi
bir insan olmam icin bana ilham veren, guzeller guzeli kizim Aysegul COSKUN’a

dunyalar kadar ¢ok tesekkur ederim.



ICINDEKILER

(0 74 =3 IR i
N ¥ O i
TESEKKUR. ...t v
ICINDEKILER. ... .oeeie e, Vi
SEKILLER DIZINI. ....oeeiei e, iX
CIZELGELER DIZINI. ... Xii
SIMGELER VE KISALTMALAR. ...ttt Xiii
g e | 2O 1
2.GENEL BILGI ..ot 4
2.1. Kozmopolit Drosophila’da Cesitlilik, Adaptasyon ve Klin ...............ccccco. 4
2.2. Drosophila melanogaster ve Drosophila simulans.............cccco. 6
2.2. 1. BIYOIOJISI oo 6
A o | [oTeo o | - | Y- 1 8
2.2.3. DAGIIM i 11
2.2.4.58r€S TOIBIANSI ..ceeeiiiiie ettt e e e 12
2.2.5. GENELIK VAIYASYON ...covvviiiiiii i e eeeeeeeiiie e e e e e e e e ettt s e e e e e e e e e et a s e e e e e e eeeessnnn s 12
2.3. Drosophila simulans’da Kislama ... 14
2.3.1. ReprodUKLif DIYAPOZ .....c.ccceeieeeeeeeici e e e e e e 16
2.3.2. Soguk Komasindan Kurtulma SUresSi...........ccouuuiiiiiiiiiiiiiieiiiiiee e 22
2.3.3. VUCUL AGITIGI .. e e e e e et e e e e et eeaene 23
3. MATERYAL VE METOT ..ttt e e e e 25
3.1, Arazi CalISMalars .......vuueiii e 25
3.1.1 izodisi Soy Hatlari OUSIUIUIMASI...........cveiiiieee e, 29
3.1.2. Soylarin Klltlire EAIIMESi .......covviviiiiiceiieeeee e 29
3.2 ReprodUKLtif DIYAPOZ ......uuiiiiieeeieiee e 30
3.2.1. Deneyde Kullanilacak Bireylerin Toplanmasi ............cccooeeviiiiiiiiiiiiiieeciiiiie e 30
3.2.2. D. simulans igin Belirlenen Reproduktif Diyapoz Kosullari ................cceeveeeee.e. 31

Vi



3.2.3. Ovaryum DISEKSIYONU........ccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee ettt 32

3.4. Soguk Komasindan Kurtulma Siresinin (SKKS) OIlgUImesi .............cccceveevenennn. 34
3.4.1. Deneyde Kullanilacak Bireylerin Toplanmasi ..............couvvvviiiiiiiiiiiiiiiiieiiiinnnne. 34
3.4.2. Soguk Komasindan Kurtulma Siiresinin OIGUIMESi ...........ccceeviveveeirieeerenee, 34
KR I V¥ (o ¥ | X [ [ o PP PP PPPPPPPPPPPPPPPP 36
3.3.1. Deneyde Kullanilacak Bireylerin Toplanmasi ..............ccouvviviiiiiiiiiiiiiiiieiieinnnne. 36
3.3.2. Viicut Agirhgi Oleiminiin GergekIestirilmesi ..........ccccvecvieeceeieeece e, 37
3.5. MoleKUler ANGlIZIEN ...........coviiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 38
3.5.1. DNA TZOIASYONU.......coeieeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ete e e 38
3.4.2. InR Gen Bolgesinin AmplifikasyOnU...........cccoueviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 39
3.5, IStatikSEl ANGIIZIET .........cveeeeeeeeeeeeeeeeeee et 42
4. BULGULAR Lottt et e e et e e e e et e e e e et e e e eeannns 45
B Y7 01 AP P PP PPPPPPPPPPPPP 45
4.2. Soguk Komasindan Kurtulma SUreSi...........cceiiiieiiiiiiiiiiiie e e e 48
4.2.1. Digilerin Soguk Komasindan Kurtulma SUresi..........ccccoovvieeiviiiiiiiiiiieeeeeeeeeiens 50
4.2.2. Erkeklerin Soguk Komasindan Kurtulma SUresSi........cccoooveeeviveiiiiiiiineeeeeeeeinnns 51
4.3. KUPU VUCUL AGITHIGN .ottt e et e e e et e e e e et e e e e aaanas 53
4.3.1. Digilerin Kuru VUCUE AGITHIG 1. .. oiiiiii et 54
4.3.2. Erkeklerin Kuru VUCUE AGITIGN «oveve it 56
N [ o] = B € 1= o = o] o =] P URRUPPPPUPPN 57
4.4.1. INR Alel DagIMI.. . 57
4.4.2. INR Gen BoIgesi ANAliZi...........coiiiiieiiiiiee e 61
4.4. Regresyon ve Korelasyon ANaliZIEri.............coiiiiiiiiiiiiiicie e 62
4.4.1 RegreSyON ANAIIZI.........ccoiiiiiiiiiie e e e e e e e 63
4.4.2 KOrelasyon ANAIIZI.........ccooeeuuuiiiiii e e e e 65
5. TARTISIMA .ottt e e ettt e e e et e e e e e e anbaeeaeeas 68
K AY N AK G A ettt e e e ettt e e e s ab bt e e e e et e e e e e e nbaeeeeeanees 77

Vii



OZGECMIS

viii



SEKILLER DiziNi

Sekil 2. 1. D. simulans’a ait yayilim haritasi. llgili bilgiler http://www.taxodros.uzh.ch
SIteSINAEN @lINMUISHIT. ... e e 6
Sekil 2. 2. D. simulans (a) ve D. melanogaster (b-i) disilerine ait abdomen goéruntuleri
[59°dan @lINMISTIF]. ... e e e 7
Sekil 2. 3. D. melanogaster (1) ve D. simulans (2) genital ark yapisi. Genital arkin

posterior kismi “P” ve tarak yapisi ise “C” sembolu ile gosterilmigtir [60’dan alinmigtir].

Sekil 2. 4. Melanogaster alt grubuna ait turleri gosteren filogenetik aga¢ [69’dan
AIINMISH et 10
Sekil 2. 5. Boceklerde dormansinin siniflandirmasi [108]. ..........ccovvvvviviiiiiiiiiiiennnnnne. 17
Sekil 2. 6. Drosophila ovaryumlarinda yumurta gelisimi ve diyapoz halindeyken
duraklamasi: [A] pupadan yeni ¢ikmis ve ciftlesmemis bir diside, yumurta gelisiminin
henlz baslamadigi ovaryum. [B] eseysel olgunluga erismis, gelismis yumurtalara sahip
ovaryum. [C] reproduktif diyapoza girmis, yumurta gelisiminin tamamen durdugu
ovaryum. [D] reproduktif diyapozdan ¢ikmis, yeniden yumurta tretiminin basladigi,
iyilesme doénemindeki ovaryum [20’den alinmiStir] ........ccooeveeeeiiiiiiiiiiii e 18
Sekil 2. 7. Drosophila’da diyapoz halindeki erginin abdomen hacminin gdsterimi: [A]
pupadan yeni ¢ikmis cifttesmemis bir disi, [B] eseysel olgunluga erismis bir disi, [C]
diyapoz kosullari altinda tutulmus bir disi, [D] reproduiktif diyapozdan ¢ikmis, iyilesme
déneminde bir digi [20°den aliNnmISHII] ......coiii i 19
Sekil 2. 8. Reproduktif diyapoz karakterinin hormonal kontroll [134’den dedistirilerek
b= [ T 0 V1= 1 OSSR 21
Sekil 2. 9. D. melanogaster’in Kuzey Amerika, Turkiye ve Rusya populasyonlarinda
g6zlenen InR indel polimorfizminin yaygin Ug¢ alelinin frekanslarinin gésterimi [12’den

degistirilerek alinMmISHI ... ..o 22

Sekil 3. 1. Populasyonlarin toplandigi bolgeler. ..., 27
Sekil 3. 2. D. simulans ve D. melanogaster disi bireylerinin abdomenin son
tergumundaki pigmentasyon farkhligi [146°dan alinmistir]...........ccciiiiii e, 28
Sekil 3. 3. D. simulans erkek bireylerinde genital ark yapisi ve D. melanogaster

bireylerinden farkhligi [147°den alinmistir]. ..o, 29



Sekil 3. 4. D. simulans’in 25°C sicaklikta hayat dongusu [168’den degistirilerek
AIINMISHI .ttt 30
Sekil 3. 5. Ovaryum diseksiyonu gergeklestirimesi. Birey abdomenin anterior
kismindan sikica tutulur. Pens ya da diseksiyon ignesi yardimiyla abdomenin posterior
ucundan tutulup nazikge gekilir ve Greme organlari vicut boglugundan digar gekilir.
Ovaryumlarin disari ¢ikmamasi durumunda abdomene nazik¢e bastirilarak tum
ovaryumlarin digari ¢ikarilmasi saglanir. ... 32
Sekil 3. 6. King’in belirlemis Drosophila yumurtalarinin gelisim asamalari [150’den
AIINMISH ettt 33
Sekil 3. 7. Ovaryumlarin siniflandiriimasi; A. diyapozda degil, B. arada ve C. diyapozda
P2 o e =Y o = [ 1= o U 34
Sekil 3. 8. Deneye alinan ergin bireylere soguk uygulamasi igin kullanilan dizenek.35
Sekil 3. 9. Soguk komasindan kurtulma surelerini gézlemlemek i¢in soguk komasina
giren bireylerin petri kaplarina aktarilmasi. ... 35
Sekil 3. 10. Solda soguk komasina girmis baygin bir ergin, sagda ise soguk

komasindan kurtularak 6 bacak Uzerinde duran ergin Drosophila [152’den alinmistir].

Sekil 3. 11. Vicut agirhgi olgimleri dizenedi a. Bir soya ait bireylerin tartim igin
hazirlanmasi. b. Her bir tlpe tek bir bireyin yerlestiriimesi. ...........ccccoooviiiiiiiiiiiennnn. 37
Sekil 3. 12. Vicut agirligi élcimleri. a. Bireylerin transfer edilisi b. Bireylerin tartiya
yerlestiriimesi c. Bireylerin agirliklarinin OIGUMU. .........oovviiiiiiiiiii e, 38
Sekil 3. 13. Sar ile isaretlenmis primerlerin arasindaki yaklasik 250 b¢'lik bdlge
(oToTo =11 {110 11 | ST PUPPUTRRRPRPPIN 39
Sekil 3. 14. InR gen bolgesine ait PZR Urlnlerinin agaroz jelde gortntilenmesi...... 41
Sekil 3. 15. InR gen bdlgesine ait sekans sonuglarinin kromatogram goéruntusda. ..... 41

Sekil 3. 16. InR gen bdlgesine ait sekans sonuglarinin hizalanmasi......................... 42

Sekil 4. 1. Populasyonlarin ortalama diyapoz frekansi +Standart hata. .................. 46

Sekil 4. 2. Diyapoz frekanslarinin populasyon dagilim ve yogunluklarinin viyolonsel

Sekil 4. 3. Ln tabaninda donustirtlmids soguk komasindan kurtulma stresi (SKKS)

Verilerinin dagilimMI. ..o e 49



Sekil 4. 4. SKKS'lerinin populasyon dagilim ve yogunluklarinin egey ayri viyolonsel
grafigi. y ekseni salise olarak SKKS’ni vermektedir. Mor disi, sari erkeklere ait
dagilimlar gostermektedir. ... 50
Sekil 4. 5. Populasyonlara ait tim soy hatlarinin disilerinin ortalama soguk komasindan
kurtulma sureleri. Populasyonlarin Tukey post-hoc testi ile yapilan ikili karsilastirma
sonuglari x ekseninin altinda verilmektedir. *: p<0,05, ***: p<0.001. .......cccccceeeereeennn. 51
Sekil 4. 6. Populasyonlara ait tim soy hatlarinin erkeklerinin ortalama soguk
komasindan kurtulma sureleri. Populasyonlarin Tukey post-hoc testi ile yapilan ikili
karsilastirma sonugclari x ekseninin altinda verilmektedir. **: p<0,01, ***: p<0.001.... 52
Sekil 4. 7. KVA verilerinin populasyon dagihmlarinin ve yogunlugunun esey ayri
viyolonsel grafigi. KVA mg cinsinden gosterilmektedir. Mor disi, sari erkeklere ait
dagilimlar gostermektedir. ... 54
Sekil 4. 8. Populasyonlara ait tum soy hatlarinin digilerinin ortalama kuru vicut agirligi.
Populasyonlarin Tukey post-hoc testi ile yapilan ikili kargilagtirma sonuglari x ekseninin
altinda verilmektedir. **: p<0,01, ***: p<O.001. ... 55
Sekil 4. 9. Populasyonlara ait tim soy hatlarinin erkeklerinin ortalama kuru vucut
agirligi. Populasyonlarin Tukey post-hoc testi ile yapilan ikili karsilastirma sonuglari x
ekseninin altinda verilmektedir. ***: p<0.001. ......cooiiiiiiii e 56
Sekil 4. 10. Amplifiye edilen InR gen bdlgesinin polimorfizm gdsteren bdlgeleri. a.
Kampala populasyonuna ait soy hatlari, b. Hayfa populasyonuna ait soy hatlari, c.
Hatay populasyonuna ait soy hatlari, d. Ankara populasyonuna ait soy hatlari, e. Napoli
populasyonuna ait SOy hatlari. ..o 58
Sekil 4. 11. InR gen bdlgesinin populasyonlara goére alel dagihmi..............cc........... 60
Sekil 4. 12. Fenotipik veriler ile enlem arasindaki regresyon egrileri. a. KVA verilerinin
enlem ile dogrusal olmayan iligkisinin kibik regresyon egrisi ile gosterimi b. SKKS

verilerinin enlem ile dogrusal olmayan iligkisinin kuibik regresyon egrisi ile gosterimi.64

Xi



GiZELGELER DiziNi

Cizelge 3. 1. Kullanilan populasyonlarin toplandiklari cografi bdlgelerin gevresel
kosullarini  tanimlayan iklimsel ve cografi parametreler. Iklimsel parametreler
populasyonlarin  toplandiga 2018 vyilina ait ortalama degerlerdir. Veriler
https://customweather.com/ adresinden alinMmIStIr. ........cccooveiiiiiiiiiiiiii e, 25

Cizelge 3. 2. 50 pl PZR c¢ozeltisi icerigi ve miktarlarl. ...........cceeeevviiiiiiiiiiiieeeee 40

Cizelge 4. 1. Populasyonlara ait ortalama diyapoz frekanslarina ait tanimlayici
ISTALISTIKIET ... 45
Cizelge 4. 2. Bireylerin 28 gun sonunda hayatta kalim istatistikleri........................... 47
Cizelge 4. 3. Populasyonlarinortalama soguk komasindan kurtulma surelerine ait
tanimlayici istatistikler (SKKS’ler salise olarak verilmistir). ..........ccccoevvviiiiiiiieeiiieiinns 48

Cizelge 4. 4. Populasyonlarin ortalama kuru vicut agirligina ait tanimlayici istatistikler.

Cizelge 4. 5. InR gen bdlgesine ait analiz sonuglari. ...........ccccccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnne, 61
Cizelge 4. 6. InR gen bodlgesi Uzerinde bulunan indel polimorfizmine ait analiz
S0 11 13 =1 o 61
Cizelge 4. 7. Populasyonlar arasi Fst degerleri. ..., 62
Cizelge 4. 8. Populasyonlarin toplandiklari lokasyonlara ait gevresel degiskenlerle ve
elde edilen bulgularin Pearson korelasyon katsayilari (Ust matris) ve anlamlilik

dereceleri (Al MALIIS). ......uuuiii e e e e e e aaes 67

Xii



InR
SKKS
KVA
DF
PZR
SNP

indel

Fst

SIMGELER VE KISALTMALAR

Insulin like receptor gene (insiilin benzeri reseptor geni)
Soguk komasindan kurtulma suresi

Kuru vicut agirhgi

Diyapoz frekansi

Polimeraz zincir reaksiyonu

Tek nukleotid polimorfizmi

insersiyon-delesyon polimorfizmi

Sabitleme Endeksi

xiii



1.GIRIS

Uzerinde yasadigimiz dinya degiskendir ve heterojen cevre kosullarina
populasyonlarin nasil tepkiler verdiklerini anlamak evrim g¢alismalarinin temelini
olusturur. D. simulans sibling turd olan D. melanogaster gibi dinya Uzerinde genig
yayilim gosteren kozmopolit bir tirdur [1]. Tropik Afrika kdkenli bu iki tur, yaklasik 2,5
milyon yil dnce ortak bir ataya sahiptir [2,3]. Kozmopolit turler atasal kdken aldiklari
cevreden uzaklasip yayllmaya basladiklarinda, karsilastiklari mekansal ve zamansal
degiskenler, turlerin adaptasyon stratejisini belirler. D. simulans ve D. melanogaster’in
gucli adaptasyon yetenekleri kargilagtiklari farkh ¢evresel kosullara uyum
saglamalarini ve bdylece genis bir habitata yayilmalarina olanak saglamistir [1].
Birbirinden uzak cografyalarda, bir tire ait populasyonlarin segici etkenlere karsi
kademeli olarak degisen farkl fenotipik ve genetik oruntuler olusturmalari klin olarak
adlandinilir [4,5]. Bu nedenle genis cografyalara yayilmig canlilarda enlemsel klinlere
rastlanabilir. D. melanogaster’in hizli uyum yetenegi ile igcinde bulundugu kosullara hizla
adapte oldugu ve pek c¢ok fenotipik karakter icin glgli enlemsel klin gosterdigi
gérilmustir [5-12]. Ote yandan benzer habitatlari paylasan D. simulans ile yapilan
calismalarda, secilen karakterler acgisindan incelendiginde farkh populasyonlarin
cevaplarinin enlem ile iligkisinin gérece dusuk oldugu gézlenmistir [1,10,13-18].
Yuksek enlemlerde kis mevsimi, populasyonlar Uzerinde sinayici kogullar yaratarak
secilim baskisi olugturur. Enlem ile iligkisi tam olarak belirlenememis kozmopolit D.
simulans populasyonlarinin ihman kusakta nasil bir kislama adaptasyonuna sahip
oldugu henuz bilinmemektedir.

Bazi turler kendileri icin uygun olan iklimsel kogullari saglayan mevsimlerde habitat
sinirlarina yayilir ve urer, kogullari kendisi igin uygun olmayan mevsimlerde ise
dormansi durumuna girip Uremeyi durdurup ve tasarruf ettikleri enerjiyi, stres
toleranslarini guglendirmek igcin harcayabilirler [19]. Reproduktif diyapoz, iliman
kusakta bulunan bazi Drosophila turlerinin sicakligin dismesi ve gun i1s1§1 azalmasiyla
birlikte, hayatta kalmak igin gosterdigi adaptif bir yasam 6ykusu karakteridir [20,21]. D.
melanogaster, kis kosullarinda reprodiktif diyapoza girmektedir ve diyapozun fizyolojik
mekanizmasi hakkinda detayh bilgi mevcuttur [9,20-23]. Ote yandan D. simulans igin
bu karakterin varligi cok yakin zamana dek yapilan ¢alismalara kadar fark edilmemistir
[19,21].



Canlilarin soguk toleransi mekanizmalarini gézmek kislama adaptasyonlarini anlamak
icin onemli bir anahtardir [24]. Drosophila ile yapilan calismalarinda, diguk sicakliklara
maruz birakilan bireylerin, kisa sureli bir soguk komasina girdigi gérulmugtur [13,25].
Koma halindeki bireyler ¢evresel sicaklik tekrar tercih edilen araliga dondugunde ise
kisa bir sure sonra komadan kurtulur [13,25,26]. 1998 yilinda gerceklestirilen bir
calismada, soguk komasindan kurtulma suresi igin bir endeks olusturulmus ve bu
endeksin soguk toleransini 6lgmek icin ideal bir metot oldugu gosterilmistir [25].

Kis kosullari, canlilarin termal sinirlarini zorladidi gibi acglik toleranslari i¢in de segici bir
etkendir. Besin kaynaklarinin olmadidi aylarca surecek bir donemde, canlilar hem
soguk kosullarda hayatta kalmak hem de aglik ve dolayisiyla susuzluk ile basa ¢gikmak
zorundadir. Drosophila ile yapilmis c¢alismalar, depolanan yag miktarinin aglk ve
susuzluk toleransi ile pozitif bir iligki iginde oldugunu gostermistir [27—-30]. Ayrica farkli
Drosophila turleri ile yapilan calismalarda, aglik toleransi ve vicut buyuklugu gibi
kislama becerisi Uzerine etkili 6zelliklerin enlemsel klin gdsterdigini bulunmustur [7,30].
Insulin like receptor (INR) geni ile yapilan calismalarin sonuglari Ureme, vucut
blayuklugu, vicut yag orani, Gmur uzunlugu ve stres toleransi karakterlerinin gendeki
polimorfizimlerden dogrudan etkilendigini géstermektedir [16,21]. INR geni D. simulans
ve D. melanogaster’de ortolog olan ve D. melanogaster’de reproduktif diyapoz karakteri
icin 6ne ¢ikan bir gendir [12,16,20,31,32]. D. melanogaster ile yapilan ¢alismalar Kuzey
Amerika ve Dogu Avrupa’da InR geninin enlem ile gugla iliski igerisinde oldugunu
gOstermektedir [12,16,32]. Gen polimorfizmine ait gézlenen bu enlemsel klin InR genini
lokal adaptasyon ile iligkili gug¢lu bir aday gen yapmaktadir. Ancak, bu genin D.
simulans’da lokal adaptasyon ile iligkisi tam olarak bilinmemektedir.

Bu calismada farkli enlemlerden toplanmis D. simulans populasyonlarinin, yeni
cevrelere adaptasyonda onemli bir karakter olan kiglama stratejileri arastiriimistir.
Afrika ve Avrasya kitalarini kapsayan 6rneklem araligini temsil eden Kampala, Hayfa,
Hatay, Ankara ve Napoli populasyonlarinin her birinden yaklasik 15 soy hatti secilmis
ve toplamda 75 soy reproduktif diyapoz, soguk komasindan kurtulma stresi ve kuru
vacut agirhgr karakterleri calisiimistir.  Secilen fenotipik karakterler icin D.
melanogaster’de aday gosterilen ve alel frekansinin enlemsel kline sahip oldugu
bilinen, insulin-benzeri reseptdr (INR) geninin bu populasyonlardaki polimorfizmleri 77
soy hattinda incelenmis, alel frekanslari tespit edilmis ve enlemsel bir klinin varhgi

arastinimistir. Fenotipik karakerlerinin ve InR geninin birbirleri ile ne oranda iligki



goOsterdigi aciklanmaya c¢alisiimig, ayrica c¢evresel degiskenlerin bu karakterler

Uzerinde segilimsel bir baski olusturup olusturmadigi arastiriimigtir.

Elde edilen sonuglara goére, diyapoz frekansi populasyonlar arasinda farklilasarak, D.
simulans’in kislama oruntusu i¢cinde dnemli bir etkisi oldugu gorulmas, enlem ile de
zay|f bir iliski gozlenmigtir. Soguk komasindan kurtulma suresi karakteri, disi bireylerde
enlem ile istatistiksel olarak anlamh negatif bir iligki gostermistir. Kuru vucut agirhgi
karakteri her iki eseyde de enlem ile istatistiksel olarak anlamh pozitif bir iligki
gostermistir. Soguk komasindan kurtulma suresi ve kuru vucut agirhdi ile ilgili elde
ettigimiz veriler Avusturalya kitasindaki gerceklestiriien ve 2008 yilinda Arthur ve
arkadaslan tarafindan yayinlanan bir galisma paralel klin gdstermistir [56]. InR gen
bdlgesi igin dordu yaygin toplam dokuz alel belirlenmigtir. Yaygin gorulen alellerden
biri, enlem ile istatistiksel olarak anlamh negatif bir iligki gdstermigtir. Ayrica alel
cesitliliginin enlem ile birlikte arttig1 gérulmustur. InR gen bdlgesi icinde tekrarlayan tek
nukleotid polimorfizmleri incelendiginde, 5’si enlem, 5’i iklimsel parametreler ile anlamh
bir iligki icinde oldugu tespit edilmistir. Calismamiz InR geninin D. simulans
populasyonlarinda polimorfik bir yapida olup enlem ile iligkili oldugunu gdstermistir.
Bulgularimizin butind birlikte degerlendirildiginde D. simulans populasyonlarinda

secilen karakterlerin ve gen bdlgesinin lokal adaptasyon ile iligkili oldugu goralmustar.



2.GENEL BILGI

2.1. Kozmopolit Drosophila’da Gesitlilik, Adaptasyon ve Klin

Canlilar yasadiklari gevreye uyum gosterme basarisina sahiptir. Dinya Uzerinde
birbirinden ¢ok farkli gevre kosullarina (yuksek basing, ylksek sicaklik, dusuk oksijen,
dusuk sicaklik, kuraklik, yuksek tuzluluk, vb.) uyum saglanmis ve hemen her noktayi
kolonize etmis canlilar vardir [33-36]. Uyum saglamak igin, her tur farkli yollar izler.
Ornegin, Drosophila sechellia, Crocus sieheanus gibi endemik tiirler dzel bir gevresel
kosula adapte olup, sadece uyum basarilarinin yuksek oldugu bu alanlarda yayilim
gosterirken, Drosophila melanogaster, Taraxacum officinale gibi kozmopolit tlrler
dinya Uzerindeki farkli kosullara adapte olmayi ve hayatta kalmayi basarmislardir [37—
39]. Canlilarin karsilastigi cevresel farkliliklar; cografyaya bagl olup o lokasyon igin
sabit kalabilir ya da zamansal olup mevsimler arasinda degiskenlik gosterebilir. Tarln
adaptasyon stratejisini evrimsel surecgte karsilastigi cevresel dediskenler ve bu
degiskenlere karsi gelistirmis olduklari cevaplar belirler.

Canlilarin evrimsel sUrecte gelistirdikleri uyum basarisini anlayabilmek igin, kozmopolit
canl turlerinin adapte olduklari lokasyonlarda segilim baskisi yaratan kosullara karsi
geligtirdikleri cevaplari arastirmak, uzun yillardir bilim insanlarinin kullandigi bir yéntem
olmustur [40-44]. Farkh taksonlara ait olsalar dahi, kozmopolit tlrlerin ortak 6zelligi,
bulunduklari ¢evresel kosullara daha hizli adapte olabilme yetenekleridir. Kozmopolit
olan turlerde adaptasyon mekanizmalari ¢ok yonlu olup birbirine ¢ok yakin tlrlerde dahi
farkhliklar gosterebilirler [1,10,14,15,46,47].

Ayni tlrtn birbirinden fiziken uzak cografyalarda hayatta kalma basarisi gostermesi,
tire ait populasyonlarin zamanla gen akiglari azaldiginda genetik olarak
farkhlasmalarina neden olur. Birbirinden uzak cografyalarda bir tlre ait populasyonlar;
farkh iklim kosullari, farkli predatérler, farkli besin kaynaklari gibi segici etkenlere karsi,
kademeli olarak degisen farkli fenotipik ve genetik érintiler olustururlar, bu durum klin
olarak adlandirilir [4,5]. Genis cografyalara yayillmis canlilarda enlemsel klinler yaygin
olarak gorulurken, kozmopolit tirlere ait farkli fenotipik 6zelliklerin ve genetik gesitliligin
incelendigi pek c¢ok calisma vardir [8-10,40,46,48,49]. Kozmopolit yayillmis tirlerle
yapilan arastirmalarda, ayni tirtin farkh cografi boélgelerde ayni fenotipik ya da genetik

Ozellik icin paralel klinler gosterdikleri bulunmustur [16,50-52]. Bu durum
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organizmalarin benzer secilim baskilarina, cografyadan bagimsiz olarak benzer
cevaplar olusturdugui ile ilgili kanitlar sunmaktadir. Enlemsel klinler lokal adaptasyonun
ve dolayisiyla dogal secilimin isleyisini anlamak igin 6nemli anahtarlardir.

Drosophila cinsi icinde kozmopolit olarak yayilim gosteren birden fazla tir vardir.
Bunlar arasinda en bilinen ve yuzyilh askin siredir Gzerine calisiimis olan D.
melanogaster’in, dinya Uzerinde nasil yayillim gdsterdigi hakkindan birbirinden farkl
hipotezler bulunur. Ortak olan gorus, D. melanogaster’in insana bagli olarak yayilim
gosterdigi ve dunya Uzerinde tamamen donmus ya da ¢ol olan bdlgeler diginda her
bdlgeye yayilarak olaganustl bir adaptasyon yetenegi gosterdigidir [2,53]. Thomas
Hunt Morgan tarafindan 1908 yilinda kullanigh bir model organizma oldugu fark
edildiginden beri, Uzerinde sayisiz ¢alisma yapilmis, populasyon genetigi, enlemsel klin
ve adaptasyon c¢alismalar icin tercih edilen bir organizma olmustur [1,10,14,16]. D.
melanogaster gibi tum dunya Uzerinde hemen her bdlgede yayihm gdsteren (Sekil
2.1.), en yakin sibling turG olan ve yuzyillk bir surecgte laboratuvarda kullanilan
Drosophila simulans populasyon genetigi ve adaptasyon ¢aligmalari igin siblingi kadar
populer bir organizma olmamistir ve bu nedenle yapilan g¢alisma sayisi kisithidir.
Yapilan sinirli sayidaki klin galismalarinda ise, D. simulans’in klin gésterme frekansinin
D. melanogaster’e gore ¢ok daha zayif oldugu goértulmasttr [10,14,15,18,54-56]. Bu
durum D. simulans’in lokal adaptasyon igin izledigi yolun D. melanogaster’den farkh
oldugunu disundurmektedir. D. simulans, D. melanogaster’den farkl olarak, hizli bir
genetik uyum yetenegi olmaksizin, yiksek fenotipik plastisite yetenedgi ile farkli cevresel
kosullarda hayatta kalmayi basariyor olabilir mi [55,57]? Ihman bdlgelerden toplanan
dogal populasyonlarla gerceklestirilen karsilagtirmali  ¢alismalarda, vucut
blayukligundn, dusuk test sicakliklarinda D. simulans’in D. melanogaster’den daha
fazla oldugu, standart sicaklikta ise durumun tersine dondigu gorilmustir. Oysa
calisma tropik bolgelerden toplanan populasyonlarda gerceklestirildiginde sonuglar
ayni derece anlamli bulunmamistir [55]. Bu sonuglar D. simulans’ta fenotipik

plastisitenin adaptif olup olmadigini disundirmektedir.



Sekil 2. 1. D. simulans’a ait yayihm haritasi. ilgili bilgiler http://www.taxodros.uzh.ch
sitesinden alinmigtir.

2.2. Drosophila melanogaster ve Drosophila simulans

2.2.1. Biyolojisi

D. simulans, D. melanogaster’in bilinen en yakin siblingi olan tirddr. Yaklagik 2 - 3
milyon yil éncesine kadar ortak bir ata paylasan bu iki tir, ¢iplak gdzle morfolojik olarak
birbirinden ayirt edilemeyecek kadar benzerdir [1,38,58]. Mikroskop yardimi ile
disilerde abdomendeki altinci tergitin lateralde gdsterdigi pigmentasyon farkina
bakilarak (Sekil 2.2.) tir tayini yapilabilir. Dogal populasyonlarda D. simulans digilerinin
abdomen pigmentasyonlari monomorfik bir yapi gdsterirken, D. melanogaster

disilerinde pigmentasyon polimorfiktir [59].
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Sekil 2. 2. D. simulans (a) ve D. melanogaster (b-i) disilerine ait abdomen goéruntuleri
[59°dan alinmistir].

D. simulans igin canli olarak tir tayini yapmanin en saglikli yontemi erkek bireylerde
mudmkin olmaktadir. D. simulans’ta gorulen genital ark yapisi (Sekil 2.3.) posterior
kisimda genigler ve mikroskop altinda orak bigimli, tarak yapisi kuguk olan kehribar
renkli yapi kolayca goéze carpar. D. melanogaster'de ise genital ark posterior kisimda
guduk, tarak yapisi ise daha buyUktar [60]. Tur tayini yapmak igin yumurta yapisini
incelemek de bir yoldur. D. simulans yumurtalari, anterior kisminda uglari bir noktaya

sivrilen ve D. melanogaster’den daha uzun 2 filamente sahiptir [60].



Sekil 2. 3. D. melanogaster (1) ve D. simulans (2) genital ark yapisi. Genital arkin
posterior kismi “P” ve tarak yapisi ise “C” sembolu ile gosterilmigtir [60’dan alinmistir].

D. simulans erkegi ve D. melanogaster digisi nadir de olsa hibritler olusturabilir, ancak
olusan hibritlerin erkekleri embriyo ve pupa asamasinda 6llurken hayatta kalabilenler
kisir disilerdir. Tersi bir giftlesme sonucu D. simulans disisi ve D. melanogaster erkegi
hibrit olusturduklarinda ise, bu kez disiler larva ve pupa asamasinda olurken kisir
erkekler hayatta kalabilir [60,61].

D. simulans’in ovariol sayisi D. melanogaster’den az olmakla birlikte embriyonik gelisim
suresi hizlidir [62]. Yumurtadan ergine gelisim suresi ise iki tir icin neredeyse aynidir
[63].

2.2.2. Filocografya

Melanogaster alt grubu (Sekil 2.4.) igcinde hem tropik hem de iliman iklimlere
adaptasyon saglamis iki kozmopolit tlr bulunur; D. simulans ve D. melanogaster. D.
simulans ve D. melanogaster’in nasil turlestigi ve Antartika disinda kitalarin timunu
nasil kolonize ettikleri kesin olmamakla birlikte yaklasik 2-3 milyon yil d6ncesine kadar
ortak bir ata paylastiklari bilinir [2,3,17]. Calismalar D. melanogaster ve D. simulans’in
simpatrik bir sekilde Sahra Alti Dogu Afrika’da tlrlesmis oldugunu gostermistir [2,3,53].
Yapilan bazi calhismalar D. simulans’in atasal cografyasinin Madagaskar adasi
oldugunu gostermisir [3,18,64,65]. Her iki tirtin de atasal bolgeleri olan Afrika’da bazi

bdlgelerde ¢ok nadir bulunmalari, kitadan disari nasil yayildiklari ile ilgili bir fikir



verebilir. Uzun yillardir Afrika’da surddrtlen érneklem galismalarinda D. simulans’in
Bati Afrika’da neredeyse hi¢ bulunmamasi dikkat g¢ekicidir [3,38]. Ticaretin yogun
oldugu liman bdlgeleri diginda hemen higbir bolgede D. simulans’a rastlanmaz ve
karsilasilan birey sayisinin ¢ok dusik olmasi bu bdlgede yerlesik bir populasyon
bulunmadigina isaret eder. Dogada siblingine gore insana bagimh davranislari daha
az olan D. simulans, bati Afrika liman bolgelerinde sadece yerlesim alanlarinda bulunur
[3,38]. Tersi durum, Hint okyanusunun Dogu Afrika kiyisinda D. melanogaster igin
gecerlidir. Bu bdlgede D. melanogaster populasyonlari sadece insanlarin yogun oldugu
yerlesim bdlgelerinde bulunur ve populasyon buyukltkleri oldukga dusuktur [3,38]. D.
melanogaster’in son paleolitik donemde hentz Sahra Colu cografi bariyer olusturacak
boyutlara ulasmadan, yaklasik 10-15 bin yil 6nce, insan gogu ile birlikte Afrika
kitasindan ayriimaya basladigi ve Avrasya’ya ulastigi tahmin edilmektedir
[2,38,53,66,67]. Buna karsin giincel bir calisma ile D. melanogaster'in On Asya’ya
ulasma tarihini yaklasik 1.500 vyil o6ncesine tarihlenmektedir [68]. Avrupa
populasyonlarinin  genetik yapisinin  Asya populasyonlarindan ¢ok Afrika
populasyonlarina benzemesi, D. melanogaster’in Afrika’dan iki koldan — biri Sina
Yarimadasi-Anadolu Uzerinden ve digeri de kuzeybati Afrika-iber Yarimadasi
Uzerinden — c¢iktigini dusundirmektedir [2]. Amerika ve Avustralya kitalarina variginin

ise son birkag ylzyll icinde oldugu tahmin edilmektedir [2].
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Sekil 2. 4. Melanogaster alt grubuna ait turleri gosteren filogenetik aga¢ [69’dan
alinmigtir].

D. melanogaster’in yayllma tarihi ile ilgili cok sayida c¢alisma yapilmasina karsin
[2,38,66—68,70], D. simulans’in nasil go¢ ettigi hala belirsizligini korumaktadir. Yapilan
calismalara gore D. simulans, yakin sibling tlrleri olan D. mauritiana ve D. sechellia ile
yaklasik 250.000 yil 6ncesine kadar ortak bir ata paylasiyordu [58]. D. mauritiana ve D.
sechellia endemik ada turleridir, D. sechellia, Morinda citrofolia adi verilen toksik bir
bitkiye bagimli, insan yasam alanlarina yaklasmayan bir tir iken D. mauritiana tipki D.
simulans benzeri kismen insana bagdimli davraniglar gosterir ve bulundugu alana
firsat¢l bir sekilde yayilir [2,58]. Yapilan calismalar 1si§inda, iki buylk tlrlesme
asamasindan gecen D. simulans’in D. melanogaster’den yaklasik 10 kat daha geng
oldugu ve diger kitalara yayilmaya daha gec¢ basladig§i tahmin edilmektedir [15,38].

Yakin akraba bu iki tiran yayihmi ile ilgili dikkat ¢ekici bosluklar vardir. Her iki tir de
Guneydogu Asya ve Bati Pasifik’'te ender bulunur [38]. Japonya’da 75 yil gibi kisa bir

sure oncesine dek D. simulans’a rastlanmazken, bugun adalarin timu D. simulans
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tarafindan kolonize edilmis ve hatta bazi adalarda baskin tir olmayi basarmistir
[38,71].

2.2.3. Dagilim

Her ikisi de genis bir yayilim gosteren bu iki turtin, tahmini disperse olma zamanlamalari
birbirinden farkhdir. D. melanogaster’in, D. simulans’dan ¢ok daha once Afrika’dan
ctktigi tahmin edilmektedir [38—74].

Cografi olarak benzer yayihm gosterseler de iki tlrln birbirinden ayrildigi noktalar
vardir. Yapilan arastirmalara gore D. simulans artan enlemlerde D. melanogaster kadar
yaygin olarak bulunmaz [14,46]. Buna karsin Afrika ve Asya daglarinda yapilan
orneklem calismalarina goére, D. simulans, D. melanogaster’e gore daha yuksek
rakimlari tercih etmeye egilimlidir [38,77]. Cok yuksek irtifalarda rahatlkla yasadigi
bilinen D. simulans populasyonlari, 0 — 2.500 m arasinda genis bir aralikta bulunabilir
[38,77].

insana bagli olarak yayiim gdsterdikleri bilinen bu iki tiriin, sehirlesmis alanlari
paylasimlari da birbirlerinden farkhidir. D. melanogaster’in insana bagimli davranislar
gOstermektedir. Kalabalik sehirlerde, ¢oplerde yaygin olarak bulunan tir, ayrica bina
iclerine girmeye egilimindedir. Buna karsin D. simulans’in sehir icinde park ve bahgeler
gibi daha dogal sayilabilecek alanlari tercih etmekte, kalabalik sehirlerden ve bina
iclerine girmekten kacinmakta ve evsel atiktan ¢ok dogal ortaminda bulunan
meyvelerle beslenmeyi tercih etmektedir [14,15,38,40,78,79]. Sehirlerde fermente
meyve ve sebzelerin bolca bulundugu ylksek etanol igceren ¢opler, D. melanogaster
icin kaliteli bir besin kaynagdi iken, siblingine gore etanol toleransi daha dusuk olan D.
simulans’in tercih ettigi bir besin kaynagi degildir. Bu durumun, D. simulans’in
sehirlesmis alanlardan uzak durmasina sebep olabilecegi dugsunulmektedir
[14,15,18,80]. Ayni cografi lokasyonu kullanan iki tlre ait populasyonlar, zamansal
olarak sirali alan paylasimi yaptiklari disunulmektedir. Kuzey Yarim Kire'de yapilan
orneklem calismalari D. melanogaster populasyonlarina ilkbahar aylarinda ortaya
ciktigl, yaz aylarinda populasyonun maksimum buyuklugune eristigi ve sonbahar ile
birlikte kiguldugu, D. simulans populasyonlarinin ise yaz aylarinda érneklendigi ve
populasyonun maksimum buyUkligline sonbahar aylarinda ulastigi gozlenmistir
[46,78,79,81].
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2.2.4.Stres Toleransi

D. simulans ve D. melanogaster’in guclu adaptasyon yetenekleri, bu iki turin
karsilastiklar gevresel kosullara uyum saglamalarini ve bdylece genis bir habitata
sahip olmalarini saglamaktadir [1].

Birbirine ¢ok yakin olan bu iki tlre ait morfolojik, fizyolojik, ekolojik, biyocografik ve
genetik karsilastirma galismalari yapilmistir. Yapilan ¢alismalarin sonuglarina gore, D.
simulans’in pek c¢ok farkli fenotipik Ozellige ait elde edilen sonuglarinin, D.
melanogaster kadar yuksek olmadigi bulunmustur. Bunlar; vicut yag orani, vicut
bayuklugu, pigmentasyon, ovariyol sayisi, Ureme kapasitesi, gelisim suresi, soguk
komasindan kurtulma suresi, soguk toleransi, aglik toleransi ve susuzluk toleransi
olarak sayilabilir [10,11,13-15,46,55,82,83]. Ote yandan, farkli sicakliklarda gelisimini
tamamlamisg, D. simulans ve D. melanogaster ile yapilan rekabet ve stres toleransi
calismalarinda, dusuk sicaklik kosullarinda gelisgtiklerinde, D. simulans’in D.
melanogaster’den daha yuksek tolerans gdsterdigi bulunmustur [77,84].

Dunya Uzerinde hemen her noktaya yayilmis bu kozmopolit tirlerin, iliman bolgelerde,
mevsim degdisimlerine karsi gelistirdikleri adaptasyon yeteneklerinin aralarindaki
sayisiz benzerlige karsin birbirinden farkli mekanizmalari oldugu dusunulmektedir
[14,15,55]. Ortak ata, benzer yayilim ve nis kullanimina karsin, iki tirtin farkl reaksiyon
normlari olmasi s6z konusu tlrlerde adaptasyon mekanizmalarinin birbirinden farkh

evrimlesmis olabilecegini distindirmektedir [18,55].

2.2.5. Genetik Varyasyon

Tarihsel gegmiglerine bakildiginda, kozmopolit ve ¢cok yakin akraba olan D. simulans
ve D. melanogaster’in, birbirine benzer genetik yapiya sahip olmasi beklenebilir. Ancak
yapilan arastirmalarin sonuglarina goére iki tlrin genetik yapisi beklenenden fazla
farkhlik gostermektedir.

D. melanogaster kromozomlarinda hemen her populasyonda yaygin olarak goértlen
blyuk inversiyonlar tasir [86,87]. Bu inversiyonlarin bazilari kozmopolittir [88] bazilari
klin gostermektedir [89]. Yakin zamana kadar D. simulans’in hi¢ inversiyon tasimadigi
dusunuliyordu ancak, son donem yapilan ¢alismalar siblingi gibi kozmopolit ve buyuk
inversiyonlara sahip olmasa da az sayida kuguk inversiyonlar tasidigini gostermistir

[66,87,90,91]. Az sayida inversiyona sahip olmasina karsin yapilan ¢alismalara gore
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D. simulans D. melanogaster’e gore daha fazla insersiyon polimorfizmi gostermektedir
[92]. Ote yandan tek niikleotit polimorfizmlerinin (single nucleotide polymorphisms -
SNP’ler) D. simulans’ta D. melanogaster’e gore daha dusuk oldugu gorulmustar [10].
Kromozomlarin mikrosatellit bolgelerindeki tekrarlayan DNA dizilerinin farkli
cografyalarda gosterdigi gesitliligin, D. simulans’ta D. melanogaster’e gére daha az
oldugu dusundlmesine ragmen farkli populasyonlarla tekrar edilen galismalara gore,
her iki tur icin de Afrika populasyonlarindaki mikrosatellit bolgelerindeki ¢esitlilik benzer
bulunmustur [14-96]. D. simulans’in Avrupa populasyonlarindaki tekrarlayan dizilerin
cesitliliginin Afrika populasyonlarindan farkli olmasi, bu boélgelerin sanildigi gibi nétral
olmadigdini ve segilim baskisi altinda oldugunu duisundurmektedir.

Transpozon elementler (TE) olarak adlandirilan “hareketli elementler”, genom iginde
yer degistirebilen, hareketli genetik birimler olarak tanimlanir [97]. D. melanogaster,
genomunda sikc¢a rastlanan ve kozmopolit yayilim gosteren TE'ler tasir [74,98,99].
Yakin zamana kadar D. simulans genomunda tespit edilemeyen TE sayisinin guncel
calismalar ile oldukcga az oldugu ve bu az sayidaki TE’lerin populasyon i¢inde yayilim
hizinin yuksek oldugu bilinmektedir [15,99].

D. simulans’in mitokondri DNA’s1 (mtDNA) diger sibling turleri olan D. mauritiana ve D.
sechellia’nin mtDNA’sina D. melanogaster’inkinden daha ¢ok benzerlik gosterir. D.
simulans’ta filocografi yapi tg farkli mtDNA soy hatti gosterir; kozmopolit, malagasy ve
indo-pasifik haplotipleri [58,87]. D. simulans’in mtDNA haplotip sayisi ve c¢esitliligi D.
melanogaster’e gore dusuktir ve bu durum mutasyon hizinin siblingine gére dusuk
olabilecegini disundirmektedir [14,54,87,100].

Yapilan allozim ve transkriptom ¢alismalarina gore, gen ifadesi de D. simulans’da D.
melanogaster’e gore daha dusuktir [17,54,87,101]. D. melanogaster ve D. simulans’in
farkl sicakliklardaki gen ifadelerinin karsilastirimasina dayanan bir ¢galismaya gore ise
D. simulans’da dislUk sicaklikta daha fazla sayida genin ifadesinin degistigini
gOstermistir [17].

Cekirdek DNA cesitliligine bakildiginda, D. simulans’ta kromozomun bazi bélgelerinde
D. melanogaster’den daha fazla polimorfizm olsa da genel olarak D. melanogaster’e
gbre daha az varyasyon gostermektedir [14,15,18,54,87]. Ancak populasyon igi
cesitlilik bakimindan D. simulans’in D. melanogaster ile benzer bir gesitlilige sahip
oldugu ve hatta bazi durumlarda cesitliligin daha yiksek oldugu bilinmektedir [14].
Populasyonlar arasi karsgilastirmalar yapildiginda ise D. melanogaster’in D. simulans’a

gore yuksek cesitlilige sahip oldugu gorulmektedir [15]. Bu durum D. melanogaster’in
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bulundugu alana hizli uyum saglayarak genetik olarak daha homojen populasyonlar
olusturmasina ve uzak populasyonlarin genetik benzerliginin azalmasina ote yandan,
D. simulans populasyonlarinin, bulundugu bolgede faydali olmayan alelleri de tagimaya
devam ederek populasyon ic¢i gesitliligin ylksek tutulmasina ve uzak populasyonlarin
birbirinden ¢ok farklilagsmamasina isaret eder [10,14,15,54,55,87]. D. simulans’ta
genetik gesitlilik siblingi kadar yuksek olmasa da ayni kosullarda hayatta kalmayi
basarabilir, bu durum tolerans araliginin daha genis olmasiyla ac¢iklanabilir [14,15].
Genetik gesitliligin genomdaki dagilimina bakildiginda ise D. simulans’in X kromozomu
Uzerinde diger otozomal kromozomlara gore daha yuksek oranda polimorfizm tagidigi
gorulmustir [10]. D. simulans’in genetik cgesitliligi, cografi dagihmi bakimindan
incelendiginde ise D. melanogaster kadar gucli olmasa da enleme bagli zayif bir klin
gOstermektedir [10]. Genetik farklilasmanin bir 6lglist olan Fst degerleri de
karsilastiriidiginda D. simulans’in populasyonlar arasi degerleri, D. melanogaster’den
belirgin 6lcide daha dusuktir [15,18].

2.3. Drosophila simulans’da Kiglama

Ihman kusakta kis aylarinda meydana gelen degisen hava kosullari, tropik kokenli
oldugunu bildigimiz kozmopolit canhlarin timu igin ekolojik anlamda sinirlayici bir
durumdur [103]. Bu durum, kis kosullari olmaksizin evrimlesmis olan D. simulans’in,
ihman kusaklarda soguk kis kosullarina nasil adapte olabildigi ve hayatta kalabildigi
sorusunu akla getirmektedir. Ektodermik canlilarin metabolik faaliyetleri cevre
sicakligina baglidir dolayisiyla termal toleranslarinin sinirlarini anlamak, populasyon
buyuklUklerini ve yayiliglarini anlamak igin dnemli bir anahtardir.

Yerlesim alanlarini, yasam alani olarak kolayca kullanabilen D. melanogaster’in, bina
iclerinde, dormansi durumunda soguk ve acliktan korunarak kigi atlattigi bilinir
[10,18,21,51,78]. Kisl oldugu yerde gegiren populasyon ilkbaharda tekrar uyanir ve
sonbahara kadar varhgini devam ettirir. Yer degistirmeyi tercih etmeyen D.
melanogaster populasyonlari bulunduklari alana ¢ok basarili ve hizli bir sekilde uyum
saglar. Bunun sonucu olarak farkli populasyonlarla yapilan arastirmalarda D.
melanogaster’in fenotipik ve genetik olarak klin gosterdigi ve D. simulans’a ait farkh
populasyonlara gore daha yuksek Fst degerlerine sahip oldugu bulunmustur
[10,18,103]. Bu durum da populasyonlarin yer degdistirmedigini ve gen akisinin kiiguk

populasyonlar icinde devam ettigi gorusunu desteklemektedir.
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D. simulans’in kigslama adaptasyonu hakkinda yapilan ¢alisma sayisi oldukga azdir.
Optimal laboratuvar kosullarinda kultire edilen, dogal D. simulans populasyonlari
kullanilarak yapilan soguk toleransi testlerinin sonuglarina gore, D. simulans, siblingi
olan D. melanogaster’e gore, soguk toleransi dusuk ve yumusak cevresel kosullarda
hayatta kalma basarisi yuksek olan bir tdrdar [13,46,104,105]. D. simulans
populasyonlarina yiksek enlemlerde az rastlanmasi, tarin kis kosullarina dayaniksiz
oldugu ve bu nedenle sub-tropik ve iliman iklime sahip bdlgelerde yayilim gosterdigini
dusinudlmektedir (Sekil 2.1).

D. melanogaster’in bir siginakta ve dormansi halinde kisladigi anlagildiginda, ayni
parametreler D. simulans i¢in de arastiriimistir. Ne var ki D. melanogaster’in reproduktif
diyapoza girdigi sicaklikta D. simulans’in Uremeye devam etmesi, D. simulans’in bu
adaptif cevaba sahip olmadigini dusundirmustir [46,106]. D. simulans’in iliman
bdlgelerdeki populasyonlar arasi gosterdigi dusik fenotipik ve genetik varyasyon,
dusuk stres toleransi ve yuksek enlemlerde az rastlanma gobzlemiyle bir araya
geldiginde gog¢ teorisi dogmustur. Bu fikre gore soguk kis kosullarinda daha ilik
bdlgelere go¢c eden D. simulans populasyonlari, kosullarin Greme ve beslenmeye
elverigli hale gelmesiyle birlikte ayni lokasyona geri doner. S6z konusu go¢ hareketi
uzun zaman alacagl igin populasyonlara yaz ortasina kadar rastlanmaz
[10,21,46,78,103]. Go¢ halinde olan bluyuk bir populasyon fikri, gen akisinin genis
alanlarda devam etmesi ve dolayisiyla D. melanogaster’e gore dusik genetik gesitlilik
verileriyle de uyumludur.

Son dénem yapilan ¢alismalara goére, D. simulans, D. melanogaster’e gére daha soguk
cevresel kosullarda reproduktif diyapoz cevabi gosterir [19,21]. Larval gelisimini gérece
disuk sicakliklarda tamamlayan D. simulans bireyleriyle yapilan c¢alismalarda,
sanilanin aksine, soguk kosullarda hayatta kalma basarisinin D. melanogaster’den
daha fazla oldugu gdsterilmistir [18,19,63,103]. Bu nedenle, disuk sicakliklarda
uremeye devam eden D. simulans sonbaharda maksimum populasyon buyukligine

erisir ve kisa kadar varligini sirdartr [46,78,79,81].

Elde edilen yeni bilgiler 1s1§ginda, sicakliklarin dismesiyle birlikte D. simulans disilerinin
reproduktif diyapoz cevabi gelistirdigi bilinmektedir [19,21]. Bir ¢esit dormansi durumu
olan s6z konusu fenotipik karakter, canliya zor cevresel kosullar altinda beslenmeksizin

uzun sure hayatta kalabilme basarisi saglar [9,22]. Bu durumda D. simulans
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populasyonlarinin 1iman kusaklarda go¢ etmeden, kisi siblingi D. melanogaster gibi

bulundugu bdlgede gecirdigi de dusunulebilinir.

2.3.1. Reprodiiktif Diyapoz

Canlilar stres kosullarinda dormansi durumuna girer, metabolik aktivitelerini dusuarur,
beslenmeyi ve Uremeyi gegici olarak durdurur ve tasarruf ettikleri enerjiyi, karsilastiklari
zor kosullara verecekleri yanitlara harcarlar [19,107,108]. Ihman kusakta sert kis
kosullari ile bas etmek, ¢ollerde asiri kurak ve sicak kosullarda hayatta kalip Greme
basarisi gostermek ya da tropiklerde yasayan canlhlarin kurak donemlerde hayatta
kalmak igin gelistirdikleri pek ¢ok dormansi stratejisi vardir. Dormansi; bitkilerde [107],
baliklarda [109], omurgasizlarda [108], surtingenlerde [110] ve memelilerde [111]
gorlilen evrensel bir cevaptir ve canlilarin go¢ ederek mekansal olarak yer
degistirmesine gerek kalmaksizin, zamanda yer degistirmesini ve istenmeyen
kosullarin Ustesinden gelmesini saglar. Yaklagik 5 milyon yil dnce, Pliyosen cagindaki
iklimsel dalgalanmalar ve sogumalarin, sicak olan alanlarda da hissedilmeye
baslamasiyla, canlilarin dormansi yaniti olusturmus olmalari olasidir [108].
Ekvatordan kutuplara dogru gidildikge, canlilarin birbirinden farkli iklimsel degiskenlere
bagh secilim baskilari altinda oldugu gériliir. iklimdeki degisiklikler, cevresel
sicakliklari etkiledigi gibi 1s1k, nem ve besin kaynaklarini da etkiler. Bunun sonucu
olarak, bazi turler hi¢ ara vermeksizin buyume ve Uremeye devam ederken, bazilarinin
ise gecgici olarak kisa ya da uzun doénemli dormansiye girdikleri gozlenir [107].
Kozmopolit olan canlilarda ise s6z konusu duraklama populasyonlar arasi farkhlik
g6sterebilir. Ornegin, tropik kusakta yer alan populasyonlarda dormansiye rastlanmaz

iken, ihman kusaklara yayilmis populasyonlarda dormansi durumu sikg¢a gorulebilir.

Bdceklerde dormansi; yumurta, larva, pupa ya da ergin dénemde gorulebilir. Genel
olarak boceklerdeki dormansi Sekil 2.5.’de goériulecedi Uzere U¢ ana tanim altinda
incelenebilir. [1] Dinlenme cevresel kosullarin kisa sureli ve hafif degisimlerine verilen
kisa sureli bir cevap; [2] Oligopoz: ¢evresel kosullarin mevsim gibi dénguler halinde,
gbrece yumusak degisimlerine verilen bir cevap; [3] Diyapoz: ise mevsimlerin belirgin
ve sert degisimlerine karsi verilen bir cevap olarak tanimlanir [108]. “Diyapoz” tanimi

ilk kez 1893 yilinda Xiphidium ensiferum’a ait dormant yumurtalari tanimlamak igin
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kullanilmig [108], zaman i¢inde anlami genigletip daraltilarak pek ¢ok diyapoz tanimi

geligtirilmigtir.

Oligopoz Diyapoz

Kisa siireli cevresel degisikliklere Mevsim kaynakli yumusak cevresel Mevﬂm kaynakll sgrt ve uzun_;l’.’lrgli cevresel
verilen kisa slreli cevaplar degisikliklere verilen uzun siireli cevaplar degisikliklere verilen uzun streli cevaplar

Sekil 2. 5. Boceklerde dormansinin siniflandirmasi [108].

Ergin boceklerdeki “reproduktif diyapoz” ilk kez 1981 yilinda Herman tarafindan
Danaus plexippus plexippus uzerine yaptigi c¢alismalar sonucunda tanimlanmigtir
[112]. Artropodlarin, ekstrem ¢evresel kosullar altinda, Gremeyi durdurup, beslenmeyi
ve fiziksel aktiviteyi azaltarak, verecekleri stres yanitlarini gliglendirmeleri ve yasam
suresini uzatmalari durumuna reproduktif diyapoz denir. Bir “trade-off” stratejisi olan
reproduktif diyapoz, pek ¢ok bocek tlrinin iliman kusakta kiglama stratejisi olarak
gelistirdigi adaptif bir yanittir.

Drosophila, tamamen donmus bdélgeler digindaki dinya Gzerindeki her noktayi kolonize
etmeyi basarmis bir taksondur. Drosophila cinsi D. buzzatii ve D. mojavensis gibi
kaktofilik olarak yasamini ¢ollerde surduren birgok tur igerdigi gibi, D. montana gibi
arktik boélgenin sinirlarina yayilmis tirlere de sahiptir [34,36]. Drosophila Uyelerinin
larva, pupa ve ergin halde diyapoza girdikleri biliniyordu ancak, Saunders’in 1989'da
D. melanogaster bireylerinin kisi ergin halde reproduiktif diyapoza girerek gegirdiklerini
bulmasi 6nemli bir calisma oldu [20,21,113]. D. melanogaster, Drosophilidae ailesinin
en genis yayllim gosteren ve en ¢ok bilinen taradur. Tropik kokenli bu canlinin, soguk
kosullarda hayatta kalmak i¢in gelistirdigi bu cevap pek ¢ok yeni soruyu akla getirmigtir.
D. melanogasterde reproduktif diyapozun; genetigi, biyokimyasi ve hormonal
mekanizmasi ¢ok sayida galismaya konu olmustur [9,20,21,23,51,113,114].

Tropik kokenli oldugu bilinen D. melanogaster’in nasil olup da reproduktif diyapoz

cevabi gelistirdigi hala yaniti merak edilen bir sorudur. Tropik ve iliman kugsaklardan
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toplanan dogal D. melanogaster populasyonlariyla surdirilen calismalarda, Afrika
populasyonlarinin da ihman kusaklardaki akrabalari gibi diyapoz cevabi vermesi,
reproduktif diyapozun bu canlida kis kosullariyla karsilasmadan ¢ok daha 6ncesinde,
farkli stres kogullari altinda evrimlesmis olabilecegi fikrini vermektedir [21].
Reproduktif diyapoz, mevsimlerle olan iligskisi geregi klin gostermesi beklenen bir
yasam OykusU karakteridir. Avustralya ve Kuzey Amerika’da D. melanogaster ile
yapilan enlemsellik galismalari, reproduktif diyapoz karakterinin paralel enlemsel klin
gosterdigini kanitlamistir [50,51].

Laboratuvar kosullarinda reproduktif diyapoz cevabi olusturmak igin, tetikleyici olarak
kullanilan ortam, Drosophila bireylerinin genellikle dusuk sicaklik ve kisa gun
fotoperiyot uygulanmasina maruz birakilmasidir [20]. Yapilan ¢alismalarda, kosullar
surdurulse dahi, bireylerin bir sire sonunda diyapozdan ¢ikmaya basladigi ve yeniden
uretken yumurtalar gelistirmeye bagladigi goruimustar [21,106]. Diyapoza girip ¢ikmig
D. melanogaster soylari ile yapilan stres toleransi calismalarinda, s6z konusu
karakterin canli Uzerinde belirgin bir sekilde strese karsi toleransini arttirdigi
gOrulmustar [9,51,106].

Bazi Drosophila tirlerine ait digiler, sicakligin dismesi ve gunlerin kisalmasiyla birlikte,
previtellojenik evrede yumurtalarin gelisimini askiya alarak dremeyi durdurur. Cok az
beslenerek ve hareket ederek reproduktif diyapoza girer. Kosullarin tekrar ideal

cevresel kosullara donmesiyle birlikte, hizli bir iyilesme déneminin ardindan, yumurta

Uretimi durduruldugu noktadan devam ettirilir (Sekil 2.6, Sekil 2.7).

Sekil 2. 6. Drosophila ovaryumlarinda yumurta gelisimi ve diyapoz halindeyken
duraklamasi: [A] pupadan yeni ¢cikmis ve ciftlesmemis bir diside, yumurta gelisiminin
henuz baglamadigi ovaryum. [B] eseysel olgunluga erigmis, gelismis yumurtalara sahip
ovaryum. [C] reproduktif diyapoza girmis, yumurta gelisiminin tamamen durdugu
ovaryum. [D] reproduktif diyapozdan c¢ikmis, yeniden yumurta tretiminin basladigi,

iyilesme dénemindeki ovaryum [20’den alinmistir].

18



Sekil 2. 7. Drosophila’da diyapoz halindeki erginin abdomen hacminin gosterimi: [A]
pupadan yeni ¢ikmig cifttesmemis bir disi, [B] eseysel olgunluga erismis bir disi, [C]
diyapoz kosullar altinda tutulmus bir disi, [D] reproduktif diyapozdan ¢ikmisg, iyilesme

doéneminde bir disi [20’den alinmistir].

D. simulans ile yapilan ¢alismalarin D. melanogaster kadar yaygin olmamasi nedeniyle
D. simulans’in reproduktif diyapoza girdigi cok ge¢ anlagiimis ve iliman kusakta yayilim
gOsteren bazi turler gibi go¢ ederek kisladigi dusunudlmustar. Kiglama orantist hala
net olmamakla birlikte, D. simulans digileri reproduktif diyapoza girerler [19,21]. Henuz
¢ok yeni olan bu bilgi ardindan yeni sorular getirmistir, mevcut c¢alismalar farkl D.

simulans populasyonlariyla yapilan yeni ¢alismalar ile desteklenmelidir.

2.3.1.1 Drosophila’da Reprodiiktif Diyapoz Cevabini Kontrol Eden Mekanizmalar

Reproduktif diyapoz, ¢ok genis yayilim gdsteren Drosophiladea ailesinde pek ¢ok
calismaya konu olmus bir karakterdir [21,49,113,115-117]. Pek ¢ok farkli tir Ustinde
arastirilan bir karakter olsa da Saunders ve arkadaslarinin [113] D. melanogaster
erginlerinin reproduktif diyapoz cevabi olusturdugunu bulunmasiyla birlikte, bu énemli
kislama karakterinin mekanizmalari hakkinda bilgi toplamak icin bu tur yaygin olarak
kullanilmigtir ~ [9,20-23,50,113,114,118-120]. Yapilan ¢alismalar sonucunda
reproduktif diyapoz cevabinin, fotoperiyot ve ¢evresel sicaklik degisimlerinin canlinin
noroendokrin  sistemi Uzerinde vyarattigi etki ile induklendigi gorulmustur
[21,36,113,121-123]. Diyapoz mekanizmasinin altinda yatan genetik faktorler pek ¢ok
arastirmaya konu olmus ve pek ¢ok aday gen ortaya atilmistir. Yapilan arastirmalarda
couch potato (cpo) geninin gdsterdigi polimorfizmin enlemsel oldugu ve Drosophila
turlerinde reproduktif diyapoz karakteri ile baglantili bir iliskide oldugu goérUimustir
[36,124-128]. D. melanogaster ile yapilan arastirmalarda period (per) geninin,

sirkadiyen ritmin igleyisinden sorumlu oldugu gorulmustur [113,129]. Enlemsel klin
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gosterdigi bilinen ve polimorfik olan bu gene ait farkl aleller ile gerceklestirilen
calismalarda, delesyona sahip per alellerinin fotoperiyodik saati inaktive ettigi ve gin
uzunluguna bagh farklihk gdsteren reproduktif diyapoz karakteri ile iligkili oldugu
gorulmustir[113]. Diyapoz ile iliskisi ortaya konmus bir diger gen ise, enlemsel klin
goOsterdigi bilinen timeless (tim) genidir [21,119,123,130]. Drosophila’da yapilan
calismalarda tim geninin sikadiyen ritim ile iligkili oldugu ve polimorfik alellerin farkli
diyapoz frekanslarina sahip oldugu gérilmustir [130]. Bunlarin disinda insiilin-benzeri
reseptér (InR) gen bodlgesinde bulunan bir polimorfizm enlemsel klin gostermekte ve bu

polimorfizmin reproduktif diyapoz ile iligkili olabilecegi dusunulmektedir [12,16,32].

2.3.1.2. insiilin-benzeri Reseptér Geni (INR)

Reproduktif diyapoz cevabinin canli Gzerinde nasil bir mekanizma ile yonetildigi ile ilgili
yapllan arastirmalardan c¢ikan ortak sonug, insulin regulasyonunun buylk 6nem
tasidigi olmustur [16,20,119,120,123,126,131-133]. insdilin sinyal yolag: Drosophila’da
reproduktif diyapozun dizenlenmesiyle yakin iliskilidir [16,131-133] “Juvenil Hormon”
Drosophila'da yumurta gelisimi ve Ureme mekanizmasindan sorumludur ve
seviyesindeki azalma, canlinin diyapoza girmesine sebep olur [131,132]. Sekil 2.8.’de
gOsterildigi Uzere canlida juvenil hormon salinimi, insulin sinyal yolaginin regulasyonu

ile dizenlenir ve bu yolagin regulasyonundan InR geni sorumludur [131,132].
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Sekil 2. 8. Reproduktif diyapoz karakterinin hormonal kontroll [134’den degistirilerek

alinmigtir].

instilin sinyal yoladi regiilasyonunda énemli etkisi olan InR geni ile yapilan ¢alismalarin
sonuglarina gore yalnizca Ureme degil, 6mur uzunlugu, yaslanma, vicut bayuklaga,
vicut yag orani ve stres toleransi karakterlerinden sorumlu bir aday gen olarak
gOsterilmistir [16,21,132,133]. InR geni D. simulans ve D. melanogaster’de ortolog olan
bir gendir ve D. melanogaster ile yapilan ¢alismalarda reproduktif diyapoz cevabi ile
iligkili olabilecegi disunulmektedir [12,16,20,31,32,133].

3. kromozomun sag kolunda bulunan InR geni 10 ekzon ve 9 intron bodlgesine sahip,
yaklasik 7,5 kb uzunlugunda oldukga biyiik bir gendir [136,171]. ifade ettigi protein a
ve B alt Gnitelerinden olusur; a alt tnitesi ekstraselller kisimdadir ve insuline baglanir,
B alt Unitesi ise membran iginde bulunur ve yaklasik 400 amino asitten olusan bir
kuyruk saglar [171]. Yapilan ¢calismalarda InR genin tim polimorfizmlerin yarisini birinci
ekzonunun uzerinde barindirdigi goérilmustir [171]. Birinci ekzonu Uzerinde yaklasik
240 bg¢ uzunlugunda bir bolgesinin ¢erceve kaymasina neden olmayan, 3lU bazlar
halinde tekrar eden insersiyon/delesyon (indel) polimorfizmine sahip oldugu ve
glutamin histidin tekrarlarini bozarak amino asit ifadesinin degistirdigi goralmustar.

Kuzey Amerika ve Avustralya populasyonlarinin InR gen bolgesine ait sekanslar
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incelenerek, s6z konusu indel polimorfizme bagh farkl aleller tanimlanmig, bu alellerin
bazilarinin yaygin bazilarinin ise nadir oldugu tespit edilmigtir. Bu alellerin kita boyunca
enlemsel bir dagilima sahip olup bazi yasam 6ykusu karakterleri ile de iligkili oldugu
goruimustar [16,133].

D. melanogaster ile yapilan ¢calismalar Kuzey Amerika, Avusturalya ve Dogu Avrupa’da
INR geninin yuksek oranda polimorfizme sahip oldugu ve bazi alellerin enlem ile guglu
bir iliski gosterdigi bulunmustur (Sekil 2.9) [12,16,32]. Gen polimorfizmine ait gdzlenen
bu enlemsel klin InR genini lokal adaptasyon ile iligkili guglu bir aday gen yapmaktadir.

Bu genin D. simulans’da lokal adaptasyon ile iligkisi henuz bilinmemektedir.

09 * _R¥=0,75957
03
0,7
06
3 .
% 05 . . * 248
uL. 04 251
254
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02 .
01 R? = 0,35739
R =0,36219
0
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Sekil 2. 9. D. melanogasterin Kuzey Amerika, Avusturulya, Turkiye ve Rusya
populasyonlarinda gézlenen InR indel polimorfizminin yaygin g alelinin frekanslarinin

gOsterimi [12’den degistirilerek alinmigstir].

2.3.2. Soguk Komasindan Kurtulma Siiresi

Canlilarin kislama adaptasyonlarini anlamak, soguk toleransi mekanizmalarini gézmek
ile mimkunduar [24]. Dogal kosullar her zaman stiregen degildir, cevre sicakligi ¢cok kisa
surelerde ani degisimler gosterebilir ya da ufak bir siginak kiglk bir canli i¢in hayatta
kalabileceg@i bir mikroklima saglayabilir. Degisken kosullar canlilarin dusuk cevresel
sicakliklara adaptasyonunu, ¢cok daha kompleks bir sekilde gelistirmeye itmigtir.
Soguk toleransi Uzerine Drosophila’da yapilan ge¢mis calismalar, ¢cogunlukla donma
alt sinirlari Gzerine odaklanmistir [25,26]. S6z konusu ydntemler farkl lokasyonlardan

toplanan populasyonlar arasi fark gosterdigi icin adaptasyon c¢alismalarinda siklikla
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tercih edilmistir. Ote yandan canlilar donma sicakhginin tstiindeki bir sicakliga uzun
sure maruz birakildiginda da Olebilir. Dahasi bireylerin 6limuayle son bulan bu
calismalar, soguk toleransinin kalitimiyla ilgili arastirmalarin 6nune engel tegkil eder
[26,137].

Arktik kusakta yasayan canli turleri arasinda yaygin olarak gorulen bir kigslama stratejisi
“kriyoprezervasyondur ve tek hdcrelilerden amfibi ve artropodlara kadar farkl
taksonlarda rastlanir [138-140]. Canli metabolik faaliyetlerine devam edemeyecegi
cevresel sicakliga maruz kaldiginda gegici bir donma fazina girerek, sicaklik tekrar
tercih ettigi aralija yukseldiginde donma fazindan ¢ikar. Bu faz birka¢g saat zaman
araliginda olabilecedi gibi aylarca surebilir [139]. Drosophila ile yapilan galismalar,
turin 0°C derece ve altindaki sicakliklara maruz birakildiginda, kriyoprezervasyon
benzeri kisa sureli “chill-coma” yani soguk komasina girdigi goérulmastir [2,13].
Cevresel sicakhigin 0°C dereceye dusmesi, canlinin sinir sistemini tetikler ve hizli bir
sekilde koma benzeri bir duruma sokar, komaya giren birey hareket kabiliyetini ve
beslenme kapasitesini kaybeder. Cevresel sicaklik tekrar tercih edilen araliga
doéndugunde ise kisa bir sure sonra iyilesme baslar [13,25,26].

1998 yilinda David ve arkadaslari, soguk komasindan kurtulma suresi (SKKS) igin bir
endeks olusturup, D. melanogaster'de anestezi altinda ¢alismak ve soguk toleransini
O0lgmek icin en ideal metot oldugunu gdsteren bir calisma yayinlamistir. Diger
yontemlerin aksine canl deneklerin lmemesi sayesinde ile devaminda ileri galismalar
yapmak artik mimkin hale gelmistir [26]. Bu ¢alisma Drosophila Uzerinde yapilan
soguk toleransi arastirmalari igin olduk¢ca 6nemli olmus ve farkli lokasyonlardan
toplanan dogal populasyonlar arasi anlaml bir fark oldugunun goértlmesi ile birlikte,
arkasindan gelen pek c¢ok arastirmanin metoduna temel olusturmustur
[8,9,12,24,26,89,137,141,142]. Devaminda farkli Drosophila tirleri tzerinde yapilan
calismalar, soguk komasindan kurtulma slresinin populasyonlar arasi farkl oldugunu

ve enlemsel klin gosterdigine isaret etmistir [8,137,143].

2.3.3. Viicut Agirhigi

Uzun sdreli kig kosullari, canlilarin termal sinirlarini zorladigi gibi aclik toleranslari igin
de segici bir etkendir. Canlilar aylarca surecek besinsiz ddnemde hem soguk kosullarda
hayatta kalmak hem de aclik ve dolayisiyla susuzluk ile basa ¢ikmak zorundadir. Stres
kosullari ile basa ¢ikmak icin farkh tolerans mekanizmalari birbiriyle etkilesim halindedir

[144]. Evrimsel suregte olusmus bu etkilesimleri anlamak, altinda yatan genetik
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mekanizmay! agiklayabilmek icin gok dnemlidir. Drosophila ile yapiimis ¢alismalarda,
vucutta bulunan yag miktarinin aglik ve susuzluk toleransi ile pozitif korelasyon iginde
oldugunu gosterilmistir [27,28,30]. Bu durum vicut agirhgr daha fazla olan bireylerin
achk ve susuzluk kosullarinda daha uzun hayatta kalabilecedi, uzun suren bir kisin
ardindan hayatta kalma olasiligini arttirdigi seklinde yorumlanabilir. Ote yandan D.
melanogaster ile yapilmig ¢alismalara gore, biriktirilen yag miktarinin, soguk toleransi
ve yasam Oykusu karakterleri Uzerinde 6nemli bir rol oynadigi gosterilmigtir [22,144].
Dusuk gevresel sicakliklardan gelen dogal populasyonlar ile yapilan ¢alismalarda vicut
agirhginin arttig1 goérulmustur [6,145]. Drosophila turleri ile yapilan ¢alismalar, aclk
toleransi ve vucut buyuklagu gibi kislama becerisi Uzerine etkili 6zelliklerin enlemsel
klin gosterdigini isaret eder [7,30]. Bu durum belki de aclik ve susuzluk gibi stres
toleranslar iligkili bagka 6zelliklerin enlemsellik gostermesinden kaynaklaniyor olabilir.
Biriktirilen lipit miktari ile birlikte artan vicut agirligi, yalnizca aglik ve susuzluk
toleransini degil, diyapoz ve dmur uzunlugu gibi baska 6zellikleri de etkileyen esas
faktor olabilir [30].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Arazi Galigmalari

Arastirma kapsaminda, 2018 yilinda Kampala - Uganda (0°), Hayfa - israil (32°), Arsuz,
Hatay - Turkiye (36°), Yesildz, Ankara - Turkiye (40°) ve Napoli - italya’dan (40°)
toplanmis dogal populasyonlardan olusturulan izodisi soy hatlari (dogadan toplanan tek
disinin kurucu olarak secildigi soy hatlari) kullaniimistir. Kullanilan populasyonlara ait
iklimsel degiskenler ve cografi bilgiler Cizelge 3.1.’de 6zetlenmistir.

Calismada kullanilan populasyonlar ayni yil igerisinde toplanmis dogal
populasyonlardan olusmaktadir. Kampala populasyonu Mayis 2018'de sehir
merkezinden Cem Onder tarafindan, Hayfa populasyonu Mart 2018'de sehir
merkezinden uzak, deniz kenarinda bir meyve bahgesinden Bengisu Subasi
tarafindan, Arsuz populasyonu Haziran 2018’de bir turunggil bahgesinden Esin Dural
tarafindan, Yesildoz populasyonu Temmuz 2018'de koy igerisinden GenVA Lab
tarafindan, Napoli populasyonu ise Ekim 2018 sehrin guneyinde, yaygin olarak
turunggil yetistirilen Massa Lubrense kasabasindan Nur Seda Coskun tarafindan

toplanmistir.

Cizelge 3. 1. Kullanilan populasyonlarin toplandiklari cografi bdlgelerin c¢evresel
kosullarini tanimlayan iklimsel ve cografi parametreler. iklimsel parametreler
populasyonlarin toplandigr 2018 yilina ait vyillik ortalama degerlerdir. Veriler

https://customweather.com/ adresinden alinmistir.

Toplandigi Maksimum Minumum Ortalama
P . 9 sicaklik  sicaklik Enlem Boylam Rakim (m)
Tarih o o Nem (%)
(°C) (°C)

Kampala May.18 29 17 85 0°18' K 32°34'D 1.200
Hayfa Mar.18 33 11 59 32°49'K  34°59'D 10
Hatay Haz.18 39 19 73 36°35'K  36°10'D 25

Ankara Tem.18 35 14 48 40°12'K  32°14'D 705
Napoli Eki.18 25 12 74 40°37' K 14°22'D 50
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Kampala populasyonu, Dogu Afrika’da, ekvator Uzerinde olmakla birlikte (0° 18' K) D.
simulans igin atasal olan bolgeye (Madagaskar) yakindir ve tropik bir bolge olmasi
nedeniyle galismaya dahil edilmistir. Yil boyunca ilkbahar ve sonbahar aylarinda iki kez
dusen tropik yagmurla, ¢cok yagisl ve gorece az yagisl donemler yasanmaktadir. En
yuksek yagis (163 mm) Nisan ayinda dugerken, en dusuk yagis ise Ocak (58 mm)
ayindadir. Yil boyunca sabit sicakliklar gozlenmektedir. Ortalama en yuksek sicaklik
(28,4°C) Ocak ve Subat aylarinda, en dusuk sicaklik (25,7°C) ise Temmuz ayinda
Olculmektedir. Yil iginde aylar arasinda en yuksek sicaklik farki 2,7°C’dir. Aylar
arasindaki en yuksek yagis farki ise 105 mm’dir.

Hayfa, Kampala ile boylamsal olarak ¢ok yakin olup, Afrika kitasinin kuzeyine de
oldukca yakin (32°49' K) olan bir sehirdir. Populasyonun toplandidi Hayfa Kuzey Yarim
Kire'nin 1liman bolgesinde yer alan, cografi konumu nedeniyle sicak-iliman Akdeniz
iklim kusagindadir. Yagish gin sayisi kis aylarinda fazla, bahar aylarinda ise daha az
olmakla birlikte yaz aylarinda mutlak bir kurakhk goéralur. Kiglar ilik ve yagish gecer; yil
boyunca ortalama en dusuk sicaklik (9°C) ve en yuksek yagis (155 mm) Ocak ayinda
goralur. Yazlar ise kurak ve sicaktir; ortalama en yuksek sicaklik (31,3°C) Agustos
ayinda, en dusuk yagislar ise Haziran, Temmuz ve Agustos aylarinda (0 mm) goéruldr.
Hatay populasyonu iskenderun ilgesinin Arsuz kdyiinde toplanmistir (36°35' K). Arsuz,
Kuzey Yarim Kire’nin ihman bolgesi sicak-1liman Akdeniz iklim kusagindadir. Yagislar
yil igcinde kig aylarinda artip, yaz aylarinda azalmakla birlikte diger mevsimler iginde
dengeli bir dagilim goralur. Kiglar ik ve yagisl gecer; ortalama en dusuk sicaklik
(5,8°C) ve en yluksek yagis (137 mm) Ocak ayinda gorilur. Yazlar ise az yagisl ve
sicaktir; ortalama en yuksek sicaklik (31,5°C) Agustos ayinda, en dusuk yagislar ise
Temmuz ayinda (7mm) goralur.

Ankara populasyonu Ankara’nin kuzeybatisinda bulunan Gudual ilgesinin Yesiloz
mahallesinden (40°12' K) toplanmistir, diger populasyonlar ile boylamsal olarak yakin
ve i1hman iklim kusaginda olmakla birlikte, rakim ve iklimsel Ozellikleri bakimindan
farkhdir. Y1l icinde yadislar kis aylarinda artip, yaz aylarinda azalmakla birlikte diger
mevsimler iginde dengeli bir dagihim gorulur. Kislar soguk ve yagighdir; ortalama en
dusuk sicaklik (-5,6°C) Ocak ayinda gorultrken, en yuksek yagis (106 mm) ise Aralik
ayindadir. Yazlar kisa, sicak ve kuraktir; ortalama en yuksek sicaklik (21,8°C) ve en
disuk yagis (32 mm) Agustos ayinda gorilir. Kirmir vadisinde bulunan Yesiloz

cevresine gore daha sicak ve nemli bir bolgedir. Ankara’nin sert kiglari ve kurak

26



yazlarindan farklihk gosterir. Bu nedenle karasal iklim kosullarinda yasayamayan
bircok bitki turine de ev sahipligi yapar.

Napoli populasyonu igin arazi c¢alismasi, Sorrento bdlgesindeki Massa Lubrense
kasabasinda (40°37' K) gerceklestiriimis olup, Yesiloz ile ayni enlemde olmakla birlikte,
farkli boylam, rakim ve iklim 6zellikleri nedeniyle kontrol populasyonu olmasi amaciyla
tercih edilmistir. Napoli, Kuzey Yarim Kure’nin timan bolgesinde sicak-iliman Akdeniz
iklim kusagindadir. Yagislar sonbahar ve kis aylarinda yuksek, yazin ise azalmakla
birlikte bahar aylari da kismen az yagis almaktadir. Kislar ilik ve yagiglidir; ortalama en
dusuk sicaklik (6,6°C) Subat ayinda gorulurken, en yuksek yagis (117 mm) ise Kasim
ayindadir. Yazlar, sicak ve az yagisldir; ortalama en ylksek sicaklik (28,7°C) Agustos
ayinda ve en dusuk yagis (20 mm) Haziran ayinda goruldr.

Calismada kullanilan populasyonlarin toplandigi bolgeler Sekil 3.1°de yer alan haritada
verilmektedir.

' Napoli _40° ' Ankara 40°

' Hatay 36°

, Kampala 0°

Sekil 3. 1. Populasyonlarin toplandidi bolgeler ve enlem dereceleri.

Dogadan toplanan sinekler tuzaklardan standart besiyeri igeren tuplere aktarilarak,
Hacettepe Universitesi Biyoloji Bolimu  Genetik Varyasyon ve Adaptasyon

Laboratuvari’'na getirilmis ve ivedi bir sekilde tur tayini yapilmistir. Dogadan toplanan
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sinekler tur tayininden sonra eseylerine ayrilarak izodigi soy hatlari olugturmak igin her
bir digi, standart besiyeri iceren tuplere ayri ayri alinmigtir.

D. simulans ve D. melanogaster morfolojik olarak birbirine gok benzer turlerdir. Bu iki
turd birbirinden ayirt etmek igin, stereo mikroskop altinda, disilerde abdomendeki son
tergumun lateralde gosterdigi renklenme farki (Sekil 3.2.) tur tayini icin kullanilan bir
karakterdir. Ancak, pigmentasyon bireyler arasinda yuksek varyasyon gosterdigi i¢in

bu yontem gulvenilir degildir.

2/

1

Sekil 3. 2. D. simulans ve D. melanogaster disi bireylerinin abdomenin son

tergumundaki pigmentasyon farkhligi [146’dan alinmistir].

D. simulans bireylerinde canli olarak tur tayini yapmanin en kesin yontemi erkek
bireylerde mumkun olmaktadir. Erkek bireylerin genitalyasinda bulunan ve D.
simulans’a 6zgu oldugu bilinen genital ark (Sekil 3.3.) yapisi stereo mikroskop altinda
incelenerek erkek bireyler icin tar ayrimi gercgeklestirilebilir. Dogadan gelen disi
bireylerde tur tayinini kesin olarak yapabilmek igin digiye ait F1 yavru dolunun erkek
bireylerini kullanarak yapilan tur tayini ise en guvenilir yontemdir. Bu g¢alismada
araziden toplanan disi bireylerin yavru doél erkekleri kullanilarak soy hatlari D. simulans
ve D. melanogaster olarak ayrilmis ve tur teshisi tamamlandiktan sonra soy hatlari

kodlanarak laboratuvarda standart kosullar altinda kaltare alinmigtir.
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D. simulans D. melanogaster

\

Sekil 3. 3. D. simulans erkek bireylerinde genital ark yapisi ve D. melanogaster

bireylerinden farkliligi [147°den alinmigtir].

3.1.1 izodisi Soy Hatlari Olusturulmasi

Bu tez galismasi kapsaminda dogadan toplanan soylar izodisi soy hatlari (isofemale
line) olarak kiiltiire alinmistir. izodisi soy hatlari elde etmek icin dogadan getirilen her
bir disi ayri bir tipe alinarak bu disiden meydana gelen déller kusaklar boyunca
surdurtlmektedir. Drosophila ¢alismalarinda izodisi soy hatlari atasal populasyona ait
genetik varyasyonu en iyi temsil eden metotlardan biri olarak kullaniimaktadir.
Laboratuvarda seleksiyonun uzun yillar boyunca ¢ok diusuk oldugu bilinen izodisi soy
hatlari populasyonlarin sahip oldugu genetik cesitliligi anlamak igin oldukga dnemli
araclardir [148].

3.1.2. Soylarin Kiiltiire Edilmesi

Drosophila’larin kiltaru igin laboratuvarimizda kullanilan standart besiyeri (1 litre su igin
45 g misir unu, 50 g seker, 35 g maya, 10 g agar, ve 5 ml Propiyonik asit ile 7 ml alkol
icerisinde c¢ozdiriilen 1.4 g metil paraben) ile yapilmistir. igerigindeki misir unu; D.
simulans bireyleri i¢in karbonhidrat, vitamin ve mineral kaynagi, seker karbonhidrat
kaynagi, maya protein kaynagi, agar katilastirici, propiyonik asit ve metil paraben
¢Ozeltisi ise koruyucu olarak kullaniimaktadir.

D. simulans’in yasam dongusu standart kosullar altinda (25°C sicaklik, %55 — 60 nem
ve 12:12 aydinhk/karanlk fotoperiyod); 1 gtin yumurta, 1 gln birinci larva evre (L1), 1
gun ikinci larval evre (L2), 2,5-3 gln Uglncl larval evre (L3) ve 3,5-4,5 glin pupa
evresinden sonra ergin birey olusumu seklinde yaklasik 10 gun surer (Sekil 3.4.).
Soylar 21°C sicaklik, %55 — 60 nem ve 12 saat aydinlk, 12 saat karanlik isik periyodu

saglayan Nuve marka (TK600) iklim kabinlerinde tutulmustur.
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Ortalama her 21 gunde bir kulttrler yenilenmistir. Bunun igin ergin bireyler taze
besiyerine aktarilmig, besiyerindeki larval rekabeti onlemek i¢cin 3 gun yumurta
birakmalari i¢in beklenmis ve daha sonra tum ergin bireyler tiplerden uzaklastirilmistir.
Bu sekilde farkli kusaklarin birbiriyle cakismasi da énlenmigtir. Yaklagik 15 gin sonra
yeni kusag@a ait ergin bireyler pupadan ¢gikmaya baglamis ve 21. glinde yeniden kultar

yapilmistir.

OO I \\
312-412gin OEmbrlyo

Pupa " 3
1 gun
Birinci
larval
. 1 gi‘V
Ugiincii i A I
larval evre 1 gin ~lKincl larva

evre

Sekil 3. 4. D. simulans’'n 25°C sicaklikta hayat donglsu [168’den dedistirilerek

alinmigtir]

Deneye alinan tum soy hatlarn 6-12 ay boyunca standart laboratuvar kosullarinda
kultire edilmis ve ortak laboratuvar kosullarinda yasamaya alistiriimis soylar haline
getirilmistir. Bu sayede fenotipik esneklik ve genotip - cevre etkilesimi belirli bir

derecede kontrol altina alinmistir.

3.2 Reprodiiktif Diyapoz
3.2.1. Deneyde Kullanilacak Bireylerin Toplanmasi
Deney icin kullanilacak bireylerin toplanmasi icin oncelikle kulturlerin ¢ogaltiimasi

gerceklestiriimigtir. Ortak kosullarda (21°C sicaklik ve %60 nem saglayan 12:12
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aydinlik/karanlik fotoperiyot) Drosophila tuplerinde kulturde bulunan soylara ait 3-7
gunluk geng ve saglikh 30 digi ve 30 erkek birey, CO. yardimiyla anestezi altinda
secilmis, 50 ml standart besiyeri iceren Drosophila siglerine toplanmis ve siseler 25°C
sicaklik, % 60 nem, 12:12 aydinlik/karanlk foto periyot saglayacak iklim kabinlerine
alinmistir. Bireylerin giftlesmesi ve yumurta birakmasi icin 2 gin beklenmis ve 2. giinun
sonunda tim ergin bireyler siselerden uzaklastiriimistir. Yaklasik 10 gin sonra ergin
bireyler pupadan gikmaya basglamistir, ilk pupa ¢iktiktan 5 gin sonra pupalarin buyuk
bir cogunlugu acildiginda, sisedeki 3-5 gunluk geng ve saglikli 30 disi ve 30 erkek birey
tekrar CO2 yardimiyla toplanmig 50 ml standart besiyeri igeren Drosophila siselerine
toplanmis ve siseler 25°C sicaklik, %60 nem, 12:12 aydinlik/karanlk foto periyot
saglayacak iklim kabinlerine alinmistir. iki kusak boyunca tim soylar ayni kosullarda
cogaltiimig ve deney igin her bir soy hattina ait yeterli sayida bireye ulasiimigtir.

ikinci kusak kurulduktan yaklasik 10 giin sonra her bir soy hatti icin erginler pupadan
¢cikmaya baslamistir. Cikislarin oldugu ilk gtin tim bireyler siselerden uzaklastirilmis ve
ikinci gnden itibaren ¢iftlesmemis disi erginler (virgin disiler) toplanmaya baglanmistir.
Ciftlesmis disiler ile hi¢ cifttesmemis virgin digilerin, disi vicudundaki spermin disinin
ureme hormonlari Uzerine etkisi oldugundan [132,149] ureme ile ilgili fenotiplerde
gOsterecegdi cevaplar farkllik gosterebilir. Bu nedenle deneyimizde tum bireyler, virgin
digiler olarak secilmistir.

Virgin bireyler toplamak igin, sabah siselerin igindeki tim bireyler uzaklastiriimis ve
sonrasindaki her 2 saatte bir tim bireyler toplanmig, CO, yardimiyla anestezi altina
alinarak stereo mikroskop altinda digiler secilmis ve 7 ml standart besiyeri igeren
tiplere toplanmistir. Her tlipte 15 adet birey olacak sekilde toplanip, Gzerine soya ait
kinye bilgileri ve toplandigi tarih yazilarak, ayni gin diyapozu indukleyici kosullar

saglayacak iklim kabinlerine alinmistir.

3.2.2. D. simulans i¢in Belirlenen Reprodiiktif Diyapoz Kosullari

Reproduktif diyapoz, dogada farkli mevsim degiskenlerine maruz kalan Drosophila
turlerinde rastlanan adaptif bir davranistir. Dogada farkli degiskenlere karsi verilen bu
cevabin laboratuvarda induklenmesi igin, farkh 1sik donguleri ve dusuk sicaklik
kullanilmasi yaygindir. D. simulans ile yapilan diyapoz ¢alismalarinin azligi nedeniyle,
literattiirde hentz standart bir reproduktif diyapoz kosulu belirlenememistir. Bu nedenle
on denemeler yapilarak uygun kosullar belirenmeye calisiimigtir. Fotoperiyot sabit

tutularak, sicaklik 8°C, 10°C, 11°C ve 12°C olarak degistirilmis ve D. simulans soylari
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igin, populasyonlar arasi varyasyonlarin en iyi 11 £ 0.5 °C sicaklik, %60 nem ve 10:14
aydinlik/karanlik fotoperiyot kosullarinda goruldugu tespit edilmistir.

Her soya ait en az 5 replika olacak sekilde 75 birey toplanmig, 10:14 aydinlik/karanlik
fotoperiyot kogullarinda ve 11°C’de diyapoz kosullari saglayan iklim kabinlerinde 28
gun boyunca tutulmustur. Herhangi bir besin kithgina sebep olmamak igin, ikinci
haftanin sonunda tim bireyler taze besiyeri iceren tlplere transfer edilmistir. 28. ginun

sonunda tim bireyler -20°C’de oldurtlmus ve ovaryum diseksiyonu gerceklestiriimistir.

3.2.3. Ovaryum Diseksiyonu

Laboratuvar kosullarinda, D. simulans bireylerinin en erken ne zaman diyapoz cevabi
gOstermeye basladigi ve ne zaman diyapozdan ¢iktiginin anlasiimasi igin, gesitli 6n
denemeler yapilmistir. Diyapoz kosullarindaki bireylere 14, 21, 28, 35 ve 42. gunlerinde
diseksiyonlar gerceklestiriimistir. On denemelerimiz 28. ginin, diyapoz cevabini
gormek igin optimum bir stre oldugunu gostermis ve literatirdeki mevcut dnerilen
metotlari da desteklemistir [20].

Diseksiyon, Leica marka stereo mikroskop altinda ve PBS (Fosfat tamponlu salin,
ph=7.4) tamponu iginde, bir adet diseksiyon ignesi ile abdomenin Ust kismindan
sabitlenen bireyin, diger diseksiyon ignesi ile abdomenin ucundan tutulup gekilerek

(Sekil 3.5.) disekte edilmesi ile gergeklestirilmistir.

ey

Sekil 3. 5. Ovaryum diseksiyonu gerceklestiriimesi. Birey abdomenin anterior
kismindan sikica tutulur. Pens ya da diseksiyon ignesi yardimiyla abdomenin posterior

ucundan tutulup nazikge ¢ekilir ve Ureme organlari vicut boslugundan disari c¢ekilir.
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Ovaryumlarin disari ¢ikmamasi durumunda abdomene nazikge bastirilarak tum

ovaryumlarin disari ¢ikarilmasi saglanir.

Sekil 3.6’da goruldugu Uzere, her iki ovaryumda da oosit gelisimi King tarafindan [150]
belirlenen 8. asamada ya da altinda ise “diyapozda” (D) olarak siniflandiriimis,
ovaryumlarin birinde tam gelismis yumurtalar bulunup digeri diyapoz halindeyse ya da
her iki ovaryum da tam gelismis bir adet yumurtaya sahipse “arada” (ID) olarak
siniflandinimis, her iki ovaryum da tam gelismis yumurtalara sahipse “diyapozda degil”
(ND) olarak siniflandiriimigtir (Sekil 3.7).

10 12

6 8
~ D) : 9

13-14
Olgun yumurta
hiicres:

Sekil 3. 6. King'in belirlemis Drosophila yumurtalarinin gelisim asamalari [150’den

alinmigtir].

Literature gore iki ovaryumdan herhangi biri en az bir gelismis yumurtaya sahipse
“diyapozda degil” olarak siniflandirilir. “Arada” olarak siniflandirilan bireyler diyapozda
olmadigi dusunulmektedir, 6te yandan tam olarak Uremeyi basarip bagaramadiklari
bilinmemektedir. Literatirde bu konuda yeterli bilgi olmadigindan, siniflandirma Gg
asamada yapilmasina karsin, analizlerde “arada” olan bireyler de “diyapozda degil”

olarak kabul edilerek gercgeklestiriimistir.
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Sekil 3. 7. Ovaryumlarin siniflandiriimasi; A. diyapozda degil, B. arada ve C. diyapozda
[20,151’den alinmigtir].

3.4. Soguk Komasindan Kurtulma Siiresinin (SKKS) Olgiilmesi

3.4.1. Deneyde Kullanilacak Bireylerin Toplanmasi

Deney icin kullanilacak bireyler 2 kusak boyunca reproduktif diyapoz deneyi ile ayni
kosullarda ¢ogaltiimistir. Calismanin gevre kosullarindan etkilenmesini énlemek igin,
¢ogaltma kosullarinin, her soy igin standart olarak uygulanmasi 6nemlidir. 50 mi
besiyeri iceren Drosophila siselerine, her siseye 30 disi ve 30 erkek olacak sekilde 60
birey konulmus ve tim erginler ikinci gunun sonunda besiyerinden uzaklastiriimigtir.
Kosullarin standart olarak uygulanmasi sonucu her larva ve erginin benzer kosullarda
gelisimini tamamlayip beslendigi kabul edilmistir.

Cogaltma siselerindeki erginlerin cikisini takiben toplama islemine gecilmistir. ilk giin
cikan sineklerin tima siselerden uzaklastiriimig, ikinci gln ¢ikis yapan bireyler, CO2
yardimiyla anestezi altinda esey ayri her tupte 10 birey olacak sekilde taze besiyeri
iceren tuplere transfer edilmigtir. Ayni islem yeterli sayida birey elde edilene kadar
uguncu ve dorduncu gun tekrar edilmistir. Tum bireyler 5 gun boyunca taze besiyeri
iceren tUplerde standart kosullarda (25°C sicaklik, %60 nem, 12:12 aydinlik/karanhk
fotoperiyot) tutulmus, besinci ginin sonunda, 3’er replika halinde 30 disi ve 30 erkek

olmak Uzere her soy icin toplam 60 birey deneye alinmistir.

3.4.2. Soguk Komasindan Kurtulma Siiresinin Olgiilmesi

Deneyde kullanilacak bireyler 1si transferinin daha homojen olmasini saglamak igin
cam tuplere transfer edilmis ve tlplere bireylerin kiinyesi not edilmistir. Sekil 3.8.’da
gOrllecegdi gibi cam tlpler sirali olarak, 0 + 0,4°C sicaklikta buz igceren, 1siyl muhafaza

eden strafor kdpuk kutulara yerlestirilmistir.
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Sekil 3. 8. Deneye alinan ergin bireylere soguk uygulamasi i¢in kullanilan dizenek.

Cam tupler igerisinde bulunan erginler bir saat boyunca buzda bekletilerek, soguk
komasina girerek bayilmalari saglanmigtir. Bir saatin sonunda tlpler buzdan gikarilarak
kronometre calistiriimistir. TUplerin igindeki bireyler petri kaplarina transfer edilerek

kaplarin Gzerine bireylerin kiinyeleri not edilmistir (Sekil 3.9.).

Sekil 3. 9. Soguk komasindan kurtulma surelerini gézlemlemek i¢in soguk komasina

giren bireylerin petri kaplarina aktariimasi.

Sekil 3.10.’de gorllecegi Uzere bireyler 6 bacak Uzerinde durduklari an komadan
kurtulma ani olarak kabul edilerek ayilma suresi not edilmistir. Gézlem son birey soguk

komasindan kurtulana kadar devam ettirilmigtir.
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Sekil 3. 10. Solda soguk komasina girmis baygin bir ergin, sagda ise soguk

komasindan kurtularak 6 bacak uzerinde duran ergin Drosophila [152’den alinmistir].

Bireylerin komadan ¢ikma suresinin gevresel degiskenlerden en az sekilde etkilenmesi
igin, her deney ayni laboratuvarda, benzer 1sik ve gevresel sicaklik kosullari saglanarak

gerceklestirilmigstir.

3.3. Vicut Agirhgi

3.3.1. Deneyde Kullanilacak Bireylerin Toplanmasi

Deney icin kullanilacak bireyler 2 kusak boyunca reproduktif diyapoz deneyi ile ayni
kosullarda cogaltiimigtir. Yapilan c¢alismanin besin miktari, rekabet gibi cevresel
etkilere olan hassasiyeti dolayisiyla ¢ogaltma kogullarinin, her soy igin standart olarak
uygulanmasi énemlidir. 50 ml besiyeri iceren Drosophila siselerine, her siseye 30 digsi
ve 30 erkek olacak sekilde 60 birey konulmus ve tim erginler ikinci ginin sonunda
besiyerinden uzaklastinimigtir. Kogullarin standart olarak uygulanmasi sonucu her
larva ve erginin benzer kogullarda gelisimini tamamlayip beslendigi kabul edilmigtir.
Cogaltma siselerindeki erginlerin cikisini takiben toplama islemine gecilmistir. ilk giin
cikan sineklerin tumu siselerden uzaklastiriimis, ikinci gun ¢ikis yapan bireyler, tup
basina yaklasik 30 adet olacak sekilde, 7 ml taze besiyeri dékilmis Drosophila
tiplerine alinmigtir. Ayni iglem yeterli sayida birey elde edilene kadar Uguncu ve
dorduncu gun tekrar edilmigtir. Tum bireyler 5 guin boyunca taze besiyeri iceren
tiplerde standart kosullarda (25°C sicaklik, %60 nem, 12:12 aydinhk/karanlik
fotoperiyot) tutulmus, besinci ginin sonunda CO: yardimiyla anestezi altinda 50 digi
ve 50 erkek secilmis, esey ayri olacak sekilde mikrosantriflij tlplerine konularak,
ustlerine ait oldugu soyun kunye bilgileri not edildikten sonra -20°C sicaklikta

oldurdlmastar.
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3.3.2. Viicut Agirhgi Olgiimiiniin Gergeklestirilmesi

Olglim yapmak igin, her soya ait 10 disi ve 10 erkek olmak tizere toplam 20 adet birey
kullanilmigtir. Sekil 3.11."de gorllecegdi gibi her birey mikrosantriflj tiplerine tek tek
konulmus, her soy disiler ve erkekler sirali olacak sekilde dizilmis ve soya ait bilgiler

tupler Gzerine not edilmistir.
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Sekil 3. 11. Vicut agirhgi olgimleri dizenedi a. Bir soya ait bireylerin tartim igin

hazirlanmasi. b. Her bir tipe tek bir bireyin yerlestiriimesi.

Tlplerin kapaklari agik olarak 65°C sicaklik ve kuru etivde en az 3 gun boyunca
bekletilerek viicut sivilarinin tamamen kurutulmasi saglanmistir. Ugiincli glniin
sonunda, kurutulmus bireylerin vicut butinligdini bozmadan ve statik elektrik
olusumunu 0Onleyecek sekilde sinekleri transfer etmek icin, Sekil 3.12.’da goérulen ucu
kesilmis 1 ml’lik mikropipet uglarindan yapilmig 6zel aspirator kullaniimigtir. Kuru vicut
agirhg (KVA), Hacettepe Universitesi ileri Teknolojiler Uygulama ve Arastirma
Merkezi'nde (HUNITEK) bulunan Sartorius® marka Cubis® Micro Balance model

hassas terazi ile 6lgliimus ve sonuglar not edilmistir.
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Sekil 3. 12. Vicut agirligi délgimleri. a. Bireylerin transfer edilisi b. Bireylerin tartiya

yerlestiriimesi c. Bireylerin agirliklarinin élgimu.

3.5. Molekiiler Analizler

3.5.1. DNA izolasyonu

Molekuler analizleri gerceklestirmek uUzere, oOncelikle deney soylarina ait DNA
izolasyonu yapilmistir. izolasyon, Pure-Link Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen) ile
Ureticinin firmanin belirledigi protokol takip edilerek gerceklestirimistir.

Her soya ait 10 adet erkek birey steril mikrosantriflij tiplerine konulmus, tlplerin Gzerine
soylara ait kiinye bilgisi yazilmis ve -20°C sicaklikta dlduruldikten sonra izolasyon
islemine baslanmistir. Protokole gore izolasyon islemi gercgeklestiriimis ve steril
mikrosantriflj tUplerine aktarilan DNA’larin konsantrasyonu Nanaospektofotometre
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(BioSpec - Shimadzu) ile 6lgtlmis, uygun miktar ve saflikta olan DNA’lar kullaniimak
uzere -20°C’de saklanmistir.

3.4.2. InR Gen Bolgesinin Amplifikasyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) icin, InR gen bdlgesi Uzerinde D. melanogaster’de
varyasyon gosterdigi bilinen 1. ekzonun yaklasik 250 b¢ uzunlugunda bir bolgesi [16]
(Sekil 3.13.) amplifiye edilmistir. ligili bélgenin INR amplifikasyonu igin F: 5'-CAA TAT
CTTTAG CAACTGTCAC-3,veR:5-TTT AGG GCT TAA ACT CAG TC-3' primerler

kullaniimigtir.

GGCGGAACAAATAGAAGAAAAATTGCATTCCAACTGAAGTGAAATATTTGTTGCGCTTTT
CGGCTGCAACAGAGTGTGAGAGCGGGACGAAAGATGATTACCTAGCGGGGGTGAGAGAGA
CCCAAAAAGCGAAAGCAGAACTCGTGGAAAGCTGAAAATTTGAGGAAACAATTTCATAAT
ACGAATAGAAACACCGCAATATGTTCAATATGCCACGGGGAGTGACAAAAAGTAAATCCA
AGCGTGGGAAAATTAAGATGGAAAACGATATGGCAGCAGCAGCAACAACAACAGCCTGCA
CGCTTGGACACATTTGTGTTTTGTGCCGGCAAGAAATGTTGCTGGATACATGTTGCTGCC
GGCAAGCAGTAGAAGCAGTTGACAGCCCCGCAAGCAGTGAAGAAGCGTATAGCAGTAGCA
ACAGCAGCAGCTGTCAAGCAAGCAGTGAAATCAGTGCGGAGGAGGTCTGGTTTCTCAGTC
ATGATGATATCGTACTGTGCCGCAGACCAAAATTTGACGAAGTGGAGACGACGGGTAAAA
AGAGGGACGTTAAATGCAGCGGGCATCAGTGCAGCAATGAATGCGACGATGGCAGCACGA
dd326d3LtR05825285E554d4aCkdd e AL acaatatittec
GAACATTGCAATCGCTGCTGCTGCTCATGTTCAATTGCGGCATTTTCAACAAGCGACGCA
GGCGGCAGCATCAGCAGCAGCATCATCATCATTATCAGCATCATCATCAGCAGCATCATC
AGCAGCATCATCAGCGGCAGCAAGCCAATGTTAGTTACACAAAATTCCTATTGCTGCTAC
AAACACTGGCAGCAGCAACCACAAGACTGAGTTTAAGCCCTAAAAACTACAAACAACAAC
AACAACTACAGCATAACCAACAGCTGCCACGTGCCACACCGCAACAAAAGCAACAAGAGA
AAGATAGGCATAAGTGCTTTCACTACAAGCACAATTACTCTTACTCGCCTGGCATTAGCC
TTCTACTCTTTATCCTACTGGCCAACACATTGGCCATCCAAGCGGTCGTGTTGCCAGCAC
ATCAGCAGCACCTGCTGCACAATGATATAGCCGATGGACTGGATAAAACAGCGCTTTCGG
TGTCGGGGACGCAATCGCGATGGACAAGGAGCGAATCAAACCCAACAATGCGACTGTCAC

5 WBGEdBlldd38E83454d

gcacgagactgacagatactaatag dacacettatag ATCC
ATGGACATCAGGAACATGGTGTCGCACTTCAATCAGCTGGAGAACTGCACGGTCATCGAG
GGCTTCCTGCTGATCGATTTGATAAACGACGCCAGCCCTCTGAACAGAAGCTTTCCAAAA
CTGACCGAGGTCACAGATTATATCATAATCTACCGTGTGACTGGATTGCACTCGCTGTCA
AAGATCTTTCCCAATCTGAGCGTCATTAGGGGAAACAAGCTGTTCGACGGATATGCCTTG
GTCGTCTACTCGAATTTCGACCTCATGGATTTGGGACTTCACAAGCTACGATCCATAACC
AGAGGCGGTGTGCGGATTGAGAAGAATCATAAGCTGTGCTATGATAGGACCATCGATTGG

Sekil 3. 13. Sar ile isaretlenmis primerlerin arasindaki yaklasik 250 bg¢’lik boélge
cogaltiimigtir.
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Denemeler sonucu amplifikasyonun basariyla gerceklestigi PZR dongusu
belirlenmigtir. ilk olarak DNA zincirini denatiire etmek igin 2 dakika boyunca 94°C
sicaklik, primerin baglanmasi ve zincirin sentezlenmesi igin 30 dongu boyunca; 30
saniye 94°C, 30 saniye 51,5°C, 1 dakika 72°C sicaklik ve en son zincirin uzatiimasi ve
Uzerindeki hatalarin onarimi i¢in 10 dakika 72°C sicaklik olarak uygulanan PZR
dongusu kullaniimistir.

PZR amplifikasyonu SimpliAmp (Thermo) PZR cihazi ve 50 ul stok c¢ozelti ile
gerceklestirilmigtir, hazirlanan ¢ozeltinin icerigi ve miktarlari Cizelge 3.2'de belirtildigi
gibidir.

Cizelge 3. 2. 50 ul PZR ¢ozeltisi icerigi ve miktarlari.

. Final Omek

Bilesenler Basina
Konsantrasyon :
Hacim (ul)

dNTP 2 mM 4
MgCl2 2 mM 2
Tampon 1X 5
ileri (5) primer 0,4 pmol 2
Geri (3') primer 0,4 pmol 2
Taqg polimeraz 1 Unite/(pl) 0,025
DNA 1 (ug) 2
itjerll ve distile 32.75

Her 6rnege ait 6 pl amplifikasyon Urand %2’lik agaroz jel’de 100 b¢ hassasiyette DNA
markorl ile yaklasik 100 volt akim ile elektroforezde yuratalmustar. Sekil 3.14°de
goéruldugu uzere, 250 - 300 bg¢ hizasinda elde edilen net ve parlak bantlara ait
amplifikasyon Urlnleri hizmet alimi ile sekans analizine gdnderilmis, basarisiz olan

arunler icin amplifikasyon asamasi tekrar edilmistir.
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Sekil 3. 14. InR gen bolgesine ait PZR Urunlerinin agaroz jelde goruntulenmesi.

Hizmet alimi sonucu elde edilen sekanslara ait kromotogram MEGA7 [102] adl
program kullanilarak goruntilenmis (Sekil 3.15.) ve ayni program ile hizalanmig (Sekil

3.16.) ve polimorfizmler belirlenmigtir.

e=0 T itor (/L k $ebnem Onder 181219/C12+Ug-14-InRF.ab1)

E=sleoe FOOY »w A E

50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 15
3CGACGCAGGCGGCAGCATCAGCAGCAGCATCAACATCATCATCAGCATCATCCGCAGCATCATCATCAGCAGCATCATCAGCGGCAGCAAGCCCATGTTAG

G A ;.ummlm

Sekil 3. 15. InR gen bdlgesine ait sekans sonuglarinin kromatogram gértntisu.
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[ ] ® MX: Alignment Explorer (Hayfaall.fas)
(=Bl %EmE e F 0 & x + 2 ar Q8
Translated Protein Sequences

Species/Abbrv
1.1s-3
2.1s-33
3.1s-22
4.1s-11

5. I1s-32
6.1s-13
7.1s-8
8.1s-4
9.Is-14
10. Is-21F
1.15-21R
12.1s-29
13.1s-9
14.1s-5
15. Is-28
16. 1s-16

C
C
c
c
&
C
1]
c
&
1
1]
c
G
C
1]
c

0000000000000 00O0
CO0O00000000000000
0000000000000 0O0O0
0O000000000000000
0O0000000000O00O0000O0
0O0O00000000000000
0O00000000000000O0
CO0O0000000000000O0
0000000000000 00O0
CO00000000000000
0O0000000D000000O0O0
0000000000000 0O0O0
0O00000000000000O0
0C00000000000000O0
0O00000000000000O0
0O000000000000000
' ' '
P00 0000000000O0
' ' '
0O00000000000000O0
0O000000000000000

000000000000

Sekil 3. 16. InR gen bolgesine ait sekans sonuglarinin hizalanmasi. (-) delesyonu ifade

eder.

3.5. istatiksel Analizler

Bes populasyondan secilen 75 soya ait diyapoz verileri; diyapozda (D), arada (ID),
diyapozda degil (ND) seklinde kategorilendirilmigtir. Analizler sirasinda ID durumunda
olan bireylerde az da olsa yumurta Uretimi baslamis oldugu igin ND olarak kullaniimistir.
Soylara ait diyapoz frekansi SPSS (v.20) istatistik programi [169] yardimiyla
hesaplanmistir. Populasyonlar arasi diyapoz frekansinin analiz edilmesi igin, Pearson
ki-kare testi gerceklestirilmistir. Ayni test populasyona ait soylarin yani populasyon igi
karsilastirmalarin analizinde kullaniimistir. Elde edilen veriler R programinda (v.4.0.2)
[170], “ggplot2” [45], “dplyr” [72], “forcats” [73], “hrbrthemes” [85] ve “viridis” [93]
paketleri kullanilarak goérsellestiriimistir. Diyapoz deneyinin sonlandidi 28. gliin, deney
suresince Olen bireyler not edilmis ve &lenler (0), hayatta olanlar (1) olarak
kategorilendirilmigtir. SPSS (v.20) programi kullanilarak, populasyonlarin soguk
kosullarda hayatta kalma frekanslari hesaplanmistir. Elde edilen veriler, diyapoz
frekansi ile bagiml iki 6rneklem t testi ile karsilastiriimigtir.

Bes populasyondan segilen 75 soya ait bireylerin soguk komasindan kurtulma sureleri
dakika, saniye ve salise bazinda kaydedilmistir. Sre verisi tamamen saliseye ¢evrilmis
ve analizler salise birimi Uzerinden gercgeklestirilmistir. Verilerin normal dagilip
dagiimadigi SPSS (v.20) programinda Kolmogorov Smirnov testi ile analiz edilmistir.
Normal dagiimadigi gorulen veriler e tabaninda logaritma (Ln) tabaninda
donusturilmis, devaminda yapilan tum analizler Ln tabaninda salise verisi ile
gerceklestirilmigtir.

SKKS verisine ait populasyonlar arasi ortalama degerler SPSS (v.20) programi
kullanilarak analiz edilmistir. Eseyler arasi dimorfizmin belirlenmesi igin SPSS (v.20)
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kullanilarak eseyler arasi bagimsiz t testi yapiimistir. Eseyler arasi farkin yuksek olmasi
nedeniyle devaminda vyapilan tum analizler eseyler icin ayrn ayri olarak
gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler “dogrusal model” ile sonrasinda post-hoc testleri
ile analiz edilmistir. Analizler R programi (v.4.0.2) [170] kullanilarak gerceklestirilmigtir.
Analizde “ImTest” [75], “Ismeans” [76], ve “emmeans” [167], paketleri kullaniimig, model
olustururken i¢ ice gegmis rassal (random) faktorler bulundugundan dogrusal model
olan “Im” fonksiyonu kullanilarak analizler yapilmistir. Model igin sabit etkili (fixed effect)
olarak “populasyon” belirlenmistir. Rassal etkili (random effect) olarak da “soy hatti” ve
“replikalar’, populasyon ile i¢ ice (nested) gecirilmistir. ikili kargilagtirmalar igin “Tukey”

post-hoc testi kullaniimigtir. SKKS igin eseyler ayri olarak kullanilan model

Im(LNSKKS ~ Pop + (1:Soy/Pop) + (1:Rep/Soy/Pop))

seklinde olusturulmustur. Ayni test kullanilarak, populasyon iginde soylar arasi fark

analiz edilmistir. Kullanilan model:

Im(LnSKKS ~ Soy + (1:Rep / Soy))

Elde edilen veriler R programi (v.4.0.2), “ggplot2” [45], “dplyr” [72], “forcats” [73],
“hrbrthemes” [85] ve “viridis” [93] paketleri kullanilarak gorsellestiriimistir.

Bes populasyondan secilen 74 soya ait bireylerin kuru vucut agirhgr kaydedilmigtir.
SPSS (v.20) adh program kullanilarak Kolmogorov Smirnov testi ile veriler analiz
edilmisg, verilerin normal dagildigi goralmustar.

KVA verisine ait populasyonlar arasi ortalama degerler SPSS (v.20) adli program
kullanilarak analiz edilmistir. Eseyler arasi farkin belirlenmesi i¢cin SPSS (v.20)
kullanilarak eseyler arasi bagimsiz t testi yapilmistir. Eseyler arasi farkin istatistiksel
olarak anlamli olmasi nedeniyle devaminda yapilan tUm analizler eseyler ayri olarak
gerceklestiriimistir. Elde edilen veriler “dogrusal model” ile sonrasinda post-hoc testleri
ile analiz edilmistir. Analizler R programi (v.4.0.2) [170] kullanilarak gerceklestirilmistir.
Programda “ImTest” [75], “Ismeans” [76], ve “emmeans” [167], paketleri kullaniimis,
model olustururken i¢ ice gegcmis rassal (random) faktérler bulundugundan dogrusal
model olan “Im” fonksiyonu kullanilarak analizler yapilmistir. Model i¢in sabit etkili (fixed

effect) olarak populasyon belirlenmistir. Rassal etkili (random effect) olarak da soy hatti
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ve replikalar, populasyon ile i¢ ice (nested) gegirilmistir. ikili kargilastirmalar igin “Tukey”

post-hoc testi kullaniimigtir. KVA igin eseyler ayri olarak kullanilan model

Im(KVA ~ Pop + (1:Soy/Pop) + (1:Rep/Soy/Pop))

seklinde olusturulmustur. Ayni test kullanilarak, populasyon icinde soylar arasi fark

analiz edilmistir. Kullanilan model:

Im(KVA ~ Soy + (1:Rep / Soy))

Elde edilen veriler R programi (v.4.0.2) [170], “ggplot2” [45], “dplyr” [72], “forcats” [73],

“hrbrthemes” [85] ve “viridis” [93] paketleri kullanilarak gorsellestiriimigtir.

Bes populasyondan secilen 75 soya ait InR gen bdlgesinin sekansi yapilmig diziler,
MEGA versiyon X [102] adli program ile hizalanmis ve aleller ve SNP’ler belirlenmisgtir.
Dizilerin polimorfik bolgeleri R programi (v.4.0.2) [170] “haplotypes” [135] paketi
kullanilarak gorsellestiriimistir ve soylara ait indel matrisi olusturulmustur. Alellerin
populasyonlar igindeki frekanslarinin belirlenmesi icin SPSS (v.20) adli program
kullanilmigtir. Populasyonlar arasi alel frekansi verileri SPSS (v.20) programiyla Fisher
exact testi ile analiz edilmigtir.

Elde edilen dizilerin molekuiler analizleri DNAsp 6 [94] adli program kullanilarak
yapiimig, ayrilma bolgeleri sayisi, Watterson nukleotit c¢esitliligi, ortalama nukleotit
cesitliligi, Tajima’nin D degeri, haplotip sayisi, haplotip ¢esitliligi ve sabitleme endeksi
(Fst) hesaplanmigtir. InR gen bdlgesi Uzerinde bulunan indel polimorfizmi ayrica
degerlendiriimeye alinmig ve indel sayisi, indel haplotip sayilari, indel ortalama
nukleotit ¢esitliligi, indel Tajima’nin D degeri hesaplanmistir.

Elde edilen fenotipik ve genotip verilerin, populasyonlarin toplandiklari lokasyonlara ait
iklimsel degiskenler, enlem, boylam ve yukseklik ile iligkileri i¢in en uygun regresyon
modelinin bulunmasi ve analiz SPSS (v.20) programiyla gerceklestiriimistir. Fenotipik
degiskenlerin birbiri ve gevresel degiskenler ile olan iligkisinin yonu ve gucunu analiz

etmek igin gerceklestirilen Korelasyon testleri de SPSS (v.20) programiyla yapiimistir.
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4. BULGULAR

4.1. Reproduktif Diyapoz

D. simulans bireylerinde diyapoz frekansinin enlem ile iligkisini incelemek icin, dort farkl
enlemden toplanmis 5 farkli populasyondan segilen soylara ait bireylerin, laboratuvarda
kis kosullari simule edilerek diyapoza girmesi induklenmistir. Digiler 11 °C’lik iklim
dolabinda tutulduklari 28. gunun sonunda populasyonlarin diyapoz frekanslarini
saptamak icin disekte edilmistir. Yapilan ovaryum diseksiyonlari sonrasi digiler

ovaryumlarindaki oosit gelisim asamasina gore siniflandirilarak populasyonlara ait

diyapoz frekanslari hesaplanmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4. 1. Populasyonlara ait ortalama diyapoz frekanslarina ait tanimlayici

istatistikler.

Soy Birey Ortalama

Hatti Sayisi DF

Sayisi y
Kampala 15 979 0,8805 0,3246
Hayfa 16 1101 0,8456 0,3615
Hatay 14 963 0,8754 0,3305
Ankara 16 1057 0,8458 0,3613
Napoli 14 980 0,7786 0,4154

DF diyapoz frekansi, ss Standart sapma

Elde edilen sonuclara gore en fazla diyapoz frekansi gdsteren populasyon %88 ile
Kampala populasyonu olurken, en az diyapoz frekansi gdsteren populasyon ise %78 ile
Napoli populasyonu olmustur. Diyapoz frekansi enleme bagli kademeli bir degisim

gostermemekle birlikte enlem arttikga azalma egilimi gostermistir (Sekil 4.1.)
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Sekil 4. 1. Populasyonlarin ortalama diyapoz frekansi +Standart hata.

Populasyonlara ait diyapoz frekanslari Pearson ki-kare testi ile karsilastiriimis ve
populasyonlarin diyapoz frekanslari bakimindan birbirinden anlamli derecede
(p<0,001) farkhlastigi bulunmustur.

Populasyonlar arasi farkhliklar ikili karsilastirmalar yapilarak ki-kare testi kullanilarak
belirlenmistir. Sonuglara gére, Napoli populasyonu tim diger populasyonlarla anlamh
derecede farkllik gdstermistir (p<0,001). Ayrica Kampala populasyonu da Ankara
(p=0,020) ve Hayfa (p=0,021) populasyonlari ile anlamli farklilik géstermistir. Bunlar
disindaki populasyonlar arasi ikili karsilastirmalar istatistiksel olarak anlamsiz
bulunmustur.

Populasyon ici, yani soy hatlari arasinda farkhliklar Pearson ki-kare testi ile analiz
edilmis ve populasyon i¢i yani soylar arasi varyasyon anlamli derecede farkli
bulunmustur (p<0,001).
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Sekil 4. 2. Diyapoz frekanslarinin populasyon dagihm ve yogunluklarinin viyolonsel

grafigi.

Diyapoz kosullarinin olusturuldugu deney sirasinda soguk kosullara maruz birakilan

bireyler, 28. glin sonunda hayatta kalan ve Olenler olarak kaydedilmistir (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4. 2. Bireylerin 28 gin sonunda hayatta kalim istatistikleri.

Canl Olii Toplam ﬂ:ﬁ?rt‘ta
Kampala 979 257 1236 %79
Hayfa 1101 189 1290 %85
Hatay 963 269 1232 %78
Ankara 1057 360 1417 %75
Napoli 980 205 1185 %83

Populasyonlarin diyapoza girme frekansi ve sogjuk kosullarda hayatta kalma frekansi,
bagimli iki orneklem t testi ile analiz edilmig aralarinda anlamli bir iligki bulunamamistir
(t=1,423; p= 0,228). Yasayabilirlik en yuksek Hayfa populasyonunda en disuk ise
Ankara populasyonunda gorulmustar.
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4.2. Soguk Komasindan Kurtulma Siresi

D. simulans bireylerinde soguk komasindan kurtulma surelerinin belirlemek igin, dort

farkh enlemden toplanmis 5 farkli populasyondan segilen soylara ait bireyler, 0°C

derecede 1 saat bekletilerek soguk komasina girmesi saglanmig, daha sonra SKKS’leri

salise bazinda kaydedilmistir.

Elde edilen veriler normal dagilim gostermedigi icin, e tabaninda logaritma (In)

donusumu yapiimis ve Sekil 4.3'de gorulecegi gibi veriler normal bir dagilim

kazandiktan sonra analizler yapiimigtir. Populasyonlara ait ortalama SKKS'leri Cizelge

4 .3.’de verilmektedir.

Cizelge 4. 3. Populasyonlarinortalama soguk komasindan kurtulma surelerine ait

tanimlayici istatistikler (SKKS’ler salise olarak verilmistir).

Kampala
Hayfa
Hatay

Ankara

Napoli

Disi Erkek Toplam
Ortalama Ortalama Ortalama
SKKS n ss SKKS sS SKKS SS
94.602 420 52.366 102.164 430 59.747 98.428 850 56.315
129.308 439 100.298 112.063 437 78.582 120.705 876  90.482
129.812 444 109.269 106.983 445  72.478 118.384 889 93.346
102.278 405 61.195 89.286 417 50.545 95.687 822 56.388
93.941 411 65.379 100.376 416 53.534 97.178 827 59.766

n, birey sayisi; ss, standart sapma.
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Sekil 4. 3. Ln tabaninda donusturilmids soguk komasindan kurtulma suresi (SKKS)

verilerinin dagilimi.

Elde edilen verilere goére ortalama SKKS en ylksek olan populasyonlar 120.705 ve
118.384 salise ile sirasiyla Hayfa ve Hatay populasyonlari olmustur. Ankara ve Napoli
populasyonlari ise 95.684 ile 97.178 salise ile en kisa slrede soduk komasindan
kurtulma slresine sahip populasyonlar olmustur (Cizelge 4.3.). S6z konusu fenotipin
eseysel dimorfizm gosterdidi bilindigi icin eseyler arasi fark bagimsiz t testi ile analiz
edilmis ve her populasyonun anlamli derecede eseysel farkllik gésterdigi bulunmustur.
Kampala ve Napoli populasyonlarinda disiler erkeklerden daha hizl bir sekilde soguk
komasindan kurtulurken, diger populasyonlarda erkeklerin daha hizli bir gsekilde soguk
komasindan kurtuldugu goralmastir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4. 4. SKKS'lerinin populasyon dagilim ve yogunluklarinin esey ayri viyolonsel
grafigi. y ekseni salise olarak SKKS’ni vermektedir. Mor disi, sari erkeklere ait

dagihmlar géstermektedir.

Elde edilen bilgiler dogrultusunda gerceklestirilecek analizler egeyler ayri olarak

yapimigtir.

4.2.1. Disilerin Soguk Komasindan Kurtulma Siresi

Populasyonlar arasi disi bireylerin soguk komasindan kurtulma suresi, dogrusal model
ile analiz edilmis ve populasyonlarin anlamli derece farkhlik gésterdigi bulunmustur (F=
18,049; p<0,001). Cizelge 4.3’de populasyonlarin ortalama soduk komasindan
kurtulma sureleri verilmektedir.

Cizelge 4.3'de goruldugu Gzere soguk komasindan en hizli kurtulan disi bireyler Napoli
populasyonuna ait iken en yavas kurtulan disi bireyler ise Hayfa populasyonuna aittir.
Sekil 4.5’de tim soy hatlarina ait disi SKKS sonuglari kutu grafigi olarak 6zetlenmekte

ve populasyonlar arasi post-hoc test sonuglari verilmektedir.
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Sekil 4. 5. Populasyonlara ait tim soy hatlarinin digilerinin ortalama soguk komasindan
kurtulma sureleri. Populasyonlarin Tukey post-hoc testi ile yapilan ikili karsilastirma

sonuglari x ekseninin altinda verilmektedir. *: p<0,05, ***: p<0.001.

SKKS populasyonlar arasi anlamlilik derecesi Tukey post-hoc ¢oklu karsilastirma testi
ile incelenmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.5."de sunulmustur. ikili karsilastirma
sonugclarina goére Hayfa ve Hatay populasyonlari birbiri arasinda farklilik géstermezken
bu iki populasyon diger tim populasyonlarla anlamli derecede farklilik géstermistir.
Ankara ile Napoli populasyonlari arasindaki fark ise p=0,034 olarak hesaplanmistir.
Populasyonlara ait digi bireyler kendi i¢lerinde soy hattina bagl olarak gosterdigi soguk
komasindan kurtulma suresi dogrusal model ile analiz edilmis ve soylar birbirinden
anlamli derecede farkli bulunmustur (p<0,001).

Soylar arasinda SKKS farkhli§gi en yiksek olan populasyon Hatay, soylar arasi
farkhligin en az oldugu populasyon ise Kampala populasyonudur. Disi bireylerin ise
SKKS bakimindan gdsterdigi populasyon ici farkllik populasyonlar arasi farkliliktan
dusuktar.

4.2.2. Erkeklerin Soguk Komasindan Kurtulma Siiresi

Populasyonlar arasi erkek bireylerin SKKS, dogrusal model ile analiz edilmis ve

populasyonlarin anlamli derece farklilik gésterdigi bulunmustur (F= 7.5713; p<0,001).
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Cizelge 4.3'de populasyonlar arasi ortalama soguk komasindan kurtulma sureleri
sunulmustur.

Cizelge 4.3'de goruldugu uzere soguk komasindan en hizli kurtulan erkek bireyler
Ankara populasyonuna ait iken en yavas kurtulan erkek bireyler ise Hayfa
populasyonuna aittir. Sekil 4.6'da tim soy hatlarina ait erkek SKKS sonuglari kutu
grafigi olarak Ozetlenmekte ve populasyonlar arasi post-hoc test sonuglar

verilmektedir.
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Sekil 4. 6. Populasyonlara ait tim soy hatlarinin erkeklerinin ortalama soguk
komasindan kurtulma sureleri. Populasyonlarin Tukey post-hoc testi ile yapilan ikili

karsilastirma sonuglari x ekseninin altinda verilmektedir. **: p<0,01, ***: p<0.001.

SKKS populasyonlar arasi anlamlilik derecesi Tukey post-hoc ¢oklu karsilastirma testi
ile incelenmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.6."de sunulmustur. ikili karsilastirma
sonuglarina goére sadece Ankara populasyonu erkek bireylerinin SKKS’si diger

populasyonlar ile anlamli derecede farkhlik gostermistir.

Populasyonlara ait erkek bireyler kendi iclerinde soy hattina bagl olarak gosterdigi

SKKS dogrusal model ile analiz edilmis ve soylar birbirinden anlamli derecede farkl

bulunmustur (p<0,001).

Soylar arasinda SKKS farkliigi en yuksek olan populasyon Ankara, soylar arasi

farkhligin en az oldugu populasyon ise Napoli populasyonudur. Napoli hari¢c diger
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populasyonlarda erkek bireylerin SKKS bakimindan populasyon igi farkhlik

populasyonlar arasi farkliliktan daguktar.

4.3. Kuru Vucut Agirhgi

D. simulans bireylerinde KVA fenotipini belirlemek igin, dort farkli enlemden toplanmig
5 farkli populasyondan segilen soylara ait bireyler, vicutlarindaki tim sivi miktari
buharlastirilana kadar kurtulmus, daha sonra hassas terazi ile her birey tek tek tartilmis
ve agirliklari kaydedilmistir.

Populasyonlarin KVA ortalamalari Cizelge 4.4."de sunulmustur. Elde edilen sonuglar
ortalama kuru viucut agirhgi en yuksek olan populasyonun Napoli, en dusuk olan

populasyonun ise Kampala oldugunu gostermistir.

Cizelge 4. 4. Populasyonlarin ortalama kuru vicut agirligina ait tanimlayici istatistikler.

Disi Erkek Toplam
Orlama g, | Ortalama O
(mg)
Kampala | g 319 180 0,044 | 0,190 180 0,025 | 0,254 360 0,073
Hayfa 0,352 140 0,050 | 0,211 140 0,029 | 0,281 280 0,082
Hatay 0,340 150 0,044 | 0,215 150 0,031 | 0,277 300 0,073
Ankara | g 359 150 0,046 | 0,204 150 0,029 | 0,267 300 0,074
Napoli | g 354 150 0,049 | 0,214 150 0,033 | 0,284 300 0,082

n, érneklem sayisi; ss, standart sapma.

KVA fenotipinin eseysel dimorfizm goésterdigi bilindigi icin veriler eseyler arasi farkin
belirlenmesi igin bagimsiz t testi ile analiz edilmis ve her populasyonun eseyler
arasindaki agirhik farkinin istatistiksel olarak anlamh oldugu goértlmustir (p<0.001)
(Sekil 4.7.).
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Sekil 4. 7. KVA verilerinin populasyon dagilimlarinin ve yogunlugunun esey ayri
viyolonsel grafigi. KVA mg cinsinden gosterilmektedir. Mor disi, sari erkeklere ait

dagihmlar géstermektedir.

Elde edilen bilgiler dogrultusunda analizler esey ayri olarak gergeklestiriimistir.

4.3.1. Disilerin Kuru Viicut Agirhgi

Populasyonlar arasi disi bireylerin kuru vicut agirligi, dogrusal model ile analiz edilmis
ve populasyonlarin anlamli derece farkliik gdsterdigi bulunmustur (F= 17,526;
p<0,001). Cizelge 4.4’da populasyonlar arasi ortalama KVA bilgisi sunulmustur.
Cizelge 4.4°de goruldaga Uzere kuru vicut agirligi en fazla olan disi bireyler Napoli ve
Hayfa populasyonlarina ait iken en dusik agirhga sahip disi bireyler ise Kampala
populasyonuna aittir. Sekil 4.8’de tim soy hatlarina ait disi agirhk sonuglar kutu grafigi

olarak 6zetlenmekte ve populasyonlar arasi post-hoc test sonuglari verilmektedir.
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Sekil 4. 8. Populasyonlara ait tim soy hatlarinin digilerinin ortalama kuru vicut agirligi.
Populasyonlarin Tukey post-hoc testi ile yapilan ikili kargilastirma sonuglari x ekseninin
altinda verilmektedir. **: p<0,01, ***: p<0.001.

Fenotipe gore populasyonlarin birbiri ile iliskisini anlamak igin, veriler Tukey post-hoc
coklu karsilastirma testi ile incelenmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.8.’de
sunulmustur. Sekil 4.8'de gorilecegi gibi, Kampala populasyonu Hayfa, Hatay ve
Napoliile Ankara populasyonu ise Hayfa ve Napoli populasyonlari ile istatistiksel olarak
anlamli derecede farklilik gostermigtir.

Populasyonlara ait disi bireyler kendi i¢lerinde soy hattina bagli olarak gosterdigi kuru
vacut agirhgr fenotipi agisindan karsilastirildiginda ise, soylar birbirinden anlamli
derecede farkli bulunmustur (p<0,001). Soylar arasinda fenotipik gesitliligin en yuksek
oldugu populasyon Hayfa iken, birbirine en yakin fenotipik cevaplar veren populasyon
ise Ankara olmustur. Populasyonlarin higbirinde disi bireylerin gosterdigi populasyon
ici fenotipik cesitlilik, populasyonlar arasi cesitlilikten fazla ¢cikmamistir. Sekil 4.5'de

soylarin kuru vucut agirhgr dagilimlari gosterilmektedir.
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4.3.2. Erkeklerin Kuru Viicut Agirhigi

Populasyonlar arasi erkek bireylerin kuru vucut agirhgi, dogrusal model ile analiz
edilmig ve populasyonlarin anlamli derece farklilik gosterdigi bulunmustur (F= 21,887;
p<0,001). Cizelge 4.4.’de populasyonlar arasi ortalama kuru vucut agirhig: bilgisi
sunulmustur.

Cizelge 4.4'de goruldugu tzere kuru vucut agirhdi en fazla olan erkek bireyler Hatay
ve Napoli populasyonlarina ait iken en dusuk agirliga sahip erkek bireyler ise Kampala
populasyonuna aittir. Sekil 4.9°da tim soy hatlarina ait erkek agirlik sonuglar kutu
grafigi olarak Ozetlenmekte ve populasyonlar arasi post-hoc test sonuglar

verilmektedir.
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Sekil 4. 9. Populasyonlara ait tim soy hatlarinin erkeklerinin ortalama kuru vicut
agirligi. Populasyonlarin Tukey post-hoc testi ile yapilan ikili karsilastirma sonuglari x

ekseninin altinda verilmektedir. ***: p<0.001.

Fenotipe gore populasyonlarin birbiri ile iligkisini anlamak igin, veriler Tukey c¢oklu
karsilastirma testi ile incelenmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.9.’da sunulmustur. Elde
edilen bilgilere gore Kampala populasyonu diger tum populasyonlar ile ve Ankara

populasyonu Napoli populasyonu ile anlamli derecede farklilik gostermistir.
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Populasyonlara ait erkek bireyler kendi iglerinde soy hattina bagli olarak gosterdigi kuru
vacut agirhgi fenotipi agisindan karsilastiriimistir soylar birbirinden anlaml derecede
farkh bulunmustur (p<0,001). Soylar arasinda fenotipik gesitliligin en yuksek oldugu
populasyon Hayfa ve Hatay iken, birbirine en yakin fenotipik cevaplar veren populasyon
ise Napoli olmustur. Populasyonlarin higbirinde erkek bireylerin gosterdigi populasyon
ici fenotipik cesitlilik, populasyonlar arasi gesitlilikten fazla ¢ikmamigstir. Sekil 4.9'da

soylarin kuru vucut agirhgr dagilimlari gosterilmektedir.

4.4. InR Gen Bolgesi

4.4.1. InR Alel Dagilimi

InR geninin 1. ekzonunda bulunan polimorfik bdlge PZR amplifikasyonu ile gcogaltiimig
ve sekans sonuclari elde edilmigtir. Elde edilen diziler MEGA versiyon X [102] adh
program ile hizalanmig ve polimorfik bdlgeler R programi (v.4.0.2) [170], “haplotypes”
[135] ile gorsellestiriimistir (Sekil 4.10.), diziler sahip olduklari indel polimorfizminin
uzunluguna gore birbirinden ayriimis toplam 9 adet alel belirlenmistir. Bu aleler sahip
olduklari uzunluklara gore 233, 236, 239, 245, 248, 251, 254, 257 ve 275 seklinde
isimlendirilmistir  (Cizelge 4.4.). Polimorfizm gosteren bolgeler Kampala
populasyonunda 72. ve 141. bg¢ arasinda (Sekil 4.10. a), Hayfa ve Hatay
populasyonlarinda 72. ve 156 b¢ arasinda (Sekil 4.10. b, ¢), Ankara populasyonunda
61. ve 192. b¢ arasinda (gorsel 181. baza kadar verilmistir) (Sekil 4.10. d) ve Napoli
populasyonunda 61. ve 141. b¢ arasinda (Sekil 4.10. e) bulunmustur.
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a. Kampala

d. Ankara e. Napoli

Sekil 4. 10. Amplifiye edilen InR gen bdlgesinin polimorfizm gdsteren bdlgeleri. a. Kampala populasyonuna ait soy hatlari, b.
Hayfa populasyonuna ait soy hatlari, c. Hatay populasyonuna ait soy hatlari, d. Ankara populasyonuna ait soy hatlari, e. Napoli
populasyonuna ait soy hatlari.

58



Populasyonlar sahip olduklari alel dagilimina gore incelenmis ve Fisher exact testi
sonuglarina goére (p>0,05) birbirlerinden anlamli derecede farkli alel dagilimina sahip
cikmamislardir. Sekil 4.8’de gorllecegi Uzere alel gesitliligi Uganda ve Hatay

populasyonunda en az iken, Ankara populasyonu en yuksek cgesitliligi gostermistir.

TUm populasyonlarda yaygin gorulen 251 (%52) aleli, Hatay populasyonu harig
tutuldugunda enlem degistikge populasyonlar igindeki frekansini degistirmemistir. 236
aleli (%12) her populasyonda benzer frekansta dagilim gostermigtir. 257 aleline
Kampala hari¢ tim populasyonlarda (%8) rastlanmigtir. 248 aleline Hatay diginda tim
populasyonlarda rastlanmigtir (%17,3). 239 aleline vyalnizca Hayfa ve Napoli
populasyonlarinda (%4) rastlanmig, 254 aleli Ankara ve Napoli populasyonunda (%2,7)
gorulmus, 233, 245 ve 275 alleleri ise yalnizca Ankara populasyonunda karsimiza
ctkan nadir aleller (%1,3) olmustur (Sekil 4.11.).

Populasyonlarda yaygin goérulen 13 SNP (tek nukleotid polimorfizmi) belirlenmigtir.
17405543 noktasinda T/G, 17405565 noktasinda A/C,17405571 noktasinda A/C,
17405576 noktasinda T/G,17405584 noktasinda A/C, 17405597 noktasinda T/G,
17405603 noktasinda T/G,17405606 noktasinda T/G,17405609 noktasinda T/G,
17405616 noktasinda A/C,17405618 noktasinda T/G,17405627 noktasinda A/C ve
A/T, 17405645 noktasinda A/G ve A/C belirlenmistir.
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Sekil 4. 11. InR gen bolgesinin populasyonlara gore alel dagilimi.
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4.4.2. InR Gen Bolgesi Analizi
D. simulans populasyonlarinda InR gen bdlgesine ait polimorfizmler DNAsp programi

[94] ile analiz edilmig ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.5’de sunulmustur.

Cizelge 4. 5. InR gen bdlgesine ait analiz sonuglari.

n S 0 L TajD FuFs nHap Hd
Kampala 15 11 3,383 0,018 -0,903 2,043 6 0,762
Hayfa 16 7 2,11 0,011 -1,241 -0,643 9 0,883
Hatay 15 6 1,845 0,011 -0,538 -2,677 8 0,886
Ankara 16 6 1,808 0,011 -1,214 -1,214 14 0,975
Napoli 15 5 1538 0,011 -0,49 -0,841 10 0,924

n,é6rneklem sayisi; S, ayrilma bdlgeleri sayisi; 8, Watterson nikleotit gesitliligi; 1, ortalama nikleotit
cesitliligi; TajD, Tajima’nin D degeri; FuFs, Fu'nun Fs dederi; nHap, haplotip sayisi; Hd, haplotip
cesitliligi.

Elde edilen sonuclara gore enlem arttikga, InNR gen bdlgesi Uzerinde polimorfizm
gOsteren bolgeler ve nukleotit gesitliligi azalmis, haplotip sayilari ve cgesitliligi ise
artmigtir. Tajima’nin D’si ise, tum populasyonlarda negatif olup Hayfa ve Ankara
populasyonlarinin diger populasyonlara goére, daha dusuk sonuglar verdigi
gorulmustir. Fu’nun Fs’i Kampala’'da poztif iken diger tim populasyonlarda negatif
degere sahiptir. Tum populasyonlarda elde edilen Tajima’nin D’si ve Fu’nun FS'i
istatistiksel olarak anlamsizdir.

INR gen bdlgesi Uzerinde bulunan indel polimorfizmi ayrica degerlendirmeye alinmistir.

DNAsp programi [94] ile analiz edilmis ve sonuglar Cizelge 4.6.’de sunulmustur.

Cizelge 4. 6. InR gen bodlgesi Uzerinde bulunan indel polimorfizmine ait analiz
sonuglari.

indel .
nHap Hd m TajD

Kampala 2 3 0,600 0,004 0,221

Hayfa 5 6 0,783 0,009 0,003

Hatay 2 3 0,448 0,005 0,628
2 3 0,242 0,002 -1,498
7 8

0,790 0,008 -1,498

Ankara

Napoli

indel nHap, haplotip sayilari; Hd, haplotip cesitliligi; T, ortalama niikleotit gesitliligi; TajD, indel
Tajima’nin D degeri.
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Cizelge 4.5.'de sunulan bilgilere gore en fazla indel polimorfizmine sahip, indel haplotip
sayisi ve gesitliligi en yuksek populasyon Napoli olmustur. Ayni parametreler agisindan
ikinci olan populasyon Hayfa ise en ylksek indel nukleotid cesitliligini gostermigtir.
Kampala, Hatay ve Ankara populasyonu s6z konusu parametreler igin birbirine yakin
sonuglar vermistir. indel polimorfizmleri icin hesaplanan Tajima’nin D’sine gére, Ankara

ve Napoli populasyonlarinin negatif degerlere sahip oldugu gorulmastur.

Populasyonlar arasi yapilan Fst analizleri sonuglari Cizelge 4.7’de sunulmustur. Elde
edilen sonuglara gore InR gen bdlgesi bakimindan birbirine en yakin iki populasyon
Hayfa ve Hatay olurken en uzak populasyonlar ise Kampala ve Hatay populasyonlari

olmustur.

Cizelge 4. 7. Populasyonlar arasi Fst degerleri.

Lokasyon 1 Lokasyon 2 Fg

Kampala Hayfa 0,80
Kampala Hatay 0,86
Kampala Ankara 0,81
Kampala Napoli 0,85
Hayfa Hatay 0,39
Hayfa Ankara 0,78
Hayfa Napoli 0,78
Hatay Ankara 0,81
Hatay Napoli 0,83
Ankara Napoli 0,77

Fst, sabitleme endeksi

4.4. Regresyon ve Korelasyon Analizleri
Calisma sirasinda elde edilen fenotipik ve genotip verilerinin populasyonlarin

toplandiklari boélgelerin iklimsel ve cografi parametreler ile iliski icerisinde olup
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olmadiklarini analiz etmek igin regresyon analizi, bu degiskenler arasindaki iligkinin

yonu ve gucunu belirlemek igin ise korelasyon analizi gergeklestirilmistir.

4.4.1 Regresyon Analizi

Soy hatlarina ait ortalama veriler kullanilarak, iklimsel ve cografi degiskenlerle dogrusal
regresyon analizi yapiimistir. Ancak dogrusal regresyon incelenen karakterler Uzerinde
iklimsel ve cografi parametrelerin etkisini gostermek bakimindan en iyi model
olmamistir. Dogrusal regresyon modeli sadece rakim ve kuru vucut agirligi arasinda
gorulen anlamli iligkiyi guclu bir sekilde agiklamistir. Buna gore hem esey karisik KVA
(R?=0,234; p<0,001) hem de disi (R?>=0,193; p<0,001) ve erkek KVA (R?=0,198;
p<0,001) rakim ile istatistiksel olarak anlaml bir sekilde degismistir.

Degiskenlerin iligskisini anlamak igin test edilen tim regresyon modelleri arasindan
dogrusal olmayan kubik regresyon modeli birgok iligkiyi dogrusal modele gére daha
guclu bir sekilde agiklayabilmigtir.

Elde edilen verilerin, enlem ile iligkisinin daha net bir gekilde belirleyebilmek igin
fenotipik degiskenler ve InR alelleri enlem ile birlikte kibik regresyon analizi ile test
edilmistir. Elde edilen sonuglara gore gore R? sayilari kiiglk olmasina karsin fenotipik
karakterlerden KVA hem disi hem erkek verileri enlemle istatistiksel olarak anlamli bir
iligki gostermistir (R?=0,145; p<0,05; R?=0,172; p<0,001). Ayni karakterlerden KVA
dogrusal regresyon analizinde de enlem ile anlamh bir iligki gdstermistir. Ancak kubik
regresyon modeli karakterlerin enlem ile iligkisini daha iyi aciklamigtir. Ayrica digi
bireylere ait SKKS verileri enlemle istatistiksel olarak anlamli bir iligki géstermistir
(R?=0,108; p<0,05). Sekil 4.12.de enlem ile anlamllik gosteren karakterlere ait

dogrusal olmayan kubik regresyon egrileri verilmektedir.
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Sekil 4. 12. Fenotipik veriler ile enlem arasindaki regresyon edrileri. a. KVA verilerinin
enlem ile dogrusal olmayan iligkisinin kibik regresyon egrisi ile gosterimi b. SKKS

verilerinin enlem ile dogrusal olmayan iligkisinin kubik regresyon egrisi ile gosterimi.

Bunlarin yani sira KVA ortalama sicaklik, minimum sicaklik ve nem degiskenleriyle de
istatistiksel olarak anlamli dogrusal olmayan bir regresyon gostermistir. Bunlar
arasinda ortalama sicaklik KVA karakterini en guclu etkileyen cevresel degisken
olmustur (R?=0,215; p<0,001). Bdylece enlem, ylkseklik, ortalama ve minimum sicaklik
ile nem olmak Uzere kuru vucut agirhgi cevresel degiskenlerden en ¢ok etkilenen

karakter olmustur.
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incelenen InR genine ait alellerden, 248 aleli enlemle istatistiksel olarak anlamli
dogrusal bir iliski gostermistir (R?>=0,122; p<0,05). Diger aleller ve enlem arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunamamistir.

InR gen bolgesinde populasyonlar arasinda sik gortlen SNP noktalari, soylara ait elde
edilen fenotipik ortalamalar ile dogrusal ve dogrusal olmayan regresyon analizleri ile
test edilmistir. Elde edilen sonuglara gore, dogrusal olmayan kubik regresyon modeli
verilerin enlem ile iligkisini daha iyi agiklamistir. Pozisyonu 17405565 olan A/C SNP,
pozisyonu 17405603 olan T/G SNP, pozisyonu 17405609 olan T/G SNP ve pozisyonu
17405616 olan A/C SNP, enlem ile anlamli sonuglar vermis (R?=0,129, R?=0,2086,
R?=0,265, R?=0,106; p<0,05), pozisyonu 17405618 olan T/G SNP erkek KVA ile,
anlaml sonuglar vermistir (R?=0,245; p<0,05). Pozisyonu 17405627 olan A/C SNP,
enlem ve disi SKKS ile anlamli sonuglar vermistir (R?=0,190; p<0,05; R?=0,229;
p<0,05).

INR gen bdlgesinde bulunan SNP’ler iklimsel degiskenlerle dogrusal ve dogrusal
olmayan regresyon analizleri ile test edilmistir. Elde edilen sonuglara gore SNP’lerin
iklimsel veriler ile iligkisini dogrusal olmayan kibik regresyon modeli daha iyi

aciklamistir.

Pozisyonu 17405565 olan A/C SNP ortalama ve maksimum sicaklik degerleri ile
anlamli sonuglar vermistir (ortalama sicaklik R?=0,156; p<0,05; maksimum sicaklik
R?=0,149; p<0,05). Pozisyonu 17405584 olan A/C SNP ortalama nem degeri ile anlamli
sonuglar vermistir (R?=0,122; p<0,05). Pozisyonu 17405603 T/G olan SNP minimum
sicaklik ile marjinalde kalan bir iliski gostermistir (R?=0,064; p=0,058). Pozisyonu
17405609 olan T/G SNP minimum sicaklik ile anlamli sonuglar vermistir (R>=0,153;
p<0,001). Pozisyonu 17405627 olan A/C SNP ortalama nem ile anlamli sonuglar
vermistir (R?=0,070; p<0,05).

4.4.2 Korelasyon Analizi

Gergeklestirilen deneylerin timunden elde edilen veriler, populasyonlarin toplandiklari

lokasyonlara ait cevresel degiskenlerle birlikte Pearson Korelasyon testi ile analiz

edilmig ve elde edilen sonugclarin birbiri ve ¢gevresel degiskenlerle iliskisi belirlenmigtir.

Cizelge 4.8.’de sunuldugu Uzere, KVA sonuglari her iki eseyde de rakim ile negatif,
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enlem ile pozitif bir korelasyon goOstermistir. Erkeklerin SKKS DF ile pozitif bir
korelasyon iginde olup c¢evresel degiskenler ile herhangi bir iligki gostermemistir.

Disilere ait SKKS ortalama nem ile negatif bir korelasyon gostermigtir.
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Cizelge 4. 8. Populasyonlarin toplandiklari lokasyonlara ait ¢cevresel degiskenlerle ve elde edilen bulgularin Pearson korelasyon
katsayilari (Ust matris) ve anlamlilik dereceleri (alt matris).

DF :i}:ﬁ:n gIS?II(S E;klfg E{?,IA E:I/(:k Ort Sic. gllacl_( Min Sic. Nem Enlem Boylam Rakim
DF 0,217 0,245 ,284* -0,052 -0,138 0,083 0,09 -0,007 -0,084 -0,148 0,222 0,138
Egﬁ‘;ﬁta 0,062 0,096 0,183 -0,078  -0,094 0,159 0,196 0,182 -0,199 0,033 -0,008 -0,191
gg‘(S 0,053 0,456 ,796** 0,118 0,012 0,061 0,198 -0,027 -,322* 0,119 0,212 -0,207
ErSkKeg 0,023 0,147 >0,001 0,071 -0,108 0,182 0,214 0,142 -0,163 -0,043 0,056 -0,102
E{?}L\ 0,683 0,541 0,359 0,578 ,658** -0,077 0,039 0,003 -0,154 ,352** -0,205 -,439**
Ec(:k 0,275 0,46 0,926 0,4 >0,001 -0,159 -0,008 -0,135 -0,116 ,406** -0,177 -,445**
Ort Sic. 0,478 0,172 0,603 0,117 0,514 0,176 ,905** ,869** -,393**  -696** 0,191 0,057
g.il_( 0,443 0,092 0,09 0,065 0,739 0,946 >0,001 ,675** -,668**  -400* 360** -,255*
Min Sic. 0,949 0,118 0,818 0,224 0,98 0,252 >0,001  >0,001 -,271* -,583**  -0,117 0,011
Nem 0,474 0,087 0,005 0,162 0,189 0,323 >0,001 >0,001 0,01 -0,108 -,649**  466**
Enlem 0,204 0,781 0,312 0,711 0,002 >0,001 >0,001 >0,001 >0,001 0,313 -,264* -, 756**
Boylam 0,056 0,944 0,07 0,635 0,079 0,13 0,073 0,001 0,277 >0,001 0,013 ,243*
Rakim 0,236 0,101 0,077 0,385 >0,001 >0,001 0,594 0,016 0,916 >0,001 >0,001 0,022
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5. TARTISMA

Dunya Uzerinde ¢ok farkli ¢evre kosullarina uyum saglayan D. simulans’in [38], bu
degisken cevresel kosullara o6zellikle de iliman kusakta kargi karsiya kaldigr kis
kosullarina nasil adaptasyon gosterdigi tam olarak bilinmemektedir. Organizmalarin
heterojen gevrelere gdsterdikleri adaptasyonlarin karmasik mekanizmalarini anlamak
evrimsel biyoloji agisindan 6nemlidir. Bu tezde D. simulans’in farkli enlemlerden
toplanan ihman ve tropik populasyonlarinin kiglama ile ilgili farkli fenotipik karakterleri
ve bu karakterlerle ilgili aday gdsterilen bir gene ait polimorfizmleri kargilastirmali olarak
incelenerek populasyonlarin heterojen c¢evrelere adaptasyonlarinin altinda yatan
karmasik mekanizmalari anlamak amaclanmistir.

Reproduktif diyapoz, pek ¢ok farkli bocek tirtinde iliman kusakta goérilen adaptif bir
yanit olup, D. melanogaster kullanilarak yapilan birgok c¢alismaya konu olmustur
[20,21,113] D. melanogaster ile yapilan ¢alismalarda reproduktif diyapoz karakterinin
enlemsellik gosterdigi ve canhinin bu sekilde farkli iklimlerde basariyla kisladigi
bilinmektedir [22,50]. Bu tezde farkli enlemlerden toplanan D. simulans
populasyonlarinin, laboratuvar kosullarinda reproduktif diyapoz karakteri incelenmis ve
populasyonlarin iliman kusaga uyum saglamasinda yardimci olan, adaptif bir karakter
olup olmadigi arastiriimistir. Elde edilen sonuglara goére D. simulans populasyonlarinin
diyapoz frekansi birbirleriyle anlamli bir farkliik gosterse de (p<0,001) bu karakter
enlem ile anlamli bir iliski géstermemistir. Reproduktif diyapoz karakteri gugla bir klin
olusturmamasina karsin enlem arttikga populasyonlarin diyapoz frekansinda gorilen
azalma egilimi zayif bir klinal érlintlye isaret etmektedir (Sekil 4.1.). Elde edilen bu
sonu¢ enlem ve diyapoz iligkisi agisindan daha énce yapilmis bagka bir calisma ile
benzerlik géstermektedir. Viyana, Gliney Afrika ve Sahra Alti Dogu Afrika’yi temsil eden
(Madagaskar adasi da dahil olmak Uzere birbirine yakin lokasyonlardan elde edilen
farkh soy hatlari ile olusturulmus) ¢ populasyon ile gergeklestirilen bir galismada, en
yuksek diyapoza girme frekansi gosteren Sahra Alti Dodu Afrika populasyonu olmus,
en az diyapoz frekansi gosteren ise Viyana populasyonu olmus, enlem ile diyapoza
girme frekansi negatif bir iliski gostermistir [19]. Daha 6nce D. melanogaster bireyleri
ile yapilan benzer bir calismada da enlemin artmasiyla diyapoz frekansi arasinda
negatif bir iliski oldugu bulunmustur [32]. Literatirde mevcut olan bu bilgiler
populasyonlarin bulunduklari lokasyona ait ¢evresel kosullarin, reprodiktif diyapoz

karakteri Uzerinde segilimsel bir baski olugturabildigi yonunde yorumlanabilir. Kampala,
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cevresel sicaklik degigsimlerinin dar araliklarda yasandigi ve ginduz/gece uzunlugunun
¢cok degismedigi tropik bir bolgedir. Kampala populasyonunun diyapoza girmesine
sebep olacak sicaklik, 1sik gibi gcevresel baskilar dogal ortaminda mevcut degildir. Buna
karsin laboratuvar ortaminda olusturulan 11°C ve 10/14 saatlik fotoperiyot kosullari ile
Kampala populasyonu disilerinde reproduktif diyapoz davranisi hizla tetiklenmistir.
Diger taraftan sonbahar ve ki mevsiminin belirgin goruldiagu yuksek enlemlere ait
Ankara ve Napoli gibi populasyonlarda, deney kosullari reproduktif diyapoz davranisini
tetikleyecek kadar gugli kosullari olugturmamis olabilir. Populasyonlar arasi iligkiler
incelendiginde Kampala populasyonunun en yuksek diyapoz frekansina sahip olmasi
ve diger populasyonlarla istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik gostermesi
olusturulan bu deneysel kosullarin populasyonlar Uzerindeki dengesiz etkisinden
kaynaklanmig olabilir (Cizelge 4.2.). Ote yandan Napoli populasyonunun gésterdigi
dusuk diyapoz frekansi ile diger populasyonlardan, 6zellikle ayni enlemde olup
Napoli'ye gore daha soguk kosullara sahip Ankara populasyonu ile ayrilmaktadir.
Ankara populasyonunun toplandigi Yesiloz'a sahip oldugu yumusak mikroklima bu
farklilasmaya neden olmus olabilir. Ote yandan gézlenen bu durum reprodiiktif diyapoz
karakterinin Drosophila populasyonlarinda mevsimsellik gostermesi ile de agiklanabilir
[22,32]. Napoli incelenen populasyonlar arasinda Ekim ayinda dogadan toplanarak,
diger populasyonlardan zamansal olarak ayrilmaktadir. Reproduktif diyapoz
frekansinin populasyon iginde gosterdigi cesitlilik incelendiginde ise, soylar arasi
farkhlik oldukga yuksektir (Cizelge 4.3.) ve populasyonlarin kendi icinde gosterdigi
cesitlilik populasyonlar arasi ¢esitlilikten fazladir. Bu durum D. simulans
populasyonlarinin yapisinin incelenen karakter icin homojen olmadigi, dolayisiyla
populasyonlar arasi farkin azalmasina sebep oldugu seklinde yorumlanabilir.

Diyapoz kosullarinda tutulan populasyonlara ait digilere 28. ginde ovaryum
diseksiyonu gergeklestirilmistir. Ancak bu surenin sonunda tim bireyler hayatta
kalmamistir. 11°C’de 28. gunin sonunda o6len bireyler sayillmis ve bireylerin soguk
kosullarda hayatta kalma basarisi hesaplanmistir (Cizelge 4.4). Elde edilen sonuclara
gore hayatta kalma basarisi en ylksek olan populasyon %85 ile Hayfa iken en dusuk
olan ise %75 ile Ankara populasyonu olmustur. Hayatta kalma verileri populasyonlarin
ait oldugu lokasyona ait iklimsel parametrelerle ya da enlem ile aciklanamamistir.
Hayatta kalmanin basarisinda da yine mevsimsellikle ilgili bir etki olabilecegini
disundiurmektedir. Hayfa populasyonu Mart ayinda ve Ankara populasyonu Temmuz

ayinda dogadan toplanmistir. Hayfa bulundugu iklimsel kusakta Mart ayinda 1sinmaya
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baglar ve Drosophila populasyonlarina da ayni zamanlarda dogada rastlanmaya
baslanir. Topladigimiz populasyon sayet kiglamis ve o yilin kurucusu olan populasyon
ise bu hayatta kalma konusundaki basarisini agiklayabilir. Temmuz ayinda toplanan
Ankara populasyonu ise, ¢evresel kosullarin ideal ve besinin bol oldugu bir zamanda
toplanmistir. Bu durumda populasyon Uzerindeki secilim baskisinin az oldugu
dolayisiyla populasyonun hizli dreme doneminde olabilecedini ve hayatta kalma
basarisini dustirmus olabilecedini dusundurdr [133]. Populasyonlarin diyapoza girme
frekansi ve soguk kosullarda hayatta kalma basarisi arasinda anlamli bir iligki
bulunamamisgtir.

Drosophila ile yapilan ¢alismalarda soguk komasindan kurtulma suresinin, bireylerin
soguk toleransini dlgmek igin iyi bir parametre oldugunu goéstermistir [25,26]. Soguk
komasindan kurtulma suresi D. melanogasterde guglu enlemsel klin gdsteren bir
karakterdir [8,26,141]. D. simulans ile yapilan g¢alismalar daha az olmasina karsin
Avustralya’nin dogu kiyisindan 25° ve 42° enlemler arasinda toplanan on
populasyonun disilerinin SKKS bakimindan istatistiksel olarak anlamli dogrusal
olmayan bir klin godsterdigi bulunmustur [56]. Elde ettigimiz sonuclar Arthur ve
arkadaslarinin (2008) [56] sonuglarini desteklemektedir. SKKS enlem ile dogrusal bir
klin gostermemekte ama ayni Avustralya populasyonlarinda oldugu gibi digiler
istatistiksel olarak anlamli dogrusal olmayan bir klin gdstermektedir. Avustralya
populasyonlarinda disilerde gorulen bu klin, Kampala, Hayfa, Hatay, Ankara ve Napoli
populasyonlarinda da disiler igin guglu bir klin olusturmaktadir. Bu ¢alisma ile elde
edilen bulgular D. simulans disileri SKKS karakteri igin ortaya konulan ilk paralel klin
olmasi bakimindan olduk¢ga &6nemlidir. Paralel klinler karakterlerin farkh cografi
bolgelerde ayni secilim baskisi altinda olduklarini gosteren 6nemli evrimsel kanitlardir.
Kitalar arasinda paralel enlemsel varyasyonlar adaptif ve nétr farklilagsmalari ayirt
etmeye yarayan klasik bir yaklasimdir [8,12,16,74,89,153]. S6z konusu bu dogrusal
olmayan klin Kampala populasyonunun yuksek enlemdeki populasyonlara yakin bir
SKKS’ye sahip olmasindan kaynaklanmaktadir. Kampala tropik bir iklime sahip olup,
D. simulans’in atasal populasyona ait oldugu disinilen Madagaskar adasina oldukca
yakindir [64,65]. Madagaskar tropik bir bolgede olmasina karsin, guney bdlgesinde
iklimsel 6zellikler degisir ve 1hman kusak 6zellikleri gosterir [111]. Yapilan ¢alismalar,
D. simulans’in mevsimlerin var oldugu bir cografyada evrilmis oldugunu isaret eder.
Uganda’nin cografi olarak Madagaskar adasina yakinhgi distnuldaginde, calistigimiz

Kampala populasyonunun, belki de atasal populasyona ¢ok yakin 6zelliklerde olmasi
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s6z konusu olabilir. Bu durum, Kampala populasyonunun soguk komasindan nasil hizla
cikabildiginin cevabi olabilir. Kampala ve Napoli populasyonlarinda digiler soguk
komasindan erkeklerden daha once kurtulmustur. Bu sonug literatir ile uyumlu olup,
hem D. melanogaster hem de D. simulans ile yapilmis olan galismalar benzer bir 6rinti
gOstermektedir [25,56,142]. Diger taraftan Hayfa, Hatay ve Ankara populasyonlarinda
tersi bir durum gozlenmis ve digiler soguk komasindan erkeklerden daha geg¢ ¢ikmistir.
Ancak bu durumun soy hatlari arasinda da farkllik gosterdiginden populasyonlara
genellemek cok dogru dedildir. SKKS icin 1 saat buzda tutulan bireylerde soguk
komasindan o6turt 6lum gozlenmemigstir. Bu sonu¢ D. simulans igin 0°C’nin 1 saatlik
maruziyetinin 6lduriclt olmadigi seklinde yorumlanabilir.

Drosophila ile yapilan ¢alismalara gore vucutta biriktirilen yag miktari, dolayisiyla artan
vicut agirhgr soduk toleransi Ulzerinde énemli bir rol oynar [51,144]. incelenen
populasyonlar kuru vicut agirligi fenotipi agisindan, enleme bagli kademeli bir degisim
gOstermigtir. Ortalama KVA en ylksek olan populasyon Napoli en dusuk olan ise
Kampala populasyonu olmustur. Eseyler birbirinden ayri incelendiginde disi bireylerin
genel ortalama ile benzer KVA’'na sahip olmasiyla birlikte Hatay populasyonuna ait
erkek bireylerin en yuksek KVA’'na sahip oldugu gortlmustar. 0° ve 40° enlemlere ait
populasyonlara bakilacak olursa, D. melanogaster ile benzer bir érintide KVA
degerlerinin enlem ile pozitif bir korelasyon iginde oldugundan s6z edebiliriz [7]. Ancak
ayni SKKS oldugu gibi KVA’da enlem ile gugli dogrusal olmayan bir iligki icerisinde
oldugunu ve agirlik karakterinin dogrusal olmayan bir kline sahip oldugunu gostermisgtir.
Drosophila tlrlerinde vicut buydkliganin enlem ile pozitif bir iliski i¢cerisinde oldugu
bilinmektedir; [16,125,154-160]. Vucut buyUkliglinin bir o6lgislt olarak kanat
buyuklugu, kanat alani, hucre sayisi, toraks uzunlugu gibi karakterlerin yani sira vucut
yas agirhgi, kuru agirlik ve yag orani da kullaniimaktadir [161]. Arthur ve arkadaslarinin
(2008) [56] Avustralya kitasinda D. simulans ile vyaptiklari calismada kanat
blayukligunin disi ve erkeklerde gucli bir enlemsel klin goéstermistir. Calistigimiz
populasyonlarin da vicut agirligi igin gucli bir enlemsel klin géstermesi ayni SKKS
karakteri icin oldugu gibi paralel bir klin olusturmus olmasi bakimindan énemlidir. Ote
yandan elde edilen sonuglara gore, incelenen populasyonlarda KVA karakterinin rakim
ile guclu negatif bir iliski icinde oldugu belirlenmistir. Bu iliski yuksek rakima sahip
Kampala ve Ankara’dan toplanan populasyonlardan kaynaklanmaktadir. Her iki etkenin

de deney sonuglari ile olan iligkisi, elimizdeki sonuglari yorumlamamizi zorlagtirmistir.
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lleriki enlemsel klin galismalarinda populasyonlarin benzer rakimlardan segilmesi
sonuglari rakimdan bagimsiz olarak tartigma firsati taniyacaktir.

Yaygin olarak birgok karakter bakimindan gugla klin gosteren D. melanogaster’e karsin
D. simulans’in daha zayif klin gdostermesinin nedenlerini arastirmak i¢cin genom ¢apli
kargilagtirmali bir calisma ile anlasiimaya calisiimistir [10]. Sonuglar fenotipik
karakterlerle benzerlik gostermis ve D. simulans’in otozomlarda daha dusuk klinal
oruntl gosteren varyasyonlara sahip oldugunu, buna karsin ise X kromozomunda daha
yuksek oranda klinal érunttye sahip oldugunu ortaya koymustur. Ayni galisma, iki tirin
de klinal oruntl gosteren yaklasik 3300 ortak gen tanimlanmistir. Bu sonug¢ D.
simulans’da da bazi genlerin secilim altinda oldugunu goéstermektedir. Ortak tespit
edilen genlerden 10 tanesi ise daha once literaturde her iki tirde de klinal 6runti
gOsterdigi ortaya konan genler oldugu analiz edilmistir. Klinal érintt gosterdigi bilinen
ve literatlr destegi olan genler Pgm [10,162,163], G6pd [10], Gpdh [10], UGP [10,162],
Treh [10,162], sgg [10,164], cpo [10,124], per [10,129], Adh [10,165,166] ve InR
[10,12,16].

Machado ve arkadaslarinin [10] yaptidi karsilastirmali genom c¢alismasinda D.
melanogaster ve D. simulans’da klin goésteren InR geninin D. melanogaster’de insulin
sinyal yolagini regule ederek diyapozun dizenlenmesiyle iligkili oldugu, 6mur uzunlugu,
yaslanma, vicut buyukligu, vicut yag orani ve stres toleransi karakterlerini dogrudan
etkiledigi gosterilmistir [16,21,131-133]. D. melanogaster ile yapilmis calismalarda
kitalararasi guglu bir parelel klin gdéstermesi ve sahip oldugu polimorfizmler InR geninin
lokal adaptasyon ile ilgili dnemini vurgular[12,16]. Birinci ekzon bdlgesinde sahip
oldugu yaklasik 240 b¢ uzunlugundaki indel polimorfizmleri segilim altindadir [16]. InR
geninin polimorfik bir yapida olmasina ve klinal bir 6rinti gdstermesine sebep
olmaktadir [16,133]. insiilin yolaginin regiilasyonunun yasam oykisi karakterleri
Uzerinde major bir etkisinin olmasi ve calismamizda dlgulen tim fenotipik karakterler
ile yakin iligkisi, InR genini D. simulans’ta ¢alismak igin iyi bir aday gen yapmis ve
uzerinde caligilan gen bolgesi bu kriterler dahilinde belirlenip, karakterize edilmistir.
incelenen InR gen bélgesi icin dérdii yaygin toplam dokuz farkli alel belirlenmistir.
Enlem arttiginda alel gesitliligi belirgin bir sekilde artis géstermistir (Sekil 4.2). Yaygin
gorilen 251 ve 236 alellerinin populasyonlar icindeki gorilme frekansi enlemle birlikte
degisiklik gostermemistir. Ote yandan yaygin goriilen 257 ve 248 alellerinin enlem
arttikgca populasyon igindeki frekansinda azalma gordlmustir. 248 alelinin enlem ile

iligkisinin istatistiksel olarak da anlaml oldugu goérulmustir. Populasyonlarda nadir
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rastlanan alellerin kuzey enlemlerinde goruldugu, bunun alel cesitliligini arttirdigi
bulunmustur (Sekil 4.11.) Bu durum InR gen bdlgesinin enleme bagh bir segilim
baskisina maruz kaldigi seklinde yorumlanabilir. InR gen bdlgesine ait polimorfizmler
analiz edildiginde ise enlem arttikga, InR gen bdlgesi Uzerinde polimorfizm gdsteren
bolgeler ve nikleotit cesitliligi azalmis, haplotip sayilari ve cesitliligi ise artmistir.
Tajima’nin D’si ise, tUm populasyonlarda negatif, Fu'nun Fs’i ise Kampala'da pozitif
diger populasyonlarda negatif degerler vermigtir (Cizelge 4.5.). Ne var ki elde edilen
veriler istatisksel olarak anlamli bulunmamistir ve incelenen gen bdlgesinin oldukc¢a
kisa bir bolge olmasi elde edilen verilere dayali net yorumlar yapiimasina mani
olmustur. Kampala populasyonundaki gorece yuksek nukleotit cesitliligi ve dusuk
haplotip gesitliligi birlikte incelendiginde, gen bdlgesi Uzerinde segici baskinin olmadigi
dengeli bir populasyon oldugu yorumu yapilabilir. Diger populasyonlarda ise enlem
arttikca nukleotit cesitliligi sabit kalirken haplotip ¢esitliliginde artis s6z konusu
olmustur. Yuksek haplotip cesitliligi ve negatif Tajima’nin D de@erleri birlikte ele
alindiginda, populasyonlarda InR geninin yakin gegmiste bir dar bogazdan gegmis
oldugu ve genisleme trendinde olabilecegini distuindurse bile segici siplrme (selective
sweep) olasihgl da géz ardi edilemez. Bunun igin daha genis ¢apl genomik bilginin
elde edilmesi gereklidir. Ayrica yapilan analizler InR geni Uzerinde demografinin
etkilerini segilimin etkilerinden ayirt etmek icgin yeterli degdildir. D. melanogaster'de InR
gen bdlgesinin enleme bagli gosterdigi ¢esitliligin esas sebebi sahip oldugu blyuk indel
polimorfizimleridir [16]. Elde edilen dizilerde yapilan indel analizlerine gére, Hayfa ve
Napoli populasyonlari yluksek haplotip ve nulkleotit cesitliligine sahiptir. Elde edilen
sonuglarda Ankara populasyonuna ait toplam 8 indel bodlgesi bulunmasina kargin, bu
bolgelerin birbiri ile gakisiyor olmasi analizlerde daha az indel bolgesine ve haplotip
cesitliligine sahipmis gibi bir yanilgi yaratmistir. TUm bu bilgiler 1s1ginda populasyonlar
incelendiginde, artan enlem ile birlikte artan bir indel ¢esitliliginden bahsetmek mumkun
olabilir. Ankara ve Napoli populasyonlarinda goérulen negatif Tajima’nin D degerleri,
incelenen indel bolgesinin artan enleme bagli bir secilime maruz kaldigi seklinde
yorumlanabilir. Populasyonlarin InR gen bdlgesine ait Fst degerleri indel bdlgeleri
besinci degigsken olarak kabul edilerek incelendiginde ise, enleme bagl olarak
birbirinden farkllastiklar goriilmektedir. Ote yandan ayni enlemsel mesafedeki Hayfa,
Hatay ve Ankara populasyonlari arasinda en yuksek Fsrdegerleri Ankara populasyonu
ile diger populasyonlar arasindayken, ayni enlemde bulunan Ankara ve Napoli

populasyonlari arasinda da yuksek olan Fst degerleri, s6z konusu gen bolgesi Uzerinde
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enlemin secici bir etken olmasiyla birlikte, iklimsel degiskenlerin de segici bir baski
yaratiyor olabilecegi ihtimalini dusundirmektedir. Elde edilen sonuglar InR geni
uzerindeki indel polimorfizminin siblingi D. melanogaster gibi D.simulans’ta da enleme
bagli bir secilim altinda olabilecegini gostermistir [10,16,32].

incelenen InR gen bdlgesi igin, 7’si populasyonlar arasinda yaygin toplam 13 tane
tekrarlayan SNP noktalari belirlenmis ve bunlara ait frekanslarin elde edilen fenotipik
veriler ile iligkileri incelendiginde; 17405618 pozisyonundaki SNP’in erkek KVA ile ve
17405627 pozisyonundaki SNP’in disi SKKS ile anlaml negatif bir iligki icinde oldugu
gorulmagtir. 17405627 pozisyonundaki SNP’in ayni zamanda enlem ile de negatif
anlamli bir iliski gostermigtir. Ayrica 17405565, 17405603, 17405609 ve 17405616
pozisyonundaki SNP frekanslari higbir fenotipik karakter ile anlamli bir iligki gostermese
de enlem ile anlamli iliski géstermistir. Ote yandan incelenen SNP’lerden 5 tanesinin
iklimsel degiskenler ve 6zellikle sicaklik degerleri ile anlamli bir iligki icinde oldugu
gorulmustir. Elde edilen veriler INR gen bodlgesi Uzerinde bulunan tek nikleotid
polimorfizmlerinin UGzerindeki segcilim baskisinin, enlemden ¢ok iklimsel olabilecegini
gOstermigstir. Bunlarin iginde 17405627 pozisyonundaki SNP 6zellikle dikkat ¢ekicidir,
disi SKKS ve enlem ile iliskili olan bu nokta nem ile de anlamli bir iliski icinde olarak

lokal adaptasyon igin 6nemli bir nokta olabilecedini gostermistir.

D. simulans populasyonlari ile gerceklestiriien deneylerin timdnin ortak sonucu,
populasyonlarin enleme bagli olarak degisen cevaplar verdigi yontndedir. Sahip
oldugumuz sonuglara goére D. simulans populasyonlarinin enlem ile iligkisi D.
melanogaster’de gorilen glgll ve kademeli bir degisim seklinde olmasa da enlemsel
olarak u¢ noktalarda bulunan populasyonlar belirgin sekilde farklik goéstermektedir.
Elde edilen enlemsel sonugclar literatirdeki ¢alismalara bakildiginda benzer olmustur,
D. simulans dogrusal bigimde olmasa da enlemsellik gostermistir [14,19,55].
Calistigimiz populasyonlarin bize sundugu verilere goére, D. simulans siblingi D.
melanogaster gibi lokal adaptasyon gdsteren bir tlrdlr.

Sonuglara goére kontrol grubu olan Napoli, ayni enlemdeki Ankara populasyonu ile
karsilastirildiginda; daha dustk DF, daha fazla KVA, disi bireylerde daha hizlh SKKS
ve soguk kosullarda daha yuksek hayatta kalma yuzdesi ile soguk kosullara daha
adapte bir populasyon oldugunu gostermektedir. Bu sonug¢ iklimsel veriler ile
aciklanamamaktadir. iki olasi nedenden biri daha énce belirtiimis olan mevsimsellik

etkisi olabilir. Digeri ise Napoli populasyonunun kolonizasyon rotasi olabilir. D.
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melanogaster ile yapilan ¢alismalara gore, Afrika kitasindan ¢ikip Avrupa’ya ulasmasi
igin dne surulen iki rotadan biri, biri Sina yarimadasi-Anadolu Uzerinden gegmektedir
[2,68]. Siblingi D. simulans’in da benzer bir yol izleyerek Anadolu Uzerinden Avrupa’ya
ulagmasi icin dnce Karpatlar ve sonra Alpler iki daglik bolgeden gegmesi gerekir. Bu
rota 6nemli bir cografi bariyer olusturmaktadir ve Avrupa’daki kurucu populasyonun
gugli bir segilimden gecmis olmasi ile sonuglanir. Bu da gunumuzdeki Napoli
populasyonun ayni enlemdeki Ankara populasyonuna goére soguk toleransi daha
yuksek sonuglar vermesine neden olmus olabilir.

Gergeklestirilen fenotipik calismalar, populasyonlar dogadan toplanip, laboratuvarda
tek disinin kurucu oldugu soy hatlari halinde surdurilmeye baslandiktan en az bir yil
sonra baslamigtir. Bir yil icinde en az yirmi kusak boyunca laboratuvarda bulunan
soylarin laboratuvar adaptasyon suresi tamamlanmigtir. Bu durum, inceledigimiz
karakterlerin, populasyonlarin toplandiklari lokasyona ait ¢evresel degiskenlerden
kaynaklanan fenotipik esneklik, maternal ve paternal etkiler ile epigenetik etkileri
populasyonlar arasinda farklihida neden olacak dizeyde barindirmadigini,
populasyonlar ayni kosullarda tutuldugu igin s6z konusu tim bu etkilerin populasyonlar
icin esit oldugunu gdstermektedir. Boylece poligenik olarak kalitildigi bilinen bu
kantitatif karakterlere ait sonuglarin populasyonlarin genetik 6zelliklerini yansittiklari
kabul edilebilir. Ayrica elde edilen InR gen bdlgesi sekansi sonuglari, kullanilan soylarin
¢ok ylUksek oranda homozigot oldugunu gdstermistir. Calisan fenotipik karakterler her
ne kadar poligenik o6zelliklerde olsalar dahi, InR indel polimorfizmi ile iligkileri
gOsterilmigtir.

D. melanogaster adaptasyonun altinda yatan kompleks mekanizmalari ¢alismak igin
oldukga popduler bir organizmadir. Enlemsel varyasyon gosteren D. melanogaster’in
kardes tura D. simulans ile yapilacak olan karsilastirmali ¢calismalar bu iki tirian klinal
varyasyonlar bakimindan nasil ayrildiginin anlagilmasi i¢in 6nemli oldugundan, son
yillarda bilim insanlari i¢cin heyecan verici bir arastirma konusu olmaya baslamistir. D.
simulans ile yapilan ¢alismalarin gcok az olmasi ve bu nedenle karsilastirilabilir fenotipik
ve genotipik verinin yetersiz olmasi nedeniyle ¢calismamizin, literatiirde daha énce var
olmayan yeni bilgiler eklemesi olduk¢a 6nemlidir. Enlemsel klin calismalarinda, Orta
Afrika'dan baslayip Orta Dogu’yu kapsayan bir ¢alisma olmasi, populasyonun olasi
kolonizasyon yolu uzerinde olmasi 6zellidi ile, evrimsel adaptasyon perspektifi igin
arastirmacilara zengin bir veri saglamaktadir. ileriki calismalarda, populasyon sayilari

Ozellikle kuzey enlemler eklenmesiyle artirilarak, arastirilacak yeni fenotipik karakterler
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ve aday gen cgalismalari eklenmesi, ¢galismamizda sordugumuz sorularin cevabini net
bir sekilde almamiza olanak saglayacaktir.

Elde ettigimiz veriler D. simulans populasyonlarinin go¢ ederek kigladigi hipotezini
tamamen reddetmemize yetmese de, incelenen populasyonlarin timuande reproduktif
diyapoz cevabinin gorulmesi, enlemle birlikte degisen kuru vicut agirligi, soguk
komasindan kurtulma suresi, InR alel dagilimi ve son olarak populasyonlar arasindaki
mesafenin sabit oldugu Hayfa, Hatay ve Ankara populasyonlarinda InR gen bdlgesine
ait elde edilen Fst degerleri, D. simulans populasyonunlarinin go¢ etmeksizin

bulundugu lokasyonda kislayabilecegini isaret etmektedir.
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