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OZET

Drosophila melanogaster’de COGRAFI VE MEVSIMSEL DiYAPOZ
DEGISiMi VE INSULIN-BENZERI RESEPTOR (InR)
POLIMORFIZMI iLE ILISKiSININ ARASTIRILMASI

Bengisu Sezen SUBASI
Yiiksek Lisans, Biyoloji Boliimii
Tez Danmismani: Yrd. Do¢. Dr. Banu Sebnem ONDER
Haziran 2017, 65 sayfa

Reprodiiktif diyapoz Drosophila melanogaster’de, yaslanma, 6miir uzunlugu, yumurta
verimi ve gesitli stres kosullar ile iligkili, zor kosullar altinda canlinin hayatta kalmasina
olanak taniyan, iklimsel kosullardan etkilenen, enlemsel ve mevsimsel varyasyon
gosterdigine dair kanitlar olan adaptif bir yasam 6ykiisii karakteridir. Diyapoz frekansinin
Kuzey Amerika ve Avustralya’da paralel klin gostermesi, bu kitalarda diyapoz
adaptasyonunun benzer olduguna isaret etmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda diyapozun
paralel adaptasyon gosterdigine dair hipotezi sinamak amaciyla, bir enlemsel klin
icerisinde bulunan Tiirkiye, Ukrayna ve Rusya’dan toplanan D. melanogaster’in dogal
populasyonlarinda diyapoz fenotip frekansit arastirilmistir.  Diyapozun enlemsel
degisiminin yan1 sira mevsimsel degisimi de incelenmis ve diyapoz i¢in giiclii bir aday gen
olarak gosterilen insiilin benzeri reseptor geni olan InR geni alelleri ile iligkisi
arastirllmistir.  Ayrica, yasam Oykiisii karakterlerini etkiledigi bilinen Wolbachia
enfeksiyonunun diyapoz fenotipi ile olas1 iliskisi de incelenmistir. Son olarak
populasyonlarin toplandig1 cografi boélgelerin iklimsel degiskenleri ile basta diyapoz, alel

polimorfizmleri ve Wolbachia enfeksiyonlarinin iligkileri degerlendirilmistir. Bu ¢aligmada



diyapoz deneyi ve InR polimorfizmlerinin belirlenmesi i¢in 20 kusak boyunca tam kardes
eslesmesi ile kendilestirilen, Tiirkiye’den 2014 yilina ait 46 soy hatti, 2015 yilina ait 59 soy
hatti; Rusya’dan 2014 yilina ait 36 soy hatt1 ile Ukrayna’dan 2014 yilina ait 2 soy hatti
kullanilmistir. 2015 yilinda Tirkiye’den toplanan 59 soy hattinin Wolbachia enfeksiyon
durumu belirlenmistir.

Elde edilen sonuglar, diyapoz frekansinin bu cografi kesitte Amerika ve Avustralya ile
paralel klin olusturmadigi, diyapoz karakterinin cografi varyasyonunun sadece iklimsel
degiskenlere bagli ortaya ¢ikan adaptif bir karakter olmadigi yoniinde giiclii bir kanit
sunmusgtur. Bunun yani sira mevsim ile diyapoz arasinda bulunan anlamli iligki,
populasyon igi diyapoz frekansi dalgalanmalarinin varligina isaret etmistir. Ote yandan,
INR polimorfizmi ile diyapoz iliskisi bulunmamasina ragmen, InR alel polimorfizminin
enlemsel klin olusturdugu goriilmiistiir. Bu sonug, INR gen bolgesinin fonksiyonel bir gen
bolgesi oldugunu ve farkli cografyalarda segilim baskisi altinda oldugunu gdstermistir.

Wolbachia enfeksiyonu ile diyapoz frekansi arasinda da anlamli bir iligki bulunamamustir.

Anahtar kelimeler: reprodiiktif diyapoz, klin, enlemsellik, mevsimsellik, insiilin-benzeri

reseptor, INR, niikleotid polimorfizmi, adaptasyon.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF GEOGRAPHICAL AND SEASONAL
DIAPAUSE AND RELATION TO INSULIN-LIKE RECEPTOR (InR)
POLYMORPHISM IN Drosophila melanogaster

BENGISU SEZEN SUBASI
Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Dr. Banu Sebnem ONDER
June 2017, 65 pages

Reproductive diapause is an adaptive life history trait, which is related to aging, longevity,
fecundity and various stress responses in Drosophila melanogaster. Diapause allow
survival in difficult environments and affected by climatic conditions, also demonstrating
latitudinal and seasonal variations. Parallel clines of diapause phenotype in North America
and Australia suggest that adaptation for diapause is similar in these regions. This study
aims to test the hypothesis ‘diapause shows parallel adaptation’ by investigating the
diapause frequency in different natural populations from Turkey, Ukraine and Russia
belongs to a latitudinal cline. Aside from latitudinal variations, seasonal variations in
diapause were also examined. Additionally, the study investigated the relation between
diapause frequency and the allels of InR gene, known as insulin-like receptor gene and
shown as a strong candidate gene for diapause. The possible relationship between diapause
phenotype and Wolbachia infection, which is known to affect several life history traits, is
also examined. Finally, the study analysed the correlation between the climatic variables of
the geographical regions of the populations and diapause frequency, allel polymorphisms

as also with Wolbachia infections. In this study, 46 lines and 59 lines collected from



Turkey in 2014 and 2015, respectively, 36 lines collected from Russia and 2 lines collected
from Ukraine, which were subjected to 20 generations of full-sib mating for inbreeding,
were used for determination of diapause frequencies and InR polymorphisms. Wolbachia
infection status of 59 lines, collected from Turkey in 2015, has been determined.

Results provide strong evidence that the diapause frequency did not display a parallel cline
with America and Australia in this geographical gradient and that the geographic variation
of the diapause phenotype is not just an adaptive trait related to climatic variables. In
addition, the significant relationship between season and diapause indicated a presence of
diapause frequency fluctuations within the population. On the other hand, the InR allele
polymorphism was found to produce a latitudinal cline without a relation to diapause. This
result shows that InR gene is a functional gene region and is under selection pressures in
different geographical regions. There was no significant relationship between Wolbachia

infection and diapause frequency.

Keywords: reproductive diapause, cline, latitudinal, seasonal, insulin-like receptor, InR,

nucleotide polymorphism, adaptation.



TESEKKUR

Bana tanidigim giinden beri hep yol gdsteren ve her zaman destek veren, tez ¢alismam
sirasinda benim kadar heycanlanan ve her aninda bana destek olan degerli tez danismanim

Yrd. Dog. Dr. Banu Sebnem ONDER e tiim emekleri i¢in sonsuz tesekkiir ederim.

Bu calismaya katkilarindan ve oOnerilerinden dolayr degerli jiiri tiyeleri, Prof. Dr. Hacer
UNLU, Prof. Dr. Hatice MERGEN, Prof. Dr. Salih Biilent ALTEN ve Dog. Dr. Mutlu
KART GUR’e ¢ok tesekkiir ederim.

Calismalarim boyunca tavsiyeleri ve giiler yiizleriyle bana destek olan degerli hocalarim

Prof. Dr. Hacer UNLU ve Dr. Giizen EMECEN e igten tesekkiirlerimi sunarim.

Canim dostum, ekip arkadasim sevgili Cansu AKSOY’a sabirla beni destekledigi ve

¢alismamin her aninda yardimlari ve paylasimlarindan 6tiirii tesekkiirii borg bilirim.

Hayatimin her aninda hep yanimda olan ve bu tez calismasi sirasinda yasadigim biitiin
sikintilara benimle birlikte katlanan ve bana her zaman moral veren sevgili Alper

ORHAN’a sonsuz tesekkiir ederim.

Ekip arkadaslarim Fatma TURHALLI ve Ufuk UNAL’a, bize ellerinden geldigince
yardimci olmaya galisan 6zel calisma 6grencileri sevgili Sezay ONBASI, Dilara ULUSAL
ve Okan KARAHAN’a calismalarimiz boyunca gosterdikleri yardimlar i¢in ¢ok tesekkiir
ederim. Sevgili dostlarrm Ugur KARSI, Can ELVERICI ve Damla AYGUN’e hayatima

her zaman nese kattiklar1 ve bana destek olduklarindan dolay: sonsuz tesekkiir ederim.

Bu calismada kullanilan soylarin toplanmasi sirasinda bize yardimci olmaya c¢alisan ve
bahgesini agan Mustafa Bey’e, konaklamamiz ve arazi ¢aligmasi sirasinda bize yardimci
olan Yesiloz Koyii Muhtar1 Osman ODABASI‘na tesekkiir ederim. Ayrica Rusya ve
Ukrayna soylarini1 bizimle paylasan Prof. Dr. Elena PASYUKOVA ve Prof. Dr. Irina
KOZERETSKA’ya igtenlikle tesekkiir ederim.

Bugiinlere gelmemde en biiyiik tesekkiirli hak eden ve bana her kosulda miicadele etmeyi
Ogreten canim annem Nuray SUBASI’na, her tiirlii kosulda beni destekleyen canim

kardesim Mina Sezin SUBASI’na sonsuz tesekkiir ederim.

Bu calismayr 2147238 ve 1167238 nolu projeler ile destekleyen TUBITAK Temel

Bilimler Arastirma Grubu’na tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

Sayfa
OZET ..ottt i
ABSTRACT ettt bbbttt et ns ii
TESEKKUR ..ottt ettt bbbt %
ICINDEKILER .....oviiicecie ettt ettt ettt en st en e s s Vi
CIZELGELER ......coovitiiieceeee ettt ettt ettt n s annens viii
SEKILLER ..ottt ettt ettt ses ettt b st et et s st sas IX
SIMGELER VE KISALTMALAR .....c.cooviiitiieiititee ettt Xi
€ 128 £SO 1
2. GENEL BILGI ..cviuiiiiit s 3
2.1. Klinal Varyasyonlar Ve AdaptasyOn...........ccceveiieieeieiiie e sie e e sne e 3
2.1.1. Yasam Oykiisii Karakterlerinin EVIIMI ........cccvrviveiirernicreisesssseseessse s 6
2.2. Diyapoz ve Reprodiktif DIyapOZ .......ccccovviiiiiiiiiiiieiiciseese e 7
2.3. Diyapozu Kontrol Eden FaktOorler .........c.ccoviiiiiiiiiiic e 11
2.3.1. SIrKAdIYEN SAAL.......ccviiiiieee et 11
2.3. 1.1, IS1K Ve S1CAKIIK vviieiiiiciiie e 12
2.3.1.2. Sirkadiyen Osilator ve Dig YolaKIar.........cccooeiiiiiiniiiiiieee e 13
2.3.2. Hormonal ReGUIasyOn .........ccocuiiiiiiiiiieiieecse s 14
2.4. Diyapoza Etki Eden Genetik Faktorler...........cccoovviiiiiiiii 17
2.4.1. Insiilin ReSEPOIii — INR ....o.cvivieiiiiiieiicisice st 20
2.4.2. Insersiyon — Delesyon (Indel) Polimorfizmleri............cccccooevivicvcveiiicccceee, 23
2.5. Wolbachia ENfeKSTYONU.........cciiiiiiiiiiie e 24
3. MATERYAL VE METOD ..ottt 25
3.1, Arazi CalISMAAIT....cciiieiiii e 25
3.1.1. Calisma ALANIATT ......oeiiiiiiiiii e 25
3.1.2. Soylarin Toplanmasi ve Cogaltilmast............ccoovviiiiiiiiiice e 26
3.2. Laboratuvar CallSmMalart ...........cociuveiiiieiiieeiiie s cie et srre e seeesnee e e 28
3.2.1. Kendilesmis Soy Hatlarinin Olusturulmast..........cccceeviiiiiiniiiiieiicceceeee e 28
3.3. Reprodiiktif Diyapoz DENEYi........cocuiuiiiiiiiiiiiieiieie et 29
3.3.1. Reprodiiktif Diyapoz I¢in Gerekli Cevresel Kosullarm Olusturulmast .................. 30
3.3.2. OVAryUM DISEKSIYONU ....cveiuiiiiiiiiieiesiie sttt st sre et enes 31
3.4. Molekiiler CaliSmalar ..........cccooiiiiiiiiii e 32

Vi



3.4.1. DNA 1ZOIaSYONU ......cocviviiiicieiiecieiiee ettt 32

3.4.2. Soylarda Bulunan Wolbachia Enfeksiyonlarinin Tespiti ..........cccocevereninininninennen. 33
3.4.3. InR Gen Bolgesinin Amplifikasyonu ve Sekanslanmasi.........ccccoocvveiiiieiiiieiiinenne, 34
3.5. IstatistikSel ANALIZIET .........ccveveveeieereieiiiecee ettt bbb 36
4. SONUGC VE TARTISMA ... oottt 37
4.1. InR Gen Polimorfizmi ve Cografi Orfintiiler............cccoveerrrcrerierereicreeieeseee e 37
R BN VoL VAl = 0] o SRS 43
4.2.1. Enleme Bagli Diyapoz Frekanslari.........ccccococoiiiiiiiiiiiiiiiii e 43
4.2.2. Yila ve Mevsime Bagli Diyapoz Frekanslart ..........c.cccooeviiiniiiiiiiccee, 46
4.3. Wolbachia EnfekSiyonu V& DIYAPOZ .........ccceveieiiiiiiiiiiseeeee e 48
4.4. iklimsel Parametrelerin Diyapoz ile TliSKiSi .......cccocorvviiverereiiiecieeeeseeeeeee e 50
KAYNAKLAR ...t 52
EICLER bbbt bbbt 61
(07461 21 @11, 1 1T 65

vii



CIZELGELER

Sayfa
Cizelge 3.1. Kullanilan dogal populasyonlarin toplandigi bolgelere ait iklimsel ve
COZTATT PATAIMELTCIET ... eeiiiiii ettt b b be e ae e enes 26
Cizelge 3.2. Populasyonlarin toplandig: yil ve aya ait sicaklik ve nem degerleri............. 26
Cizelge 3.3. Kullanilan standart besiyeri bilesen ve miktarlart.............coccovviiniiiiinnn, 27

Cizelge 3.4. Orneklem yapilan lokasyonlar, érneklem yillari ve deneylere alinan soy

T2 1 1 o KPP T RS PPP ORI 29
Cizelge 4.1. Lokasyonlara ait InR alel frekanslar1 ve ki kare analizi sonucu.................... 38
Cizelge 4.2. InR alellerinin aydan aya degisimlerini gosteren ki kare analizi .................. 39

Cizelge 4.3. Populasyonlara ait soy hatlarinin sayisi (N), alellere gore diyapoz frekansi

(DF) ortalamalari, ortalamalarin standart sapma (S.S.) degerleri.......cocovvviiniiniininniiniinnn, 41
Cizelge 4.4. InR gen bolgesi icin McDonald-Kreitman ayrilma testi sonucu................... 42
Cizelge 4.5. INR gen bolgesinin istatistikKSel OZEti.......ocovvrveririiiiiiiiiieieese e 43

Cizelge 4.6. Populasyonlara ait soy hatlarinin sayist (N), diyapoz gosteren soylarin
frekans ortalamalar1 (DF), ortalamalarin standart sapma (S.S) degerleri.........ccocevverenen. 44
Cizelge 4.7. Yesiloz populasyonun soy hatlarinda gozlenen diyapoz frekanslarinin
(DF) aydan aya degisimlerinin soy hatti sayilar1 (N), ortalamalari, ortalamalarin
standart sapma (S.S.) deZerleri........cociiiiiiiiii 47
Cizelge 4.8. Diyapoz gosteren ve gostermeyen birey sayilari, frekanslar1 (parantez
icerisinde verilmektedir) ve diyapoz fenotipinin aydan aya degisimlerini ve bu
degisimin dnemini gosteren ki kare analiz SONUCU............ccccoviviiiiiiii i, 47
Cizelge 4.9. Tim populasyonlar i¢in cografi, iklimsel ve genetik degiskenler ile
diyapoz frekansi, InR polimorfizmi ve Wolbachia enfeksiyonu arasindaki Pearson

korelasyon KatSay1lart () ......cc.ooeieiiiiiiiiiieee e 50

viii



SEKILLER

Sayfa
Sekil 2.1. Sirkadiyen sistemin bilesenlerinin sematik gOSterimi.......ccouvvverererreeresenninns 11
Sekil 2.2. Memeli beyninde (solda) ve Drosophila'da (sagda) osilatorler.............c.c.e...... 12

Sekil 2.3. D. melanogaster’de diyapozun hormonal kontroliiniin sematik gosterimi....... 16
Sekil 2.4. InR geninin sematik gosterimi ve INR geninde gozlenen SNP’ler. Gri kutular
ekzonlari, gri kutularin arasinda kalan alanlar ise intronlari temsil etmektedir ................ 22
Sekil 3.1. Kullanilan dogal populasyonlarin toplanma noktalarinin harita tizerinde
Fede 1 0101 U PO P R PRR PR 25
Sekil 3.2. Kardes eslesmesi ile tek bir disi kullanilarak bir sonraki kusagin kurulmasi
prensibine dayanan “Full-sib” kendilesme yonteminin sematik gosterimi .............cceevee. 28
Sekil 3.3. Drosophila ovaryumlarindaki folikiil hiicrelerinde yumurta gelisiminin
BVIEIEIT .. 31
Sekil 3.4. Diyapoz fenotipi gosteren (solda) ve gostermeyen (sagda) disilere ait
OVArYUM ZOTUNTILETT ....veiiiiiiie sttt st b e nes 32
Sekil 3.5. Wolbachia enfeksiyonunun tespitinde kullanilan wsp gen bolgesinin jel
GOTUNEUSTL 1.ttt ekttt et e s bt sh et e s Rb e e bbb e abb e e e b e e s nn e e 34
Sekil 3.6. D. melanogaster 3. kromozomun sag kolunda bulunan InR gen bélgesinin
bir kismimin goriinimii ve 1.ekzon indel polimorfimini belirlemek i¢in kullanilan
PIIMETIEIIN GOSLEIIMI ....vviuviiiiiiiieiiiee et 35
Sekil 3.7. Sanger sekansi sonrasi elde edilen InR geni dizilerinden birinin
kromatogram @OTUNTUSTL ......ccuveiereerieiirie s e 36
Sekil 4.1. D. melanogaster’de goriilen INR geninin amino asit dizilerinde goriilen indel
polimorfizimleri.Yaygin olarak bulunan alellerden 6rneklem grubumuzda goriilenler
koyu renk, baska calismalarda tespit edilenler agik renk ile gosterilmistir....................... 37
Sekil 4.2. Lokasyonlara bagli alel frekanslar1 dagiliminin harita {izerinde gdsterimi....... 38
Sekil 4.3. Kuzey Amerika verileri ile birlestirilerek Tiirkiye ve Rusya’da gozlenen INR
indel polimorfizminin ii¢ alelinin frekanslarinin gosterimi...........cccooveviiiviiiiiiiniciiciee, 40
Sekil 4.4. Kuzey Amerika populasyonlar1 diyapoz klini ile Avrupa populasyonlari
diyapoz frekanslarinin Tiirkiye ve Rusya Populasyonlarma ait ortalama diyapoz
frekanslari ile karsilastirtimast ........oooveiiiiiiiiiie 46
Sekil 4.5. Yesiloz populasyonuna ait soylarin 2014 ve 2015 yillar1 aya bagl diyapoz

frekanslarinin bar grafik olarak gOSterimi ........cccviiiiiiiiiiiiii 47



Sekil 4.6. Yesiloz populasyonuna ait soylarmin aydan aya Wolbachia enfeksiyonu

YUZAEIK AIIMICTI. ...



Simgeler

g
ml

M @ » A

r

Kisaltmalar

InR
dINR
DNA
RNA
MRNA
SNP

JH

IS

QTL
AA

indel
Adh

CO2
NH>
COOH
PCR-PZR
be
ANOVA
Hd

Wb

SIMGELER VE KISALTMALAR

Gram

Mililitre

Metre

Mikrolitre

Milimolar

Ortalama niikleotit ¢esitliligi
Ayrigma bolgelerinin sayisi
Watterson niikleotit cesitliligi
Toplam

Pearson korelasyon katsayisi

Insiilin benzeri reseptor
Drosophila insiilin reseptorii
Deoksiriboniikleik asit
Riboniikleik asit

Mesajc1 RNA

Tek niikleotit polimorfizmi
Juvenil hormon

Insiilin ve insiilin benzeri biiyiime faktérii sinyali
Kantitatif karakter lokusu
Aminoasit

Insersiyon-Delesyon baz degisimi
Alkol dehidrogenaz
Karbondioksit

Amin grubu

Karboksilik asit

Polimeraz zincir reaksiyonu

Baz ¢ifti

Varyans Analizi

Haplotip Cesitliligi

Wolbachia

Xi



1. GIRIS
Diyapoz bdceklerin zor kosullar atlatabilmesini saglayan ve canlinin hayatta kalabilirligini
arttiran bir yasam Oykiisii karakteridir ve kisa giin uzunlugu, diisiik sicaklik gibi ¢evresel
degiskenlerle tetiklenir. Kis1 ergin halde gegiren Drosophila melanogaster Meigen, 1830
(Diptera: Drosophilidae)’de yaygin olarak goriilen bir diyapoz stratejisi olan reprodiiktif
diyapoz, ozellikle zorlu kis kosullarinda ovaryum gelisiminin previtellogenik evrede kalip,
kosullar diizelince canlinin iiremesini devam ettirmesine ve bdylece yeni bir kusagin
olusmasina olanak saglar. Bitkilerde dormansi ve omurgalilarda hibernasyon bdcek
diyapozuna benzer biyolojik stireglerdir ve biitiin tiirler degisen ¢evresel kosullara adapte
olup iireme dongiileri basta olmak iizere bir¢ok gelisimsel karakteri bu kosullara gore
ayarlamaktadirlar. Reprodiiktif diyapoz da diger yasam Oykiisli karakterleri gibi canlinin
uyum basarisin1 etkileyen ve cesitli cevresel etmenlerle sekillenen bir karakterdir.
Reprodiiktif diyapoz bircok metabolik, fizyolojik ve hormonal mekanizmalarla kontrol
edilir ve Omiir uzunlugu, yaslanma, ¢esitli stres kosullarina diren¢ gibi uyum basarisini
etkileyen karakterler ile bedel-uzlasi (trade-ofY) igerisinde oldugu bilinen bir yasam oykiisii

karakteridir.

Yasam Oykiisii karakterleri, farkli organizmalarin ¢evresel kisitlamalar kargisinda hayatta
kalmast ve tireme stratejisini diizenlemesi ile dogrudan iliskili bazi fenotipik ve
demografik ozellikleri tanimlar ve cesitli cevresel etmenlerle iliski i¢indedir. Ornegin,
birgok bocek tiiriinde goriilen ve D. melanogaster’de ¢ok sik rastlanan Wolbachia bakteri
enfeksiyonu, tireme verimini, dmiir uzunlugunu ve hatta esey oranini bile etkiledigi bilinen
bir etmendir. Yasam Oykiisii karakterlerinin ¢evresel etmenlerden nasil etkilendiklerini
incelemek amaciyla heterojen ortamlar olan cografi gradiyentler boyunca bu karakterlerin
fenotipik ve genotipik degisikliklerini c¢alismak, c¢evresel adaptasyon mekanizmalari
hakkinda 6nemli bilgiler saglamaktadir. Cok genis yayilim alanina sahip ve yiiksek oranda
cesitlilik gosteren ortamlara uyum gostermis bir tiir olan D. melanogaster bu adaptasyon

caligmalarin1 yapmak i¢in oldukga kullanish bir model organizmadir.

Dogal populasyonlarin degisen gevresel kosullara nasil uyum sagladigini ve tiirlerin lokal
adaptasyon siireglerine neden olan ¢evresel varyasyonlarin populasyonlarda goriilen
genetik cesitlilige yapabilecegi etkiyi anlamak evrimsel biyolojinin temel amacidir. Bu
amac dogrultusunda, bu calismada yakin boylamlar {lizerinde farkli enlemlerden olmak
tizere Tiirkiye, Rusya ve Ukrayna’dan toplanan D. melanogaster’in dogal populasyonlari

kullanilarak, reprodiiktif diyapozun enlemsel degisimleri incelenmistir. Tirkiye



populasyonundan 2014-2015 yillarinda Yesiloz’den Mayis ve Ekim aylar1 arasinda her ay
toplanan dogal populasyonlar ile reprodiiktif diyapozun mevsimsel olarak degisimi
arastirtlmistir.  Bunlara ek olarak reprodiiktif diyapozun altinda yatan genetik
adaptasyonlar belirlemek ve bu dogrultuda diyapoz fenotipi i¢in aday gosterilen instilin
sinyal yolagi reseptor geni olan InR’nin farkli alellerinin reprodiiktif diyapoz ile iliskisini
ve InR geni alel frekanslarmin enlemsel ve mevsimsel degisimlerini belirlemek igin
calismalar yapilmistir. Ayrica, D. melanogaster’de yaygin olarak goriilen Wolbachia
enfeksiyonunun varlig test edilmis ve bu enfeksiyonun reprodiiktif diyapoz ve InR geni

alelleri ile iliskisi yine bu ¢alisma kapsaminda sorgulanmustir.

Calisma sonucunda, 6rneklem yapilan soy hatlarinda diyapoz ile enlem arasinda anlamli
bir iliski bulunamamistir. Diyapozun mevsimsel varyasyonlar1 incelendiginde ise,
diyapozun aydan aya degisim gosterdigi bulunmustur. Bu sonuglar, diyapozun sadece
iklimsel degiskenlere bagl olarak ortaya ¢ikan adaptif bir karakter olmadigini, enlemsel ve
mevsimsel klinleri farkli segilim baskilarinin sekillendirdigine dair gii¢lii kanitlar
sunmustur. Diyapoz ile InR polimorfizmi arasinda bir iliski bulunamamasina ragmen, InR
alel polimorfizminin literatiirdeki mevcut verilerle degerlendirildiginde daha disiik
enlemlerde gozlenen klinal oOriintiileri destekledigi goriilmiistir. Bu sonug, InR gen
bolgesinin secilim baskist altinda ve fonksiyonel bir gen bolgesi oldugunu
desteklemektedir. Wolbachia enfeksiyonu ile diyapoz arasinda ise anlamli bir iligki

bulunamamastir.



2. GENEL BILGIi

2.1. Klinal Varyasyonlar ve Adaptasyon

Adaptasyon, bir tiiriin genetik yapisinin degisimi ile sonuglanan evrimsel bir siirectir.
Biitiin tiirler zaman ve mekansal olarak farkli ¢evrelerde yasamaktadir ve bu farkliliklarin
yarattigi ¢evresel heterojenlik, populasyonlar arasinda adaptif farkliliklarin ortaya
cikmasinda etkili bir secilim baskisi yaratmaktadir [1]. Cesitlilik gosteren cevresel
kosullara dogal populasyonlarin nasil uyum sagladig1 ve adaptif farkliliklara neden olan
gevresel varyasyonlarin populasyonlarda goriilen genetik ¢esitlilige nasil katki yaptigini

anlamak evrimsel biyolojinin temel amacidir.

Cevresel varyasyonlarin canlilarin adaptasyonuna nasil etki ettigini anlayabilmek igin,
canlinin uyum basarisina etki eden karakterlerin dogal secilim baskisi ile sekillendigi
ortamlara adaptasyonunu (lokal adaptasyonu) c¢alismak oOnemlidir. Lokal adaptasyon
calismalar1 gen akisi ve diger evrimsel giiclere kiyasla, dogal segilim ile ilgili daha fazla
bilgi vermektedir. Lokal adaptasyonlarda populasyonlar arasinda yiiksek oranda goriilen
gen akisinin, farkli adaptif Oriintiilerin ortaya ¢ikmasii engelledigi ve segilimin gen
akisinin homojenlestirici etkisini astigi zaman lokal adaptasyonun gerceklesebilecegi
distintilmektedir [2]. Ancak yiiksek oranda basarili olan fenotipler bir sonraki kusaga
aktarilmakta; bu nedenle dogal se¢ilimin etkisi lokal adaptasyonlarda daha fazla

goriilmektedir.

Lokal adaptasyon bir populasyonun dogal olarak bulundugu bir ¢evrede o populasyonun
uyum basarisina etki edecek bir karakterin ortaya ¢ikmasiyla olusur [3]. Populasyonlarin
sahip oldugu lokal adaptasyonlar1 calismak icin ¢evresel faktorlerin sistematik bir sekilde
degistigi cografi gradiyentler olan enlemsel ve rakimsal klinler yaygin olarak kullanilir.
Heterojen ortamlara uyumla ilgili olan fenotipik (viicut biiyiikliigii, termal tolerans vb.) ve
genotipik (allozim, alel frekanst vb.) karakterlerdeki degisiklikleri cografi gradiyentler

boyunca irdelemek, adaptasyonun nedenlerini anlamamizda 6nemli veriler saglamaktadir.

Ekologlar bircok tiirde fenotipin, cografi gradiyentler olan enlem ve rakim gibi biiyiik
cografi skalalarda degistigini gdzlemlemislerdir. Ornegin, Bergmann [4] fenotipik bir
karakter olan viicut biiyiikliiglinlin enlemsel klin gdsterdigini ortaya koymustur. Klinler
tahmin edilebilir ve tekrar edebilir 6riintiilerdir ve bu nedenle degisen ‘mekansal se¢ilimi’
yansittig1 diisiiniilmektedir. Fenotiplerde goriilen cografi varyasyonlar segilim baskisinin

isledigini gosterirken, farkli kitalarda birbiriyle eslesen klinal ekolojik 6zelliklerin ve gen



frekanslarinin eszamanli evrimi iklimsel adaptasyon i¢in daha gii¢lii kanitlar saglamaktadir
[5].

Lokal adaptasyonlar, farkli kitalarda goriilen benzer oOzelliklerin klinal oOriintiilerini
sekillendirmede rol oynayabilir. Farkli cografi bolgelerde tekrarlanan klinler “paralel klin”
olarak adlandirilir ve bu bolgelerde paralel adaptasyonlar oldugu o6n goriilmektedir.
Ornegin, Avustralya, Kuzey Amerika, Afrika ve Avrupa'da viicut biiyiikliigiiniin benzer
sekilde klin gostermesi, iklimsel adaptasyonun kitasal 6lgekte benzer fenotipik tepki

verebilecegini gostermektedir [5].

Drosophila melanogaster enlemsel, rakimsal ve mevsimsel klinleri ¢calismak i¢in oldukga
kullanigh bir model organizmadir. Kokeni Afrika’nin tropikal alanlari olmasina ragmen,
yaklasik 10.000-20.000 yil 6nce dagilimini genisleterek bircok farkli kitaya yayilmistir.
Giiniimiizde Avrupa’nin en kuzeyinde bulunan Finlandiya (64°K) ile Avustralya’nin
giineyinde bulunan Tazmanya (43°G)’ya kadar yayilis gosterdigi bilinmektedir. D.
melanogaster tropik bolgelerden tiim diinyaya yayilmasi nedeniyle ¢ok genis bir
cografyaya, mevsimsel dongii gosteren 1liman bolgeler gibi gesitlilik gdsteren g¢evrelere
uyum saglamistir [6, 7]. Bu nedenle D. melanogaster’in dogal populasyonlari heterojen
gevrelere adapte olmalar1 bakimindan birgok evrimsel, ekolojik ve genetik ¢alismalarda
kullanilmaktadir. [liman bolgelerdeki D. melanogaster populasyonlari, mevsimlik bir meta
populasyon olarak disiiniiliir ve bu populasyonlar kisin kiigiiliir, ardindan ilkbaharda
yeniden kurulur. Populasyon, ilkbahardan sonbaharin sonuna dogru bir kez daha
kiigliliinceye kadar artan populasyon biiytikligi ile dispersal gosterir. Bu oriintii, segilim
baskisinin iklimsel parametrelerle iliskili bir bi¢imde cografi ve mevsimsel olarak lokal

populasyonlarda gesitlilik gosterdigini ortaya koymaktadir [8].

Fenotipik olarak klin varyasyonlari, Drosophila’da birka¢ 6nemli yasam oykiisii karakteri
icin belirlenmistir. D. melanogaster’de fenotipik ve genotipik varyasyonlar1 klinal
orlintiillerin sekillendirdigine ve 1liman gevrelere lokal adaptasyonda mekansal olarak
cesitlilik gosteren segilim baskilarinin etkili olduguna dair ¢ok sayida kanit vardir [1]. D.
melanogaster’de enlemsel klinler, viicut biyiikligi [9, 10], yumurta biyiikligi ve
ovariyol sayist [11], soguk Ve sicak direnci [12], alkol toleransi [13], susuzluk direnci [14]
ve reprodiiktif diyapozda [15] tanimlanmistir. Yapilan ¢alismalarda viicut biiyilikligiiniin
kuzey enlemlerde arttigi, ovariyol sayisinin ve yumurta biiytikligiiniin de enlemle dogru

orantili olarak artig gosterdigi bulunmustur [11, 15].



Enlemsel klinler Drosophila’da ¢ok calisilmis olmasina ragmen rakimsal klinlerle ilgili az
calisma vardir. D. buzzatii ile yapilan bir ¢alismada sicaklik ve susuzluk direncinin
rakimsal klin gosterdigi gozlenmistir [16]. Ayrica D. melanogaster’in Avustralya
populasyonu ile yapilan g¢alismada, viicut buytkligi, gelisim zamani, sicak ve soguk
toleransinda rakimsal farkliliklar gorildigii saptanmistir [17]. Bir baska ¢alismada, D.
melanogaster populasyonlarinda stres direnci ve omiir uzunlugunun rakim ile iligkili

oldugunu géstermistir [18].

D. melanogaster’de enlemsel klinler fenotipik ve genetik olarak tanimlanmis ve klinal
orintiller Avustralya, Hindistan alt kitasi, Kuzey Amerika, Giiney Amerika ve Afrika’da
dahil olmak iizere birgok kitada ortaya konmustur [19]. Paralel klinler D. melanogaster’de
farkli kitalarda, morfolojik karakterlerde [20], stres toleransinda [12, 21] ve yasam OyKkiisii
karakterlerinde [21] tanimlanmistir. Calismalar yogunlukla Kuzey Amerika ve Avustralya
kitasinda yapilmis ve her iki kitada da populasyonlar kiyr seridi boyunca 6rneklenmis,
ayrica 10°’den fazla olan enlemsel skalada g¢alisilmistir. D. melanogaster’in Amerika
populasyonlarinda, yiiksek enlemlerde diyapoz goriilme sikliginin diisitk enlemlerdekine
gore daha fazla oldugu, ayrica soguk toleransinin daha yiiksek oldugu ortaya konmustur
[22]. Avustralya’da bulunan populasyonlarda da benzer sekilde yiiksek enlemlerde soguk
toleransinin arttig1 fakat diyapoz goriilme sikligi ve ovariyol sayisinin Amerika kitasi ile
paralellik gostermedigi bulunmustur [23]. Ayn1 zamanda enlemsel klinler genetik diizeyde
de belirlenmistir. Ornegin, hem Kuzey Amerika hem de Avustralya populasyonlarinda
allozim, DNA ve kromozom inversiyon polimorfizmlerinde klin varyasyonlari goriilmiistiir
[24, 25, 26, 27]. Yapilan calismalarda ¢evresel adaptasyonun altinda yatan genetik
faktorlerin evrimsel cevapta nasil bir rol oynadigi, farkli yasam oykiisii karakterlerinde
aday genler belirlenerek calisilmaktadir. Bu dogrultuda, McKechnie ve arkadaslar1 [28]
Dca geninin D. melanogaster’de kanat biiyiikliigii ile iligkili aday gen oldugunu ve bu
genin paralel klin gosterdigini ortaya koymuslardir. Benzer sekilde, Paaby ve arkadaslar
[26] da InR geninin farkli alellerinin 6miir uzunlugu, stres toleransi ve iiremeyle iliskili

oldugunu ve bu genin alelleriyle iliskili karakterlerin enlemsellik gosterdigini bulmustur.

Enlemsel klinlerde oldugu gibi mevsimsel dongiilerde de canlilarin benzer segilim
baskisina maruz kaldig1 ve adaptif mekanizmanin altinda yatan nedenlerin benzer oldugu
distintilmektedir [19]. Yiiksek ve diisiik enlemler ile yaz ve kis mevsimlerinde segilim
rejimleri birgok yonden benzerlik gosterir. Yiiksek enlemler ve kis mevsiminde diisiik

sicaklik ve kisitli kaynaklar bulunurken, diisiik enlemlerde ve yaz mevsiminde ise artan



sicaklik ve bol kaynak bulunmaktadir. Mevsimsel dongiilerde de tekrar edebilir ve tahmin
edilebilir fenotip ve alel frekansinda degisimler gozlenmistir [1, 19]. Genomik
calismalarda yillar igerisinde frekans degisimleri gosteren, mevsimsel ve giinlik
dongiilerle dengelenmis segilim iligskisinde olan yiizlerce tek niikleotit polimorfizmi (SNP)

bulunmustur [1].

Yapilan birgok c¢alismaya ragmen, D. melanogaster’in heterojen ortamlara uyum
gostermesinde hangi kantitatif karakterin diger karakterleri biiyiik oranda etkiledigi tam
olarak anlasilamamustir. Fakat, reprodiiktif diyapozun D. melanogaster’in enlemsel ve
mevsimsel gradiyentlere adaptasyonu ile iligkili fenotip oldugu ve bu adaptasyonun da
iklimsel parametreler ve segilim rejimleri ile iliskili oldugu diistiniilmektedir [19]. Ciinki,
diyapoz fenotipi bircok cevresel parametreden etkilenmektedir (disiik-yiiksek sicaklik,
uzun-kisa giin uzunlugu, sirkadiyen ritim gibi) ve ovaryum gelisimi dolayisiyla iireme,
Oomiir uzunlugu, yaslanma ve stres toleransina karsi direncin artmasiyla da iligkili oldugu
bilinmektedir [29].

2.1.1. Yasam Oykiisii Karakterlerinin Evrimi

Yasam Oykiisii karakterleri, organizmalarin hayatta kalma ve lireme gibi uyum basarisinin
iki onemli bileseni ile dogrudan iligkili kantitatif ve demografik 6zellikleri temsil eder.
Yasam Oykdisii karakterlerinin evrimi, farkli organizmalarin ¢evrenin yarattigi zorluklar
karsisinda hayatta kalmasini saglayan ve lireme stresini optimize etmek i¢in kullandig
baslica fenotipik ozellikleri ve adaptif stratejilerin gesitliligini agiklar. Yasam Oykiisii
karakterlerini ve bu karakterlerin evrimini anlamak i¢in evrimsel biyologlar demografi,

kantitatif genetik, matematiksel modelleme ve filogeniyi kullanmaktadirlar [23, 30].

Bu karakterler, demografi ile iligkili ve kompleks oldugundan dolayi, genellikle kantitatif
ve poligenik karakterler olarak goriilmektedir. Yasam Oykiisii karakterleri cevresel
kosullara da olduk¢ca bagimlilik gostermektedir ve bu nedenle yasam Oykiisi

calismalarinda ‘fenotipik esneklik’ kavraminin tizerinde 6zellikle durulmaktadir [30].

Kavramsal olarak fenotipik ekspresyonlar1 ayarlayan mekanizmalar iki sinifa ayrilir:

genetik adaptasyon (6rnegin allel frekanslarinda degisiklik) ve fenotipik esneklik [31, 32].

Fenotipik esneklik, bir genotipin farkli ¢evre kosullar1 altinda farkli fenotipik 6zellikleri
aciga ¢ikarmasi olarak tanimlanabilir. Fenotipik esneklik dogrudan cevresel etkileri
fenotipte gosterir ve bu mekanizma kisa siireli ¢evresel varyasyonlara karsi adaptif bir

strateji olabilecegi gibi, adaptif olmayan ve organizmanin ¢evre ile kurdugu biyokimyasal



veya fizyolojik bir etkilesim sonucu da ortaya cikabilir [32]. Canlinin uyum bilesenini
etkileyen bircok fenotipik ve genotipik karakter bilesenleri canlinin yasam Oykiisiine
katkida bulur. Kompleks ve birbiriyle iligkili karakterler yasam Oykiisii stratejilerinin
devamliligini saglayabilmek ic¢in evrimlesmislerdir. Canlilarin ¢ok ¢esitli yasam Oykiist
stratejileri olmasina ragmen, yapilan ¢alismalar yasam oykiisii karakterlerinin birbirleriyle
korelasyon icinde olduklarini gdstermistir. Omiir uzunlugu, iireme ile negatif korelasyon
gosterirken, stres toleransi ile pozitif korelasyon gostermektedir [33, 34]. Dogal seleksiyon
maksimum tiretkenlik ve omiir uzunlugunu desteklemektedir, ¢iinkii gelecek nesiller igin
genetik katkiyr en {ist diizeye c¢ikarmak esastir. Fakat gergekte bu iki yasam oykiisii
karakteri birbirleriyle ters bir iliski igerisindedir. Ornegin, memeliler ve kuslarda uzun
yasam siiresi diisiik dogurganlikla iliskilidir. Yapilan ¢alismalarda, yumurta verimi ile
Oomiir uzunlugunun ters iliski igerisinde oldugu goézlenmekte ve bunun iireme maliyetiyle
iliskili oldugu one siiriilmektedir [35]. Ureme, biiyiime, somatik bakim ve onarmm ve
hareket gibi enerji gerektiren islemler i¢in yeterli kaynak yoktur ve bu nedenle bazi yasam
oykiisii karakterleri arasinda bedel-uzlas1 (trade-off) séz konusudur. Bir yasam Oykiisii
karakterindeki artis canlinin uyum basarisinin artmasina neden olurken, bununla iliskili
olarak bir bagka yasam oykiisii karakterinde ise diislis olmasi1 ve bu diisiisiin canlinin uyum
basarisinin azalmasina neden olmasi yasam oykiisti karakterleri arasindaki trade-off olarak
aciklanabilir [36]. Ureme, gamet olusumunun maliyeti nedeniyle canlinin hayatta
kalabilirliginin azalmasina neden olabilir veya tiremeye yonlendirilen kaynaklar somatik

bakim ve onarim i¢in kullanilamadigindan émiir uzunlugunu azaltabilir [35].

Diyapoz, canlinin zor ¢evresel kosullar: atlatarak populasyonun devamliligini saglamasina
olanak veren ve birgok yasam Oykiisti karakteri ile iliskili bir karakterdir. Diyapoza giren
disi D. melanogaster’de diyapoz ile birlikte dmiir uzunlugu ve soguk ile aglik stresine karsi
direng artmaktadir [21, 22].

2.2. Diyapoz ve Reprodiiktif Diyapoz

Mevsimsel olarak degisen ¢evresel kosullarda yasayan canlilar, ritmik sicaklik degisimleri,
besin ve suya ulasabilirlik, predasyon baskisi, sigimak ve yuva bulma gibi durumlarla basa
cikabilmek i¢in g¢esitli mekanizmalar gelistirmek zorunda kalmiglardir. Bu
mekanizmalardan biri olan diyapoz, boceklerde metabolizmanin ve gelisimin durakladig
ve boceklerin zor kosullarda hayatta kalmak i¢in gelistirdikleri bir karakterdir. Bitkilerde
dormansi ve omurgalilarda hibernasyon da bocek diyapozuna benzer sekilde ve benzer

mekanizmalarla, uygun olmayan ¢evresel kosullari atlatabilmek i¢in birgok mekanizmanin



birlikte meydana getirdigi biyolojik siireclerdir. Omurgali veya omurgasiz biitlin tiirler
degisen mevsimsel kosullara adapte olup gelisimlerini ve lireme dongiilerini buna gore

ayarlamaktadirlar [36].

Diyapoz, boceklerde farkli gelisim basamaklarinda (yumurta, larva, pupa veya ergin)
meydana gelebilen ve temelde néroendokrin sistem ile kontrol edilen bir mekanizmadir.
Diyapoz cevresel kosullara verilen aktif bir cevaptir. Bocekler, giin uzunlugu ve sicaklik
gibi mevsimsel olarak ongoriilebilir ipuglarmi kullanarak kotii kosullar 6ncesi diyapoza
girerler. Bocek diyapoz evresi tiire bagl degiskenlik gostermektedir. Ornegin Bombyx
mori’de embriyo, glineybati misir zararlist Diatraea grandiosella’da larva, Sarcophaga

crassipalpis’te pupa ve Culex pipens’te ergin donemde diyapoz goriilebilir [29, 36].

Bir¢ok Drosophila tiiriniiniin diyapoza girdigi bilinmektedir [36]. Bocek tiirlerinde ¢ok
farkli diyapoz stratejileri goriilse de, Drosophila tiirlerinde en yaygin goriilen diyapoz
stratejisi  “reprodiiktif diyapozdur”. Diger adi ovaryum diyopozu olan reprodiiktif
diyapozda, disilerde ovaryum vitellogenezi durur ve iireme igin kullanilacak enerji
biinyede saklanir. Reprodiiktif diyapoz ilk olarak Drosophila nitens [38] tiirlinde
tanimlanmis olup, daha sonra diger Drosophila tiirlerinde de kesfedilmistir [36].
Drosophila'da reprodiiktif diyapoz iliman ve soguk bolgelerde kiglamak igin uygun bir
stratejidir. Diyapoz siiresi ve goriilme siklig1 biiyiikk 6l¢iide hem populasyon hem de tiir
seviyesinde degiskenlik gosterir [36]. Ureme diyopozu Drosophila disinda, sivrisinek
Culex pipiens [39], kral kelebegi Danaus plexippus [40] ve bir¢ok ¢ekirge tiirtinde [41] de
calisilmaktadir. Yapilan c¢alismalarda iplik kurdunun (Caenorhabditis elegans) dauer
formu Drosophila’daki reprodiiktif diyapoz ile, gerek diyapoz fenotipini etkileyen gen
etkilesimleri, gerekse fizyolojik (hormonlar gibi) mekanizmalar yoniinden oldukca

benzerlik gostermektedir [29].

Diyapoz, yiiksek enlemlerdeki soguk iklimlerde canliya avantaj saglamaktadir. Ciinkii,
diyapoz disilerin birka¢ ay siiren soguk kis kosullarinda hayatta kalmasimi saglarken,
iklimsel kosullar diizelip sicaklik ve giin uzunlugundaki artisla birlikte canlinin diyapozdan
cikip tekrar yumurta birakmasma olanak saglar [42]. Yiiksek enlemlerde bulunan
Drosophila tiirlerinde diyapoz, kotii kosullart gegirmek igin secilen ve siklikla gézlenen bir
durum olmasina ragmen, tropikal Drosophila tiirlerinde de diisiik diizeyde de olsa diyapoz
goriildiigii bilinmektedir [43]. Reprodiiktif diyapoz birgok Drosophila tiiriinde yaygin
olarak goriilse de, hepsi igin bir kislama stratejisi olmayabilir. Ornegin, D. robusta

disilerinin cevresel sicakligin c¢ok diisiik olmadigi Agustos-Eyliil aylarinda diyapoza



girdigi bilinmektedir [44]. Diger yandan, iireme diyopozu disilerin kislamasindaki tek
metot degildir. Ornegin, D. curviceps, D. immigrans ve D. albomicans tiirlerinin yayilim
alan1 tropik ve subtropik bolgelerdir ve bu tiirler kislama stratejisi olarak yasamalarina
olanak verecek sicakliktaki bolgelere go¢ etmektedir [45]. D. pseudoobscura ve D.
subobscura tiirleri ise kisi ergin formda gecgirmekte ve kig boyunca iiremelerini

stirdiirmektedirler [46].

D. melanogaster’de ergin reprodiiktif diyapoz 25 yil 6nce ilk defa tanimlanmis ve klasik
bocek diyapozunun birgok 6zelligini gosterdigi gorilmistiir [47]. Reprodiiktif diyapoz zor
kosullar altinda canlimin hayatta kalabilirligini arttirmas1 yoniinden klasik bdcek
diyapozuna benzese de birgok yoniiyle klasik diyapozdan ayrilmaktadir. Ornegin, klasik
bocek diyapozunda canli diyapoz siiresince kullanacagi besini diyapoza girmeden once
viicudunda depolar ve depoladigi besin diyapoz siiresince kullanilir. Buna karsin D.
melanogaster’de reprodiiktif diyapoz 6nceden programlanan bir siire¢ degildir ve diyapoz
stiresince az da olsa besin alimi goriiliir. Ayrica, besin depolamayla iliskili genlerin
reprodiiktif diyapoz sirasinda ekspresyonlarinda meydana gelen degisimler D.

melanogaster’de reprodiiktif diyapozun aktif bir siire¢ oldugunu diisiindiirmektedir [48].

Birgok Drosophila tiirti gibi D. melanogaster de kisi ergin formda gecirmekte ve bu,
populasyonun devamliligini saglamaktadir. Afrika kokenli bir tiir olan D. melanogaster’de
tireme diyopozu atasal Afrika populasyonlarinda ve kardes tiirii olan D. simulans’ta
goriilmemektedir. Bu nedenle, bu adaptif karakterin D. melanogaster’in son buzul
cagindan sonra iliman bolgelere yayilmasiyla iliskili olarak yakin zamanda ortaya ¢iktig

diistiniilmektedir [49].

Reprodiiktif diyapoz D. melanogaster’de, kisa giin uzunlugu ve orta dereceli diisiik
sicaklik (10/14 saat aydinlik/karanlik, 12°C) ile tetiklenmektedir. Reprodiiktif diyapozun
canliin uyum bagarisina etki eden farkli yasam Oykiisii karakterleriyle de iliski oldugu
bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarda diyapoz fenotipi gosteren disilerde dmiir uzunlugunda
ve lipit depolamasinda artis oldugu ayrica acglik ve soguk stresi gibi ¢esitli stres
toleranslarina direncin arttigt gézlenmistir [21, 22, 29, 50]. Diyapoz ifadesi D.
melanogaster populasyonlarinda varyasyon gostermekte ve bu varyasyonun temelinde
populasyonlarin bulundugu ¢evrenin ve genetik faktorlerin yattigi bilinmektedir [19]. Bu
farkliliklar degisik cevrelerdeki populasyonlarin genotipinde sahip olduklar1 yiiksek

ve/veya diislik diyapoza girme egiliminden kaynaklanmaktadir.



Diyapoz ile yaslanma iliskisini gosteren bircok ¢alisma yapilmustir [48, 51, 52]. Ornegin,
Tatar ve arkadaglar1 [51] D. melanogaster’de belirli bir siire diyapozda kalan post-diyapoz
disiler ile pupadan yeni c¢ikan ve diyapoza hi¢ girmeyen geng¢ disilerin yaslanma
Oriintlilerini karsilastirmiglardir. Sonuglar post-diyapoz disiler ile geng disilerin yaslanma
oriintiileri arasinda farklilik oldugunu, reprodiiktif diyapoza giren disilerde yaslanma
siirecinin ~ yavasladigi  saptanmistir.  Calismanin  bir  sonraki asamasinda D.
melanogaster’deki bu yaslanma oriintiisiiniin diisiik sicaklikla iligkili olup olmadigi baska
bir bocek olan Pyrrhocoris apterus (alev tahtakurusu) ile arastirilmistir [30]. Bu
aragtirmaya gore, P. apterus, D. melanogaster gibi kisa giin uzunlugunda diyapoza
girmektedir, ancak diyapoza girme sicakligi D. melanogaster’e gore daha yiiksektir. P.
apterus’un diyapoza giren erginleri girmeyen erginlerinden iki kat daha uzun yasamaktadir
[53]. Diyapoza giren P. apterus disileri bir siire sonra non-diyapoz kosullara transfer
edildiklerinde, ayn1 D. melanogaster’deki gibi post-diyapoz disilerin dmiir uzunlugunun
pupadan yeni ¢ikan disilerle ayni oldugu gozlenmistir. Tim bu sonuglar reprodiiktif
diyapozun, iiremeyi baskilamasi nedeniyle yaslanmayi dolayli olarak etkiledigini
diistindiirmektedir [54].

Ureme diyopozunun enlemsellik ile iliskisi, Schmidt ve Paaby’nin [22] D. melanogaster’in
Kuzey Amerika populasyonlariyla yaptigi ¢alismayla ortaya konmustur. Bu ¢aligmaya gore
diyapoz ifadesi Kuzey Amerika’da, giiney enlemlerden kuzey enlemlere dogru gidildik¢e
artmaktadir. Ayni ¢aligmada yine giiney enlemlerden kuzey enlemlere gidildikge diyapozla
iliskili karakterlerde enlemsellik goriilmiistiir. Bu enlemsellik kuzey enlemlerde ortalama
Omiir uzunlugunda artis, lireme giiclinde diisiis, soguk toleransinda artis ve sicaklik

direncinde diisiis olarak gozlenmistir.

Kuzey Amerika’nin dogusunda yapilan bir ¢alismada, reprodiiktif diyapozun giicli
enlemsel klin gosterdigi ve sineklerin %90’ min 1liman habitatlarda reprodiiktif diyapoza
girdigi, neotropikal habitatlarda ise bu oranin %30 oldugu gézlenmistir [21]. Emerson ve
arkadaglarinin [55] Kuzey Amerika populasyonlariyla yaptigi ¢alismada da benzer
sonuglar elde edilmistir. Buna gore, kisa glin uzunlugu kosullarinda ve 12°C’de kuzey
populasyonlarinda giiney populasyonlarina gore diyapoz goriilme oraninin daha fazla

oldugu ortaya konmustur.
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2.3. Diyapozu Kontrol Eden Faktorler

2.3.1 Sirkadiyen Saat

Tiim canlilarin fizyolojik ve metabolik aktiviteleri, davranis ve gen ifadeleri belirli bir
giinlik ritim gostermektedir [56]. Bu giinliik ritimler, her ne kadar c¢evresel dongiiden
etkilense de, cevresel degiskenlerin olmadigi durumlarda canlilarin sahip oldugu
sirkadiyen saatle (circadian clock) kontrol edilmektedir. Sirkadiyen saat viicuttaki pekgok
ritmi kontrol eder ve bazi ¢evresel degiskenlerce diizenlenir. Eskin’e gore [57] sirkadiyen
saatin ii¢ basit asamasi vardir. Buna gore, birincisi ¢evresel degiskenleri algilayan ve
bunlan sirkadiyen osilatérlere aktaran bir giris yolagi, ikincisi zamani belirleyen ve dis
yolaklar1 aktive eden sirkadiyen osilatorler ve ligiinciisii ¢esitli gen ifadeleri, metabolik,

fizyolojik ve davranigsal siirecleri diizenleyen dis yolaklardir (Sekil 2.1).

Clock kontrol genleri

S| > AN N Cesitli
A R AN metabolik,

\/ fizyolojik ve
davranissal

SIRKADIYEN " karakterler
OSILATOR CIKIS YOLAKLARI

GIRIS YOLAKLARI

Sekil 2.1. Sirkadiyen sistemin bilesenlerinin sematik gosterimi.

Canlilarda 151k, sicaklik gibi ¢evresel degiskenler, sirkadiyen osilatorlerin cevabini belirler
ve bu cevaba gore fizyolojide, metabolizmada ve davramista kendini gosteren ritimler
giiniin uygun saatlerinde ortaya ¢ikarlar. Isik, sirkadiyen osilatorleri etkileyen en dnemli
cevresel degiskendir ve farkh tiirlerde farkli dokulardaki metabolik mekanizmalar: etkiler.
Memelilerde 151k gozdeki retinal ganglion hiicrelerinde bulunan melanopsin tarafindan
algilanir ve retinohipotalamik yol boyunca suprakiyazmik cekirdekteki (suprachiasmatic
nucleus - SCN) “ana saat”e (“master clock™) sinyal iletir. Bu sinyaller SCN’deki
sirkadiyen osilatorler tarafindan algilanip beyindeki ve periferal organlardaki osilatore
bilgi aktarilir. Boylece sirkadiyen ritmin kordinasyonu saglanir [58]. Memelilerdeki bu iki
basamakli mekanizma Drosophila’da farklilik gdsterir. Drosophila’da osilator hiicreler
15181 direkt veya fotoreseptdr hiicreleri araciligiyla algilar. Drosophila’da beyin ve viicudun

cesitli bolgelerinde bulunan birgok osilator hiicre vardir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Memeli beyninde (solda) ve Drosophila'da (sagda) osilatorler (Bell-Pedersen ve
arkadaglarindan [59] alinmistir).

2.3.1.1. Isik ve Sicakhk

Bilindigi tizere fotoperiyot, giin uzunlugunda meydana gelen degisikliklerdir ve birgok
mevsimsel gelisim dongiisiiniin  kontrol edilmesinde anahtar rol oynar. Canlilarda
sirkadiyen saat kavramini ortaya koyan Alman botanik¢i Erwin Biinning, mevsimsel
fotoperiyodun giinliikk sirkadiyen saat dongilistinden etkilendigini ve bu mekanizmanin
altinda temel olarak giin 151831Inda meydana gelen degisimlerin oldugu hipotezini 1936
yilinda ortaya koymustur [60]. Bu hipotez dogrultusunda bocek fizyolojisi, metabolizmasi
ve davranigsal olaylarinin fotoperiyottan nasil etkilendigini aciklamaya yonelik birgok

calisma yapilmistir.

Reprodiiktif diyapoz Drosophila’da sicaklik, fotoperiyot ve hormonal regiilasyonla kontrol
edilmektedir. Diyapozun ortaya ¢ikmasinda sicaklik ve fotoperiyotun etkisi Drosophila
tiirlerinde farklilik gdstermektedir. Ornegin, D. robusta disileri gorece daha sicak kosullar
altinda diyapoza girmektedir ve bu tiir i¢in fotoperiyotta meydan gelen degisimlerin
diyapozun goriilmesindeki temel mekanizma oldugu ortaya konmustur [44]. Japonya’da
endemik bir tiir olan D. lummei giin uzunlugu 17 saatten daha az oldugunda diyapoza
girmektedir [36]. Aym1 bolgede bulunan D. triauraria’nin diyapoza girmesi igin gerekli
giin uzunlugu ise 10-12 saattir [45]. Bu tiirtin diyapoz siiresi kuzey populasyonlarinda

giineydeki populasyonlarina gére daha uzundur ve bu tiirde kendilesmis soylarla yapilan
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calismada diyapoz i¢in gerekli kritik giin uzunlugu ile diyapoz siiresinin orantili
olmasindan dolay1 diyapoz ile kritik giin uzunlugunun enlemsel klin gosterdigi ortaya
konmustur [61]. Genellikle kuzey enlemlerde bulunan populasyonlar, giineyde bulunan
populasyonlara goére daha uzun kritik giin uzunlugunda diyapoza girmektedir. D.
littoralis’in dogal populasyonlarinda reprodiiktif diyapoz ic¢in gerekli kritik gilin
uzunlugunun 12-20 saat arasinda degistigi ve bu tiiriin kritik glin uzunlugunun enlemsel
klin gosterdigi, ayrica kuzey enlemlerde bulunan populasyonlarmin daha uzun kritik giin
uzunlugu altinda reprodiiktif diyapoza girdigi gozlenmistir [62]. Aymi sekilde, kuzey
enlemlerde bulunan D. montana’da da enlem ile kritik giin uzunlugu arasinda bir iligki

oldugu ortaya konmustur [63].

D. melanogaster’de diyapozu fotoperiyot ve sicakligin [47] birlikte mi etkiledigi veya
yalnizca diisiik sicakhigim mi1 [29] diyapoza girmede etkili oldugu tam olarak
anlasilamamustir. Yapilan deneylerde D. melanogaster’in diyapoza girebilmesi igin gerekli
kritik giin uzunlugunun 14°C’de 14 saatten az oldugu bulunmustur [47]. Sicaklik diistiik¢e
fotoperiyotun 6nemi kalmamis ve disilerin uzun giin uzunlugu altinda olmalarina ragmen
(16 saat aydinlik / 8 saat karanlik) 10°C’de diyapoza girdikleri gozlenmistir [47]. Emerson
ve arkadaglarinin [55] D. melanogaster’in Kuzeydogu Amerika populasyonlariyla
(Florida-27°K ve Maine-44°K) yaptigi c¢alismada, farkli sicakliklarda ve farkli
fotoperiyotlarda deney diizenekleri kurulmus ve bu deneyin sonucunda, reprodiiktif
diyapozda sicakligin daha baskin bir etken oldugu gosterilmistir. Kuzey Amerika
populasyonlarinda sicakligin 12°C’den 10°C’ye diismesi sonucunda diyapoz goriilme
oraninin %20’den %80’e artis gosterdigi belirlenmistir [55]. Benzer sekilde, Avustralya
populasyonlarinda da onerilen sicakliklarda (11-12°C) ve kisa giin uzunlugunda (10 saat
aydinlik/14 saat karanlik) diyapoz oraninin oldukg¢a diisiik oldugu, sicaklik 10°C’ye
distiriildiigiinde daha yiiksek diyapoz orani goriildiigii ortaya konmustur [5].

2.3.1.2. Sirkadiyan Osilator ve Dis Yolaklar

Reprodiiktif diyapoz fotoperiyotta meydana gelen dongiisel degisimlerle iliskili
olmasindan dolayi, sirkadiyen dongiilerin ve bu dongiilerde rol oynayan, sirkadiyen
osilator olarak gorev alan zaman genlerinin (clock genes) Drosophila’daki reprodiiktif
diyapozla iligkisini arastiran birgok c¢alisma vardir. Konopka ve arkadaslarinin [65]
Drosophila’da period (per) geni mutantlarini kesfetmesiyle bu genin sirkadiyen saatten
sorumlu bir gen oldugu anlagilmistir. Bu ¢aligmadan sonra sirkadiyen saat dongiisiinde rol

oynayan bir¢ok gen kesfedilmistir. Bunlar zaman gen ailesinden olan clock (clk), cycle
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(cyc), timeless (tim), doubletime (dbt), shaggy (sgg) ve cryptochrome (cry) genleridir.
Sirkadiyen ritimleri diizenleyen per geni ve fotoperiyotu diizenleyen tim (Timeless) geni
arasindaki iliski Drosophila’da sirkadiyen ritim ve fotoperiyodu diizenleyen mekanizmanin

merkezinde yer alir [66].

per geni, sirkadiyen dongiiniin diizenlenmesini saglasa da reprodiiktif diyapoz ile arasinda
zaylf bir iliski oldugu yapilan ¢aligmalarla ortaya konmustur [47, 67]. Saunders ve
arkadaslarinin [47] sirkadiyen dongili géstermeyen (aritmik) per geni mutantlari ile yaptigi
caligmada, sirkadiyen dongiiyli diizenlemek icin per geni aktif olmasa da, disilerin
reprodiiktif diyapoza girdigi goriilmistiir. Ayrica, yapilan ¢alismalarda D. melanogaster’de
per geninde tekrar eden bolgelerin bulundugu ve bu bolgelerde baskin olarak Treonin-
Glisin (Thr-Gly) aminoasitleri kodlandigi gézlenmistir [68]. Bu aminoasitlerin kisa alel -
(Thr-Gly) 17 ve uzun alel - (Thr-Gly) 20 olarak polimorfizm gosterdigi ve Avrupa ile
Kuzey Afrika’da enlemsel klin olusturdugu bulunmustur [69, 70]. Benzer sckilde
reprodiiktif diyapoz da enlemsel klin gostermektedir. Bu nedenle, bu alellerde goriilen
varyasyonun diyapoz fenotipiyle iliskili olabilecegi diisliniilmiistiir. Fakat, yapilan

caligmalarda boyle bir iliskiye rastlanmamustir [36].

tim geninin 1518a karsi duyarli bir gen olmasi nedeniyle, fotoperiyotu diizenlemede ve
diyapoz fenotipinin ortaya ¢ikmasinda etkili bir gen oldugu diisiiniilmektedir [71]. tim
geninde tek niikleotitte meydana gelen delesyon ile atasal S-tim aleline karsilik Ls-tim aleli
olusmustur ve bu alelden uzun form L-Timia21 ve kisa form S-Timiszgs olmak iizere iki
farkli protein sentezlenmektedir [72]. Tauber ve arkadaslarinin [71] D.melanogaster’in
Avrupa populasyonlariyla yaptigi ¢alismada, Is-tim aleline sahip disilerin, s-tim aleline
sahip disilere gore daha fazla diyapoz fenotipi gosterdigi bulunmustur. Ayrica Is-tim
alelinin enlemsel klin gosterdigi, Avrupa’nin giiney populasyonlarinda frekansi yiiksekken
(Italya’da en yiiksek), kuzey enlemlere gidildikce frekansinda diisiis oldugu belirlenmistir.
Buna ek olarak, s-tim aleline sahip disilerden, kuzey enlemdeki disilerde giiney

enlemlerdekine gore daha yiiksek oranda diyapoz gortldiigii ortaya konmustur [71].

2.3.2. Hormonal Regiilasyon

Boceklerde de omurgalilarda oldugu gibi sahip olduklari sinir ve endokrin doku ¢ok ¢esitli
fizyolojik fonksiyonlar1 ve yasam Oykiisii karakterlerini kontrol eder (Sekil 2.3).
Boceklerde, salgt yaparak fizyolojik fonksiyonlar1 diizenleyen dokular, endrokrin
bezlerinden, larval ektisteroitleri salgilayan protoraks bezlerinden ve lipit benzeri juvenil

hormon (JH) salgilayan corpora allatadan olusur. Ergin disi bireylerde ektisteroitler
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ovaryumdaki folikiil hiicrelerinden salgilanir [73]. Bunlarin yani sira, diyapoz 1sik
siddetindeki degisimlere hassas olan bir karakter oldugu igin, sinyal iletimi goézlerden
baslayarak pars intercerebralis, pars lateralis ve beyindeki diger salgi yapan bolgeleri
uyarir. Omurgalilardaki hipotalamus ve hipofiz bezinin etkilesimine benzer sekilde, pars
intercerebralisteki ndrosalgr hiicrelerinden salgilanan wuyarict veya inhibe edici
ndropeptitler salg1 yoluyla endokrin bezlerinin salgisin1 kontrol eder. Pars intercerebralis,
D. melanogaster’de insiilin benzeri peptitlerin ana salgilanma yeridir. Insiilin benzeri
peptitler pars intercerebraliste salgilandiktan sonra protocerebruma oradan corpora
cardiaca sonra da hemolenfe geger. Bocek juvenil hormonunun sentezi ndropeptitlerle
kontrol altindadir ve insiilin sinyal yolag1 direkt olarak ndropeptitlerin salgisini kontrol
eder veya insiilin benzeri peptitler direkt olarak JH salgilanmasini saglar. Her iki yolda da
insiilin ligand1 veya reseptoriinde meydana gelen inhibisyon JH sentezini azaltabilmektedir

[74].

Boceklerde juvenil hormon, iireme ve gelisim gibi fizyolojik olaylarda rol oynayan en
onemli hormondur ve bu nedenle yasam Oykiisii karakterlerini diizenlemektedir [75].
Fotoperiyot, nem ve sicaklik gibi bir¢ok diger faktoriin yaninda, iireme diyopozunun
juvenil hormonun miktarindaki diistisle ilgili oldugu yapilan calismalarda gosterilmistir
[76, 77]. Reprodiiktif diyapozdaki disilerde Yolk proteinlerinin (YP) hemolenfte,
ovaryumlarinda oldugundan daha fazla miktarda bulundugu gézlenmistir [64]. Uzun giin
uzunlugunda olan diyapoza girmeyen disiler ile, kisa giin uzunlugunda diyapoz kosullar
saglanmis, ancak sicaklikta yapilan degisimler sonucu (12°C’den 25°C’ye gecilmesi)
diyapoza girmesi engellenen disilerin ovaryumlarinda YP miktarinin artti§i bulunmustur
[36]. Ayrica, bu disilerde diyapozda olan disilere gore dort kat daha fazla JH diretimi
gorildiigi gozlenmistir [78]. D. melanogaster’de corpora allata tarafindan sentezi kontrol
edilen JH hormonunun miktarinin artmasi YP’nin ovaryumda artmasina neden olmaktadir
[78]. Corpora allatas1 ¢ikarilan (allatektomi) boceklerde juvenil hormonun salgisinin
durmasina bagli olarak bir¢cok bocek tiirlinde organizmanin diyapoza girdigi ve bunun
yaninda 6miir uzunlugunda artig oldugu goriilmiistiir [79]. Allatektomi uygulamasi yapilan
boceklerde diyapozu tetiklemeyen normal kosullarda boceklerin lireme durgunluguna
girdikleri ve yasam siiresinin uzadigi, allatektomi yapilan erginlere juvenil hormon

verildiginde ise, tiremenin uyarildigi ve yasam siiresinin azaldigi goriilmiistiir [79].
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Sekil 2.3. D. melanogaster’de diyapozun hormonal kontroliiniin sematik gosterimi (Tatar
ve arkadaslarindan [74] alinmistir).

Reprodiiktif diyapozu diizenleyen temel mekanizma insiilin sinyal yolagidir. Diyapoz,
juvenil hormondaki diisiis ile ortaya ¢ikmakta ve bunun insiilin sinyal yolaginin down-
regiilasyonuyla (azalarak diizenlenmesiyle) iliskili oldugu bilinmektedir. Insiilin sinyal
yolaginin iireme ve yaslanmada da 6nemli rol oynadigi bilinmektedir [74, 75]. Diyapoza
giren bireylerde stres direncindeki artis yine insiilin sinyaliyle iliskilidir [74]. Birgok
calismada reprodiiktif diyapozun insiilin sinyal yolundaki, juvenil hormondaki ve ektizon
hormonundaki diisiisle iliskili oldugu gosterilmistir. Insiilin benzeri sinyal reseptdriinde
(Insulin-like receptor - InR) ve insiilin reseptor substratini kodlayan gende (chico)
meydana gelen mutasyonlarin D. melanogaster erginlerinin dmiir uzunlugunu arttirdigi
gosterilmistir [34, 35, 74]. InR mutantlarinin diyapoz fenotipine benzer sekilde, stres
direncinde ve omiir uzunlugunda artis ve ovaryum gelisiminde azalma oldugu goriilmiistiir
[51]. Insiilin reseptdr substrat proteininin yoklugunda ise, ovaryum gelisiminde azalma
veya stres direncinde artis olmaksizin Omiir uzunlugunun arttigt bulunmustur [80].
Bununla birlikte, InR mutantlarinda juvenil hormon miktarinda degisiklik olmadig

gbzlenmistir [81].
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D. melanogaster’deki reprodiiktif diyapoza benzer sekilde C. pipiens’te de reprodiiktif
diyapoz gozlenmektedir. Sim ve Denlinger’in yaptiklar1 calismada [82], InR gen
ekspresyonu olmayan C. pipiens disilerinin reprodiiktif diyapoza girdigi, ayrica diyapoza

giren bu disilere JH uygulandiginda ise diyapozun bozuldugu gozlenmistir.

Tatar ve arkadaslarinin yaptigi calismada [29], diyapoza giren disilere juvenil hormon
verilmis ve bunun sonucunda diyapozun durdugu ve oosit gelisiminin uyarildigi
gosterilmistir. Bir bagka c¢alisma, seminal sivida bulunan seks peptidinin juvenil hormon
sentezini uyardigi, bu nedenle ¢iftlesmis disilerin diyapoza girmesinin daha zor oldugunu

gostermistir [83].

Juvenil hormonun diyapoz iizerindeki etkisi fazla olsa da, diyapoza etki eden baska
hormonlar da vardir. Richard ve arkadaslar1 [84] vitellogenezin juvenil hormon olmaksizin
da gerceklesebilecegini, fakat 20-Hidroksiektizon (20E) olmadan gergeklesemedigini
bulmuslardir. Ergin disilerde ektizonun aktif formu olan 20E yumurtanin folikiil
hiicrelerinde sentezlenmektedir [85]. Ayrica 20E’nin diyapozu durdurabildigini ve juvenil
hormondan daha etkili olabilecegini gostermislerdir. Diyapozda olan D. melanogaster
disileri diyapoza girdikleri sicakliktan 25°C’ye alindiklarinda diyapoz durmakta ve §-12
saat sonra da vitellogenez baslamaktadir. Bu deney sirasinda 25°C’ye alinan disilerde

20E’nin seviyesinin arttig1 gdzlenmistir [86].

Ektizon da juvenil hormon gibi ergin bireyde yolk proteininin olusumunda gorevlidir.
Juvenil hormon ve 20E kompleksinin regiilasyonu tam olarak anlasilamamistir ve
oogenezin farkli asamalarinda farkli sekilde ifade olduklar1 diisiiniilmektedir [87]. Gelisim
asamasinin 8. ve 9. evrelerinde olan oositler, 20E miktariin artistyla birlikte apoptoza
ugramakta ve bu BR-C gibi ektizon erken cevap genleriyle kontrol edilmektedir [88, 89].
Bu olay canlinin besin maddesine ulasilabilirligine gore yumurta tiretmesiyle ilgilidir [88].
Disiler besin kisitlamasiyla karsilagtiklarinda insiilin sinyali down-regiile olmakta ve JH
miktarinda diisiis meydana gelmektedir [35]. Ayrica JH, 20E’nin 9. evredeki oositin
apoptozunu durdurmaktadir [89].

2.4. Diyapoza Etki Eden Genetik Faktorler

Diyapoz fenotipinin altinda yatan genetik etmenler, boceklerde olduk¢a kompleks olmakla
birlikte birgok farkli yolagin etkilesim icinde oldugu ve her tirde farklilik gosterdigi
bilinmektedir [90]. Yapilan onceki ¢aligmalarda timeless (tim), couch potato (cpo) ve
dp110 gibi birgok gen diyapoz igin aday gen olarak belirlenmistir [19]. Ayrica iki temel

yolak olan sirkadiyen saat ve insiilin ve insiilin benzeri biiylime faktorii sinyal
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(insulin/insulin-like growth factor signaling — IIS) yolaginin diyapozun ifadesini

diizenledigi yapilan ¢alismalarda ortaya konmustur [51, 71].

Schmidt ve arkadaslar1 [91], diyapozun genetik kontroliiniin iiglincii kromozomda bulunan
bir veya daha fazla genden kaynaklandigimi 6ne siirmiislerdir. Ayrica, QTL haritalama,
linkaj esitsizligi (linkaj disequilibrium) iligkileri ve tamamlayici analizler sonucunda RNA
baglayici protein kodlayan gen (RNA binding protein encoding gene) olan cpo’nun, D.
melanogaster’in Kuzey Amerika populasyonlarinda reprodiiktif diyapozu etkileyen ‘temel
gen’ oldugunu ortaya koymuslardir [91]. D. melanogaster’de cpo geni yaklasik 84 kb
uzunlugunda olmakla birlikte, yedi farkli transkripti vardir ve bunlarin ekspresyonu
embriyo, larva ve erginde, periferal ve merkezi sinir sisteminde gergeklesmektedir [92].
Schmidt ve arkadaglar1 [91], cpo geninin yedi transkriptinin birinde 5. ekzonun 3" sonunda,
356. aminoasitte (C/T, cpo”la6Valy SNP’e rastlanmis ve bu Ala/Val degismine neden olan
polimorfizmin enlemsel klin gosterdigi ayrica Valin aminoasitini kodlayan alelinin yiiksek
diyapoz gosteren bireylerde daha yaygin oldugunu belirlemistir. 462. aminoasitte meydana
gelen (T/A, cpo'®462%) SNP polimorfizmin ise, diyapoz ile daha yiiksek bir iliski
icerisinde oldugu ve yiiksek diyapoz gosteren bireylerde bu degisimin daha sik goriildigi
gbzlenmistir. Ayrica, bu calisma Cpo geninin ekspresyon diizeyinin diyapoz fenotipini
etkiledigini, artan ekspresyonun diisiik diyapoz oraniyla, ekspresyonun diismesinin ise,
yiiksek diyapoz oraniyla sonuglandigini ortaya koymustur [91]. Bu gende 462. aminoasitte
meydana gelen polimorfizmin 12 Drosophila genomunda yiiksek cesitlilik gosterdigi,
ayrica D. melanogaster’in kardes (sibling) tiirii olan D. simulans’ta goézlenen diisiik
diyapoz oraninin bu tiirde bu boélgenin olmamasiyla iliskili oldugu 6ne siiriilmistiir [91].
Ayrica, cpo’nun insiilin sinyal yolu ile diyapozun hormonal kontrolii arasindaki baglant:

oldugu distintilmektedir [90].

Alel frekansinda gozlenen klinal varyasyonun yeni ortama adaptasyonla iliskisini
dogrulamanin bir yolu, gozlenen klinal varyasyonun farkli zamanlarda varligim
degerlendirmektir. Ayrica, aym klinal oriintiilerin farkli kitalardaki varligi, polimorfizmin
adaptif bir role sahip olma olasiligin1 desteklemektedir [93]. Cogni ve arkadaslari [8],
Florida - Kanada arasinda 3 yil boyunca farkli enlemlerden toplanan D. melanogaster’in
20 populasyonuyla yaptiklar1 ¢alismada, Schmidt ve arkadaslarmin yaptigi c¢alismanin
sonuglarina benzer sonuglara ulasmiglardir. Ayrica, Schmidt ve arkadaslarinin [50] 1997
yilinda toplanan Pensilvanya populasyonlariyla yaptiklari ¢alismaya benzer sekilde 2009-
2010 yilinda toplanan populasyonlarda da aynt SNP’ler gozlenmistir [8]. Buna ek olarak,
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yaz mevsiminde diyapoza neden olan genlerin alel frekanslarindaki diistisle diyapoz

goriilme oranindaki diisiisiin iliskili oldugu gosterilmistir.

Lee ve arkadaslarinin [5] Avustralya’nin dogusundaki populasyonlarla yaptiklar1 ¢alismada
ise, cpo*®®*AT) alelinin frekansinin enlemle birlikte artis gosterdigini, fakat diyapoz
fenotipini biiyiik oranda etkiledigi diistiniilen bu alelin, Avustralya populasyonlarinda

diyapoz ile iligkisinin olmadigini ortaya koymuslardir.

Diyapoz ile iliskili cpo ve InR gibi gen bolgeleri, tigiincii kromozomun sag kolunda (3R)
bulunmaktadirlar ve 3. kromozomda goriilen In(3R)Payne inversiyonu ile iligkilidirler
[91]. Omiir uzunlugu, stres toleransi gibi canlinin uyum basarisina etki eden karakterler
birgok canli grubunda insiilin yolagindaki mekanizmalarla diizenlenmektedir. In(3R)Payne
inversiyonu igerisinde bulunan ve diyapoz ile iligkisi ortaya konmus bir diger aday gen,
insiilin ile diizenlenen PI3K (Insiilin-regulated phosphatidylinositol 3 kinase — dp110)’dur.
Willliams ve arkadaslari [94] yaptiklar1 ¢alismada, ayrilma analizleri ile dp110 geninin
diyapoz ile iligkili aday gen oldugunu One siirmiisler ve bu gen bdlgesi bakimindan
delesyon igeren mutantlarla yaptiklari ¢alismada, dpll0 geninin ifadesindeki diisiisiin,
diyapoz goriilme oranmi arttirdigin1 bulmuslardir. Fakat, dogal olarak meydana gelmis
herhangi bir aminoasit varyasyonu bu gende go6zlenmemistir. Dpll0 geninin D.
melanogaster’de insiilin sinyal yolagin1 diizenleyerek diyapoza etki ettigi diistiniilmektedir
[82].

Son zamanlarda yapilan caligmalarla diyapoz fenotipinin global transkripsiyon profili
¢ikarilmaya calisilmistir. Zhao ve arkadaslarinin yaptigi calisma [19], D. melanogaster’de
diyapozun, binlerce genin regiilasyonuyla diizenlendigini ortaya koymustur. Diyapoz
gosteren ve gostermeyen bireylerde birgok genin farkli sekilde ekspresyon gosterdigi,
ayrica ndroendokrin ve endokrin sistem ile iligkili olan beyin ve ovaryumdaki genlerin de
bu iki farkli viicut bolgesinde farkli olarak ekspresyonunun gerceklestigi yine ayni
calismada gozlenmistir. Baska calismalarda cesitli yasam Oykiisti karakterleri i¢in aday
genler olarak belirlenen bazi insiilin yolagi genlerinin de diyapoza girmis disilerin beyin ve
ovaryumlarinda farkli sekilde ekspresyonunun oldugu bulunmustur [19]. Bu genlerden
dock, foxo, InR, Pdkl, Ptn ve RpL8’in beyinde, chico, dock, melt, Pdkl, Pi3K21B ve
Pi3K92E (Dpl10)’nin de ovaryumlarda farkli transkripsiyon gosterdigi de ortaya
konmustur. Bahsedilen insiilin yolagi genlerinin diyapoz gdsteren ve gostermeyen disilerde
farkli transkripsiyon profili gdstermelerinden dolay1 bu genlerin diyapozun kontroliinde rol

oynayan aday genler olabilecegi dnerilmistir [19].

19



Insiilin sinyal yolagindaki herhangi bir lokus hangi pozisyonda bulunduguna bakilmaksizin
onemli dogal genetik varyasyona neden olmaktadir [26]. Insiilin sinyal yolag
Drosophila’da temelde, omurgali insiilin/insiilin benzeri biiyiime faktorlerinin (IGFs —
insulin/insulin-like growth factors) homologu olan sekiz insiilin benzeri peptit (DILP1-
DILP8 - insulin-like peptides), transkripsiyon faktori (dFOXO - Forkhead box O
transcription factor), insiilin benzeri reseptor (InR - insulin-like receptor) ve memeli
ortologu olan insiilin reseptér substratindan (CHICO - insulin receptor substrate)
olusmaktadir [95]. Bu insiilin yolagindaki genlerden chico’nun viicut biytkligi, lipit
depolama ve Omiir uzunlugu ile iligkili oldugu, ayrica dFoxo’nunda &miir uzunluguyla

iliskili oldugu bilinmektedir [30, 96].

Kubrak ve arkadaslar1 [48], DILP2-3-5’in diyapoz iizerindeki etkisini ortaya koymuslardir.
Bu ii¢ DILP’nin beyinde insiilin iireten hiicrelerde (IPCs — insulin-producing cells) ifade
edilmekte ve stres toleransi, yumurta verimi, metabolik homeostasis ve dmiir uzunlugunun
diizenlenmesinde etkilidir [48]. Yaptiklar1 ¢alismada, diyapoz fenotipi gosteren D.
melanogaster disilerinde besin aliminda azalma goriildiigii ve karbonhidrat dolagiminda ve
depolanmasinda degisim gozlendigi, ayrica DILP’lerin, adipokinetik hormonun (AKH) ve
iki bagisiklik geninin transkripsiyonunda up-regiile oldugu ortaya konmustur. Bunlara ek
olarak, insiilin sinyal yolaginda dilp5, dilp2 veya dilp3 genlerini igermeyen mutantlarla
yapilan c¢aligmalarda, diyapoz goriilme oraninda artis gozlenmistir. Ayrica dilp’lerin
ekspresyonunda degisimler olmasina ragmen, INR’nin mRNA miktarinin 9 haftalik diyapoz
siiresince ve sonrasinda, diyapoza girmeyen ve yeni pupadan ¢ikan bireylerde esit miktarda

oldugu ortaya konmustur [48].

Insiilin sinyal yolagindaki gen mutantlariyla yapilan galismalar ve bu genlerin pleiotropik
etkilesimleri arasinda gozlenen korelasyonlarin, dogal populasyonlarda yasam oykiisii
karakterlerinde gdzlenen varyasyonlara neden olabilecegi diisiiniilmektedir [26]. Insiilin
sinyal yolaginda up-stream element olan InR geninin de yasam Oykiisii karakterlerinde

gozlenen varyasyonlara katki yaptigi1 bilinmektedir [26].

2.4.1. Insiilin Reseptérii — INR

Insiilin sinyal yolagi evrimsel olarak korunmus bir yolak olmasi nedeniyle insiilin yolag
bilesenleri canlilarda benzerlik gostermektedir. Drosophila insiilin reseptorii (dINR)
memelilerde oldugu gibi tetromer yapidadir ve alfa; ve betaz olmak iizere iki ekstraselliiler
insiilin baglanma {iinitesinden ve ligand ile aktive olan tirozin kinazdan olusur [97].

Drosophila’daki INR gen bolgesi, NH2 ucu ve COOH ucundaki yaklagik 300 aminoasitin
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fazla olmasi nedeniyle memeli insiilin reseptdr geninden daha biylktiir [97]. Ayrica

dINR’nin 10 ekzonu, 9 intronu ve dort farkli transkripti bulunmaktadir [98].

Biyokimyasal yolaklar metabolik, transkripsiyonel diizenleyici ve sinyal iletim yolaklari
olarak ti¢ farkli kategoriye ayrilabilir. Sinyal yolaklari, hiicrenin disindaki sinyalleri ligand-
reseptOr etkilesimi ile alir ve bu etkilesim bir dizi biyokimyasal reaksiyonu (genellikle
protein fosforilasyonu ve defosforilasyonu yoluyla) tetikler [99]. Sonug¢ olarak, alinan
sinyal cevaba aracilik etmekten sorumlu olan, sinyal yolaginin diger elemanlarini harekete
gecirir. INR gen bdlgesi de insiilin sinyal yolagindaki, hiicre disindan sinyali alan ilk
basamak olmasindan dolay1 bu sinyal yolagindaki diger bir¢ok gen ile iliskili olup, insiilin
sinyal yolaginin diizenlenmesinde etkilidir. INR geni ayrica insiilin sinyal yolaginin
diizenlenmesini sagladigindan canlilarin ¢esitli yasam Oykiisti karakterleriyle iligkili oldugu

bulunmustur [100].

INR geni mutantlariyla yapilan ¢aligmalarda mutant bireylerin gelisimlerinin durakladigi,
kiigiik viicutlu ve kisir bireyler gozlendigi, bu negatif etkilere karsin mutant bireylerin
Omiir uzunluklarinda artis oldugu gosterilmistir [101]. Ayrica InR geninin farklt mutasyon
kombinasyonlariyla yapilan bir bagka calismada da, mutant disilerde kisirliga bagli olarak
25°C’de yumurta gelisiminin previtellogenik olarak kaldigi ve Omiir uzunlugunda %385

oraninda artis oldugu belirlenmistir [81].

Paaby ve arkadaglar1 [26], Drosophila’da InR genindeki polimorfizmlerin ¢esitli yagam
Oykiisti karakterlerini nasil etkiledigini Kuzey Amerika ve Avustralya populasyonlariyla
kapsamli olarak calismiglardir. Yaptiklari ¢alisma ile InR geninin birinci ekzonunda bir
insersiyon-delesyon (indel) polimorfizmi oldugu ve bu indel polimorfizminin glutamin—
histidin aminoasit tekrarlarin1 bozarak farkli aminoasit kombinasyonlarinin ortaya
¢ikmasina neden oldugu bulunmustur. Buna ek olarak c¢alisilan InR gen bolgesinde toplam
177 SNP oldugu ve bunlardan 12 tanesinin enlemsel bir trend gdsterdigi yine bu ¢aligma
ile ortaya konmustur. Sekil 2.4’te goriildiigii gibi InR geninde klinal 6riintii gosteren 12
farkli SNP, InR geni {izerinde ii¢ farkli kiime olusturacak sekilde bulunmakta ve bu

SNP’lerin birbirleri ve 1. ekzondaki indel ile linkaj esitsizligi gostermedigi goriilmektedir.
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Sekil 2.4. InR geninin sematik gosterimi ve INR geninde gbzlenen SNP’ler. Gri kutular
ekzonlari, gri kutularin arasinda kalan alanlar ise intronlar1 temsil etmektedir.

Ayrica aymi ¢alismada Kuzey Amerika ve Avustralya’da yaygin olarak goriilen iki alelin
frekansinin (alel 248 ve alel 254) enlemle degiskenlik gosterdigi, 248 alelinin yliksek
enlemlere dogru gidildik¢e frekansinin arttigi, 254 alelinin ise diisiik enlemlerde daha
yaygin olarak goriildiigii ve yiiksek enlemlere gidildik¢e frekansinin diistiigii bulunmustur.
Buna ek olarak, yiiksek enlemlerde yiiksek frekansta bulunan 248 aleli bakimindan
homozigot olan sineklerin 254 aleline gore, oksidatif strese ve soguk stresine daha
dayanikli oldugu, buna karsin 254 aleline sahip disilerde 248 aleline gbre yumurta
veriminin daha fazla oldugu gozlenmistir [26]. Bu sonuglar, INR mutantlariyla yapilan
calismalarla benzerlik gostermektedir. INR mutantlarinda insiilin sinyalinin diismesine

bagli olarak stres toleransinda artis ve yumurta veriminde diisiis gdzlenmistir [81].

248 aleline sahip bireylerin stres kosullarina daha dayanikli olmasi, buna karsin yumurta
veriminde diislis olmasi lireme basarisinin pleiotropik maaliyetinden dolay1 negatif secilim
gosterme Oriintlisiiyle uyusmaktadir [26]. InR genindeki polimorfizmler bakimindan
paralel klin gésteren Kuzey Amerika ve Avustralya’da yapilan noétralite testinden elde
edilen sonugta bu polimorfizmin dogal olarak iki kitada da birbirinden bagimsiz, fakat

benzer segilim baskilarina yanit verdigini ortaya koymaktadir [26].

Paaby ve arkadaglarinin [102] 2014 yilinda yaptiklar ¢alismayla ise, daha dnce bulduklar
[26] InR geni polimorfizmlerinin aradan gegen yaklasik 5 yillik zaman diliminde nasil
degistigini ve bu polimorfizmlerin mevsimsellik ile iligkili olup olmadigini ortaya
koymuslardir. Bu galismaya gore, yiikksek enlemlerde frekansi yiiksek olan 248 alelinin
(INR"°"™) frekansmin ilkbaharda yiiksekken, sonbaharda diistiigiinii, buna ek olarak indel
polimorfizmi ile iligkili veya bu polimorfizmin yakininda bulunan 8 ayr1 SNP’in ise yiiksek
oranda mevsimsellik gosterdigini bulmuslardir. Ayrica daha once yaptiklar1 ¢aligmada
[26], Kuzey Amerika ve Avustralya kitasinda zayif bir klinal oriintii gosteren 251 aleli ile
iliskili 2 SNP’in, yliksek mevsimsellik gostermelerine ragmen diisiik enlemsellik

gosterdikleri ortaya konmus ve bunun nedeninin mevsimsel ve cografi kosullarin iklimsel
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olarak benzer oriintiiler gostermelerine ragmen farkli secilim baskilarina maruz kalmalari

sebebiyle oldugu diisiilmektedir [1, 102].

Yapilan ¢aligsmalar gostermistir ki, INR geni ¢esitli yasam oykiisii karakterleriyle iliskilidir
ve bu iliskinin temelinde insiilin sinyal yolaginin diizenlemesi yatmaktadir [102]. Bir
yasam Oykiisii karakteri olan diyapozun da insiilin yolagiyla birlikte diizenlendigi,
dolayisiyla InR geninin reprodiiktif diyapozun diizenlenmesindeki aday gen olabilecegi

one stiriilmektedir [19].

2.4.2. Insersiyon — Delesyon (indel) Polimorfizmleri

Son yillarda yeni sekans tekniklerinin gelismesiyle, evrimsel adaptasyon ¢alismalarinda
ozellikle fenotiplere etki eden genlerin protein kodlayan bdlgelerinde meydana gelen
niikleotit polimorfizmleri ve genin yapisim degistiren polimorfizmleri ¢alismak,
adaptasyonun altinda yatan genetik etmenler hakkinda fikir vermektedir. Genlerin baz
dizilimine niikleotit eklenmesi ile olusan insersiyon ve gen dizilimindeki niikleotitlerin
kayb1 ile olusan delesyonlara (indel) sikg¢a rastlanilmaktadir. Kreitman [103], D.
melanogaster’in 5 farkli populasyonu ile yaptigi ¢alismada, alkol dehidrogenez geninde
(Adh) toplamda 11 farkli alel bulmus ve bu farkliliklarin temelinde indel
polimorfizmlerinin yattigini ortaya ¢ikarmistir. Yine bu ¢alismada, Adh geninde bulunan
indellerin boyutlarinin 21 baz ile 10.2 kilobaz arasinda degistigini ve meydana gelen
indellerin genin protein kodlayan bdolgesinden uzakta oldugu bulmustur. Ayrica, 250

bazdan olusan insersiyonlarin transpozlardan meydana geldigini gostermistir [104].

Indeller genlerin protein kodlayan bdlgelerinde meydana geldiklerinde genin yapisini
degistirerek aminoasit degisimlerine ve dolayisiyla protein degisimlerine neden
olabilmektedir. Boyle indeller cogu zaman protein islevlerinin bozulmasma bagli olarak
canlida zararl etkilere yol agabilir, bu nedenle bir¢ok indel polimorfizmi dogal seleksiyona
ugrayarak yok olmaktadir. Insan genetik hastaliklariyla iliskili germline indeller, Insan
Geni Mutasyon Veri Tabani'ndaki toplam mutasyonlarin yaklasik %23.7'sini
olusturmaktadir [105, 106]. Boyle zararli etkilere neden olan indeller populasyon
igerisindeki polimorfizme ¢ok az katkida bulunmaktadirlar. Diger taraftan kiiciik boyutlu,
notral mutasyonlar olarak olusan ve genetik stiriiklenme ile segilen indeller tiirlesmenin
olusmasinda etkilidir [105]. Indeller zararli olabilecegi gibi, bazen canlilarin uyum
basarisim arttirmaktadir. Ornegin, Paaby ve arkadaslarmin [26, 102] InR geninin birinci

ekzonunda bulduklar1 indel polimorfizmi aminoasit degisikligine neden olsa bile, dogal
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secilim ile segilen ve canlinin yasam Oykiisii karakterlerinde 6nemli bir avantaja neden

oldugu diisiiniilen bir polimorfizmdir.

2.5. Wolbachia Enfeksiyonu

Biitiin diger canlilar gibi, boceklerin de yerlesik bir mikrobiyoma sahip olduklar1 ve bu
mikroorganizmalarin aktiviteleri ile bir¢cok fenotipik karakteri etkiledikleri bilinmektedir.
Mikrobiyotanin etkiledigi karakterler arasinda es se¢imi, termal stres direnci, viicut

renklenmesi, besin se¢imi ve tireme 6zellikleri sayilabilir [107].

D. melanogaster’in dogal populasyonlarinda sik goriilen Wolbachia birgok bocek tiiriinii
de enfekte eden ve enfeksiyona bagli ¢esitli iireme uyumsuzluklarina sebep olan
endosimbiyont bir bakteri tirtidir [108]. Drosophila’da yaygin olan bu bakterinin
enfeksiyonu, dogadan toplanan bireylerin 6nemli bir kisminda bulunur ve miidahale

edilmedikg¢e kusaktan kusaga aktarilir [109].

Wolbachia ile yapilan ¢alismalar, bu enfeksiyonun Drosophila’da birgok yasam oykiisii
karakterini etkileyebildigi yoniindedir. Wolbachia frekansi bir¢ok populasyonda ya da
klinde varyasyon gostermekle birlikte, yapilan ¢alismalar Wolbachia goriilme sikliklari ile
bazi reprodiiktif karakterler arasinda bir korelasyonun varliina isaret etmektedir. Ornegin,
Kriesner ve arkadaslar1 [110] yaptiklart bir ¢caligmada Wolbachia ile enfekte bireylerin
uzun siireli soguk kosullara maruz kaldiklarinda fekundite ve yasayabilirliklerinin 6nemli
oranda azaldigini ve bu azalmanmn Wolbachia frekansinin Avusturalya’nin iliman
bolgelerinde diisilk olmasina sebep oldugunu, erkek bireyler tarafindan indiiklenen
sitoplazmik uyumsuzlugun (cytoplasmic incompability-CI) ise tropikal bdlgelerdeki
yiiksek Wolbachia frekansina katki sagladigini ortaya koymustur. Yine ayni ¢aligmada,
non-diyapoz kosullar tekrar olustugunda reprodiiktif diyapoz periyodu sonrasi hayatta
kalan D. melanogaster disilerinden Wolbachia enfeksiyonu tasiyanlarin enfeksiyon
tasimayan disilere gore toplamda daha az yumurta irettigi, yavru dol yasayabilirliginin

azaldig1 ve canli kalabilen yumurta hiicresi oraninda azalma oldugu belirlenmistir.

Wolbachia enfeksiyonunun InR mutantlariyla iliskili oldugu Ikeya ve arkadaslariin [108]
yaptig1 caligma ile ortaya konmustur. Bu g¢alismaya gore Wolbachia enfeksiyonunun
tetrasiklin antibiyotik tedavisiyle ortadan kaldirilmasi InR’nin dominant bir alellinin fazla
ekspresyonuna bagli olarak D. melanogaster bireylerinde yumurta veriminin azalmasina ve
disi Omiir uzunlugunun artigina sebep olmaktadir. Wolbachia varliginda ise Omiir

uzunlugunun kisalmasina ve kisirliga yol agtigi saptanmistir [108].
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Arazi Calismalari

3.1.1. Calisma Alanlari

Drosophila melanogaster tiiriiniin Tiirkiye populasyonlarindan deneylerde kullanilacak
kendilesmis soy hatlarini olusturmak tizere 2014 ve 2015 yillarinda Mayis ayindan Ekim
ayina kadar, her ay bir kez olmak iizere, toplam 12 arazi ¢alismasi yapilmistir. Tiirkiye
populasyonunun orneklem noktasi olarak Ankara’ya yaklasik 100 km uzakliktaki Giidiil
ilgesine bagli Yesiloz (40°30°K, 32°34°D) kasabasinda bulunan bir meyve bahgesi
secilmistir. Rusya populasyonu, Moskova’nin 400 km kuzeybatisinda bulunan Valday’den
(57°58°K, 33°14°’D) 2014 yilinin Ekim ayinda, Ukrayna populasyonu ise Kiev’den
(50°27°K, 30°31°’D) meyve bahgelerinden 2014 yilinin Ekim ayinda toplanmistir. Bu
orneklem noktalarina ek olarak deneyler sonucunda populasyonlarda goriilecek
farkliliklarin ~ enlemsel farkliliklardan m1  yoksa populasyonlar arasinda olusan
varyasyonlardan m1 kaynaklandigin1 sinayabilmek i¢in Rusya’dan ayni enlemde bulunan
ikinci bir populasyon kullanilmistir. “Replika populasyon” olarak adlandirilan ikinci
populasyon, 2014 yilinin Agustos ayinda Moskova yakinlarindaki Alexandrov’dan
(56°24°K, 38°44’D) toplanmustir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Kullanilan dogal populasyonlarin toplanma noktalarinin harita iizerinde
gosterimi (RU: Rusya, UA: Ukrayna, TR: Tiirkiye).
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Populasyonlarin  toplandigr  bolgelere ait cografi ve iklimsel parametreler
“www.worldweatheronline.com” sitesinden alinmigtir (Cizelge 3.1). En diisiik 40° kuzey
enlemi ile en yliksek 57° kuzey enlemi arasinda yaklasik 17°’lik bir enlemsel araliktan elde
edilen toplam dort populasyon toplanmistir. Calisma kapsaminda kullanilan bu
lokasyonlardan populasyonlarin toplandigi aylara ait sicaklik ve nem degerleri Cizelge
3.2°de verilmektedir.

Cizelge 3.1. Kullanilan dogal populasyonlarin toplandigi bolgelere ait iklimsel ve cografi
parametreler [111].

Yillik Yillik Yillik Yillik
Cografi Enlem Boylam  Rakim vil Ort. Min. Maks. Ort.
Konum (Kuzey) (Dogu) (m) Sicakhik  Sicakhk Sicaklik Nem
(€9 (&) (9] (%)
- 2014 19 14 21 55
‘T{l‘ii‘ll{‘l’zé 40°30°  32°34° 682
Y 2015 18 14 21 56
Kiev, 50°27°  30°31° 179 2014 8 4 11 80
Ukrayna
Alexandrov,  gorp 3gogy 190 2014 7 2 10 77
Rusya
Valday, 57°58° 33014’ 218 2014 6 2 10 79
Rusya

Cizelge 3.2. Populasyonlarin toplandigi yil ve aya ait sicaklik ve nem degerleri [111].

En Diisiik En Yiiksek Ortalama Yiizde

Oriekl.em Yil Aylar Sicaklik Sicaklik Sicakhik Nem
e °C) (°C) (°C) (%)
Haziran 22 29 26 51

Temmuz 27 34 31 39

2014 Agustos 27 34 32 38

Eyliil 21 27 25 46

Ekim 15 21 19 56

Yesiloz Mayis 20 26 24 48
Haziran 21 28 25 59

Temmuz 26 34 31 38

2015 4 sustos 27 34 31 39

Eyliil 25 30 32 38

Ekim 16 23 20 55

Kiev 2014 Ekim 7 14 11 63
Alexandrov 2014 Agustos 14 26 21 50
Valday 2014 Ekim 0 6 3 84

3.1.2 Soylarin Toplanmasi ve Cogaltilmasi
Populasyonlarin 6rneklenmesi i¢in standart Drosophila tuzaklari hazirlanmistir. Bunun igin
pet siselere fermente olmus muz ve maya karisimi konularak besin tuzagi hazirlanmistir.

Besin tuzaklar1 baska bocek ve hayvanlarin gelmesini engellemek i¢in bir tel yardimi ile
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boy hizasinda agaglara asilmistir. Ogle saatlerinde birakilan tuzaklardan, bir kez aksamiistii
giines batmadan ve bir kez de sabah erken saatlerde olmak iizere gilinde iki kez canli

sinekler toplanmustir.

Tuzak igerisindeki Drosophila bireyleri besiyeri igeren tiiplere alinarak Hacettepe
Universitesi Biyoloji Boliimii Genetik laboratuvarma getirilmistir. Laboratuvarda tiir
teshisi yapildiktan sonra disi D. melanogaster bireyleri her tiipte bir birey olacak sekilde
besiyeri igeren tiiplere aktarilarak izosoy hatlar1 (isofemale lines - tek disiden meydana
gelen soy hatlar1) olusturulmustur. Olusturulan bu soy hatlar1 laboratuvarimizda
standardize edilmis olan Drosophila besiyeri (Cizelge 3.3) [112] igeren tiiplerde 25°C
sicaklik, %55-60 nem ve 12/12 saat (aydinlik/karanlik) fotoperiyodunda iklim dolabinda
tutulmustur. Her bir disiden gelen izosoy hatlar1 20 kusak boyunca B6liim 3.2.1°de ayrintili
sekilde anlatilan tam kardes eslesmesi (full-sibling mating) yapilarak kendilestirilmistir.

Kendilesme siirecini tamamlayan soy hatlar1 deneye alinmuistir.

Cizelge 3.3. Kullanilan standart besiyeri bilesen ve miktarlar1 (Giiler ve arkadaslarindan
[112] uyarlanarak kullanilmistir.).

Standart Besiyeri

Su 1000 ml
Misir Unu 50
(Karbonhidrat, vitamin, mineral kaynag) g
Seker . ) 509
(Karbonhidrat kaynagr)

Maya

(Protein kaynagr) 39
Agar

(Katilagtirici) 109
Propiyonik Asit 5mi
(Koruyucu)

Metil Paraben/Ethanol 1.4 /7 ml
(Koruyucu)

Kendilesmesi tamamlanmis soy hatlar1 Cizelge 3.3°te verilen besiyeri ortaminda kiiltiire
edilmistir. Besiyeri hazirlanirken musir unu, seker, maya ve agar su ile karistirilarak
pisirilir. Tiiplere dokmeden 6nce antifungal olarak kullanilan metil paraben alkol icerisinde

cozdiirtilerek ve antibakteriyel olarak kullanilan propiyonik asit besiyerine ilave edilir.

D. melanogaster holometabol, tam baskalasim geciren bir Dipterdir. Yasam dongiisii
standart kosullar altinda (25°C sicaklik, 12/12 saat aydinlik/karanlik 1s1k periyodu ve %55-
60 nem) 1 giin yumurta, 1 giin birinci larval evre (L1), 1 giin ikinci larval evre (L2), 2 giin
ticiincii larval evre (L3) ve 5 giin pupal evre sonrasi ergin birey olusumu ile toplamda 10

giinde tamamlanmaktadir. Bu nedenle stok seklinde saklanan soy hatlar1 14 giinde bir yeni

27



besiyeri ortamina alinmis, ergin bireylerin 3 giin yumurta birakmalar1 saglandiktan sonra
besiyeri ortamindan uzaklastirilmislardir. Bdylece kusaklarin birbiri ile cakigmalari

engellenmistir.

3.2. Laboratuvar Cahsmalari

3.2.1. Kendilesmis Soy Hatlarinin Olusturulmasi

Dogadan toplanarak ilk olarak tek disiden olusturulan soy (izosoy) hatlar1 tam kardes
eslesmesi yontemi ile kendilestirilmistir. Kendilesmis soy hatlart (inbred lines) kullanilarak
tasarlanan caligmalar Drosophila’da sik¢a kullanilmaktadir. Bu yontem ile soylarin,
tagidiklar tiim aleller bakimindan homozigot olmasi saglanmis ve her bir soy hattinin o

populasyondaki bir genotipi temsil ettigi kabulii ile deneyler tasarlanmigtir [113].

Kendilesme siireci, Sekil 3.2°de sematize edilmis olan “Full-sib” kendilesme yontemi ile

Tiirkiye, Rusya ve Ukrayna’dan toplanan tim soy hatlari i¢in gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.2. Kardes eslesmesi ile tek bir disi kullanilarak bir sonraki kusagin kurulmasi
prensibine dayanan “Full-sib” kendilesme yonteminin sematik gosterimi [113].

Kendilestirme siirecinde tek disiden olusturulan soy hatlarinin her birinden, c¢iftlestigi
kabul edilen iki disi ayr1 ayr1 besiyeri igeren tliplere alinmig ve geri kalanlar “mass” (kitle)
populasyon seklinde ana stok olarak saklanmigtir. Her bir kusak olusturulurken ayri ayri
tiiplere alman iki disiden {ireme olan tiipten tekrar iki disi alinarak kusak devam
ettrilmistir. Eger iki tiipte de lireme varsa en iyi durumdaki tiipten tekrar, ciftlestigi kabul
edilen iki disi birey segilerek ikinci kusak olusturulmustur. Béylece yeni kusaklar tek bir

soy hattin1 devam ettirmekte ve kendilesme siireci hizlanmaktadir. Her kusakta alinan
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disilere ek olarak o kusaga ait “mass” populasyon saklanmis bir 6nceki kusaga ait “mass”
populasyon iptal edilmistir. Yeni kurulan kusakta iki disinin de yavru dol vermedigi
durumlarda “mass” olarak saklanan ana stoktan birer disi alinarak bir 6nceki soydan kusak
tekrar olusturulmaya calisilmistir. Bu sekilde en az 20 kusak ger¢eklestirilen kardes
eslesmesi sonucunda kendilesme katsayis1 F’in 1’e yakin oldugu, yani bireylerin tiim

aleller i¢in %99 oraninda homozigot oldugu kabul edilmistir [113].

3.3. Reprodiiktif Diyapoz Deneyi

Reprodiiktif diyapozda, enlemsel ve mevsimsel varyasyonlart belirlemek amaciyla,
Yesiloz’den 2014-2015 yillarinda Mayis-Ekim aylart arasinda her ay toplanan ve
laboratuvar ortaminda 20 kusak boyunca kendilesmesi saglanan soylardan her ay i¢in 10
soy hatt1 (Temmuz 2014 i¢in 6, Eyliil 2015 icin 9 soy hatt1) toplamda 105 kendilesmis soy
hatti, Valday ve Alexandrov’dan 2014 yillarinda sirasiyla Agustos ve Ekim aylarindan
toplam 36 kendilesmis soy hatt1 ile Kiev’den 2014 yilinin Ekim ayindan 2 kendilesmis soy
hattt kullanmigtir (Cizelge 3.4). Deney kosullarinin dogrulugunu teyit etmek amaciyla,
dogadan toplandiktan sonra uzun yillar boyunca laboratuvar kosullarina uyum saglamis bir
soy olan Canton-S soyu disileri kullanilmistir. Yapilan ¢alismalarda, Canton-S disilerinin
10/14 saat (aydinlik/karanlik) fotoperiyodunda ve 12°C’lik diyapoz kosullarinda 28 giin
sonunda tamaminin diyapozda oldugu bilinmektedir [47]. Benzer sekilde bu g¢alismada,
Canton-S disilerinin diyapoz deneyi i¢in saglanan aymi deney kosullarinda 28 giiniin
sonunda tamaminin diyapozda olduklari belirlenmis ve bdylece deney kosullarinin

dogrulugu test edilmistir.

Cizelge 3.4. Orneklem yapilan lokasyonlar, érneklem yillar1 ve deneylere alman soy

sayilari.
Orneklem Orneklem Deneylere Alinan
Yapilan Lokasyon Yih Soy Sayisi
Valday 2014 33
Alexandrov 2014 8
Kiev 2014 2
o 2014 46
Yesiloz 2015 59

Ciftlesmis disi bireylerde sperm ile uyarilan juvenil hormonu, disi bireyin ovaryum
diyapozuna girmesini engellediginden ovaryum diyapozu deneyi i¢in ¢iftlesmemis (virjin)

disi bireyler kullanilmistir.
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Soy hatlar1 deneye alinmadan 6nce 50 ml standart besiyeri igeren siselerde her soy hatt
icin 4’er replika olacak sekilde ¢ogaltilmis, bu sayede her soy hattindan en fazla sayida disi
birey elde etmek amaglanmistir. Her replika icin 20 disi ve 20 erkek birey 50 ml besiyeri
igeren siselere alinmis ve 2 giin boyunca yumurta birakmalar1 saglanmistir. Larval
yogunlugun her soy hatt1 i¢cin benzer olmasini saglamak amaciyla bireyler 2 giin sonunda
besiyeri ortamindan uzaklastirilmistir. Gelisimini tamamlayip pupadan ¢ikan erginlerden
ciftlesmemis disiler toplanmistir. Bu islem sirasinda ergin bireyler CO; ile bayiltilmis ve
diseksiyon mikroskobu ile esey ayrimi gerceklestirilmistir. Belirgin eseysel dimorfizm
gosteren D. melanogaster’de erkek bireyler disilerden daha kii¢iikk viicutludur ve 6n
bacaklarinin tarsal segmentinde yan yana dizilmig ortalama 10 kildan olusan esey taragi
vardir. Esey taragi esey ayriminda kullanilan en giivenilir morfolojik karakterdir. Ayrica
erkeklerin abdomenleri son abdomen segmentleri birlestigi i¢in daha koyu renkte
goriilmektedir. Bu ozellikler kullanilarak esey ayrimi yapilmis ve toplanan disi bireyler,
her tiipte 10 birey ve her soy hatt1 i¢in 5’er replika olacak sekilde, toplam 50 disi standart
besiyeri iceren tiiplere almmistir. Tim deneyler standart laboratuvar kosullarinda

gerceklestirilmistir.

3.3.1. Reprodiiktif Diyapoz I¢cin Gerekli Cevresel Kosullarin Olusturulmasi

Reprodiiktif diyopoz deneyi i¢in c¢iftlesmeden toplanan disi bireyler, 11£1°C sicaklik ve
10/14 saat (aydinlik/karanlik) fotoperiyodu kosullarindaki sogutmali etiive konulmustur.
Giin uzunlugu icin 1lman bolge kosullarindaki 151k periyoduna denklik gostermesi
nedeniyle 10/14 saat (aydinlik/karanlik) fotoperiyodu kullanilmigtir [47]. Disiler
11£1°C’de 28 giin tutulduktan sonra ovaryum diyapozuna girme oranlarinin belirlenmesi

icin ovaryum diseksiyonu gerceklestirilmistir.

Daha oOnce Yesiloz, Valday, Aleksandrov ve Kiev soy hatlarindan rastgele segilerek
belirlenen soy hatlar1 ile yapilan 6n denelemelerde 10/14 saat (aydinlik/karanlik)
fotoperiyodunda ve 11+1°C’de 2 hafta (15-18. giin) boyunca tutulan disiler bu siire
sonunda deney ortamimdan alinarak ovaryum diseksiyonu yapilmis ve ovaryum
diseksiyonlar1 yapilan soy hatlarmin tiimiinde disilerin reprodiiktif diyapozda oldugu
goriilmistiir. Biitlin bireylerin 2 haftalik deney siirecinde reprodiiktif diyapozda olmasi
nedeniyle herhangi bir varyasyonu 6lgmek olanaksiz oldugundan ve literatiirde yapilan
deneylerde disilerin 6-8 hafta arasinda diyapozdan ciktig1 gosterildiginden [47, 71] ideal

deney siiresi 28 giin olarak belirlenmistir.
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3.3.2. Ovaryum Diseksiyonu

Yirmisekiz giiniin sonunda 11°C’de tutularak her soy hatt1 i¢in 5 replika olarak deneye
alinan 50 bireyden rastgele secilen 30 disinin ovaryumlar1 Fosfat Tamponu igerisinde pens
ve sivri uglu diseksiyon ignesi kullanilarak Leica marka stereo mikroskobunda disekte

edilmistir.

Disekte edilen ovaryumlarin gelisimleri King [114]’in Onerdigi asamalara gore
degerlendirilmistir. Bu asamalar toplam 14 evreden olusmaktadir (Sekil 3.3) ve ovaryumda
folikiil hiicrelerinde oosit gelisimi en fazla 8. evrede olan disi bireyler diyapozda kabul
edilmektedir [114]. Bu evreden sonra vitellogenez devam eder ve ovaryumlarda yolk
proteini birikmeye baslar. 13 ve 14. evrelerde ise ovaryumda olgun yumurta hiicresi olusur
[114].

Olgun yumurta
hiicresi

Sekil 3.3. Drosophila ovaryumlarindaki folikiil hiicrelerinde yumurta geligiminin evreleri
[114].

Buna gore, disekte edilen bireylerin %95’inden fazlasinda en gelismis oosit vitellogenezin
baslangi¢ evresinde (en gelismis oosit 8. evre veya Oncesi) bulunuyorsa, soy hatti
‘diyapozda (D)’, eger oositte viteliogeneze baslamis ve bireylerin %95’inde oosit 9-14.

evreler arasinda ise ‘diyapozda degil (ND)’ seklinde kabul edilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Diyapoz fenotipi gosteren (solda) ve gostermeyen (sagda) disilere ait ovaryum
goriintileri.

3.4. Molekiiler Calismalar

3.4.1. DNA izolasyonu

Kendilesen 2014-2015 Tirkiye ve 2014 Rusya soylarina ait onar erkek bireyin DNA
izolasyonu DNA izolasyon kiti (PureLink Geneomic DNA isolation kit — Invitrogene)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu yontem ile Yesiloz’den toplanan ve bu g¢alismada
kullanilan 2014 yilina ait 46 kendilesmis soy hattt ve 2015 yilina ait 59 kendilesmis soy
hatt1 ile 2014 Rusya Valday’den toplanan 33 kendilesmis soy hatti ve 2014 Rusya
Alexandrov’dan toplanan 8 kendilesmis soy hattinin ve Kiev’den 2014 yilinda toplanan 2

soy hattinin DNA izolasyonlar1 yapilmistir (Cizelge 3.4).

DNA izolasyonu i¢in ilk olarak %98’lik alkolde, -20°C’de muhafaza edilen erkek bireyler,
180 ul tampon (PureLink Genomic Digestion Buffer) icerisinde ezilerek homojenize
edilmistir. Hiicrelerin lizise ugramasi i¢in 20 ul Proteinaz K eklenmis ve enzimin aktif
olmasi i¢in homojenize edilen Ornekler bir gece boyunca 55°C sicakliktaki etlivde
bekletilmistir. Orneklerin siipernatan1 mikropipet yardimi ile yeni steril mikrosantrifiij
tiiplerine transfer edilmistir. Daha sonra ortamda bulunan RNA ve protein karakterindeki
molekiilleri uzaklagtirmak i¢in 6rneklere 20 pul RNaz A eklenerek vorteks yardimiyla
karistirtlmis ve 2 dakika oda 1sinda bekletilmistir. Bekletilen oOrneklere 200 pl
liziz/baglama tamponu (PureLink Genomic Lysis/Binding Buffer) eklenerek
vortekslenmistir. Daha sonra %96-100’liik etanol eklenip 5 saniye vortekslenerek alkoliin
iyice karismasi saglanmistir. Orneklerden DNA piirifikasyonu icin, kit igerisinde bulunan

spin-kolum tiiplerine ~640 ul 6rnek aktarilarak 10,000 x G’de 1 dakika santrifiij edilmistir.
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Santrifiij edildikten sonra toplama tiipleri uzaklastirilmis, spin-kolumlar yeni toplama
tiiplerine aktarilmis ve 450 ul yikama tamponu 1 (Wash Buffer 1) eklenerek 10,000 x G’de
1 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra toplama tiipleri atilmis ve spin-kolumlar
tekrar yeni toplama tiiplerine aktarilmigtir. Spin-kolum {izerine 450 pl yikama tamponu 2
(Wash Buffer 2) eklenerek 3 dakika 14,000 rpm’de satrifiijlenmistir. Bu islemi takiben
toplama tiipleri uzaklastirildiktan sonra spin-kolumlar 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine
almmistir ve kolumdan DNA yikama islemi gergeklestirilmistir. Bunun i¢in 100 pl eliisyon
tamponu (PureLink Genomic Elution Buffer) eklenerek 10 dakika oda sicakliginda
bekletilmis ve son olarak 14,000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenerek DNA elde edilmistir.
Elde edilen DNA’lar nanospektrofotometre ile gergeklestirilen Slglimler sonucu DNA
konsantrasyonu ve safligi Ol¢iilmiistiir. Tiim DNA konsantrasyonlar1 yiiksek ve temiz

oldugu i¢in ilave olarak herhangi bir islem gergeklestirilmemistir.

3.4.2. Soylarda Bulunan Wolbachia Enfeksiyonlarimin Tespiti

Wolbachia, boceklerde yaygin olarak goriilen ve enfekte ettigi canlinin yasam Oykiisii
karakterlerini etkileyerek uyum basarisini  azaltan bir enfeksiyondur. Wolbachia
enfeksiyonu bireyler arasinda hizlica yayildigindan tim populasyonu enfekte
edebilmektedir. Bu nedenle soylarin Wolbachia enfeksiyonunu tasiyip tagsmadigini bilmek

Onem tasimaktadir.

Wolbachia taramasi 2014 Tirkiye, Rusya ve Ukrayna soylart i¢in bagka bir ¢aligma
kapsaminda yapilmisti. 2015 yilinda Yesiloz’den toplanan 59 soy hattinda, Wolbachia
enfeksiyonunu tanimlamak i¢in Wolbachia’ya 6zgiin olan wsp (Wolbachia surface protein)

gen bolgesi kullanilmistir.

Wolbachia enfeksiyonunu tanimlamak i¢in yaygin olarak kullanilan wsp gen bolgesinin
amplifiye eden primer dizileri (81f: 5'-TGG TCC AAT AAG TGA TGA AGA AAC-3', ve
691r: 5'-AAA AAT TAA ACG CTA CTC CA-3) kullanilmistir. Polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR — PCR) ampilfikasyonu 20 ul stok ¢ozelti ile gergeklestirilmistir. Buna
gore ¢ozelti i¢in 0,5 ul dNTP (2,5mM), 2 ul MgCI2 (25mM), 0,25 ul Taq Polimeraz, 10x 2
ul tampon, 0,5 pl ileri (5) primer, 0,5 ul geri (3) primer, 13,25 ul distile su ve 1 ul DNA
kullanilmistir. Amplifikasyon yapilan 6n denemeler sonucu olusturulan protokole gore 1
dakika 94°C’de denatiirasyonu takiben, 30 saniye 94°C, 30 saniye 60°C ve 1 dakika 72°C
olacak sekilde toplam 10 siklus ve 30 saniye 94°C, 30 saniye 53°C ve 1 dakika 72°C
toplam 25 siklus, finalde 5 dakika 72°C seklinde yapilmistir. Elde edilen 10 pl
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amlifikasyon tiriinii, 1 pl yiikleme boyasi ile karigtirilarak, 100 b¢ DNA markorii ve pozitif
kontrol ile %1’lik jele yiiklenerek yiiriitiilmiis ve yaklasik olarak 600 b¢’de bant veren
ornekler Wolbachia enfeksiyonu tagiyan (w+), bant vermeyen ornekler ise Wolbachia
enfeksiyonu tagimayan (w-) olarak kaydedilmistir (Sekil 3.5). Bant vermeyen ve (w-)

olarak kaydedilen soy hatlarina ait PZR’ler ikinci kez yapilip negatiflikleri teyit edilmistir.

DNA  Pozitif Negatif
Ladder Kontrol Kontrol

Y144/24 Y144/37 Y145/48 Y144/48 Y144/54 Y144/83

Sekil 3.5. Wolbachia enfeksiyonunun tespitinde kullanilan wsp gen bdlgesinin jel
goruntust.

3.4.3. InR Gen Bolgesinin Amplifikasyonu ve Sekanslanmasi

InR gen bolgesindeki indel polimorfizmini ortaya koymak igin dnerilen [26] ve 1. ekzonu
amplifiye eden primer dizileri (f: 5'-CAA TAT CTT TAG CAA CTG TCA C-3', ver: 5'-
TTT AGG GCT TAA ACT CAG TC-3') kullanilmistir (Sekil 3.6).

INR gen polimorfizmlerini belirlemek amaciyla 6rneklem yapilan populasyonlardan
Yesiloz’den 2014 yilina ait kendilesmis 39 soy hatti, 2015 yilina ait kendilesmis 55 soy
hatt1, Valday’den 2014 yilina ait kendilesmis 27 soy hatti, Alexandrov’dan 2014 yilina ait
kendilesmis 8 soy hatt1 ve Kiev’den 2014 yilina ait kendilesmis 2 soy hatt1 kullanilarak
PZR gergeklestirilmistir.
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ttttcagecttgagaactgaaaactaatttgcacattetgetttetecgttacagTTGCARC
GGCGGRRCARATAGRRAGRARAATTGCATTCCAACTGRAGTGRARATATTTGTTGCGCTTTT
CEGCTECRARCAGAGT GTGAGAGCGGGACGRARAGAT GAT TACCTAGCGGGEGET GAGAGAGA
CCCARRRARAGCGARAGCAGRRCTCGT GGARAGCTGRAARATTT GAGGAAACAATTTCATALT
ACGRATAGARLCACCGCAATATETTCAATAT GCCACGGEGAGTGACARLARGTARATCCA
AGCGTEGGARLATTARGAT GGARRACGATAT GGCAGCAGCAGCARCAACARCAGCCTGCA
CGCTTGGACACATTTGTGTTITTGTGCCGECARAGARATGTTGCTGGATACATGTTGCTGCC
GGECARAGCAGTAGRAGCAGTT GACAGCCCCGCRAAGCAGT GAAGRAGCGTATAGCAGTAGCE
ACAGCRAGCAGCTGTCRAGCRAGCAGTGARAT CAGTGCGGAGGAGGTCTGGTTTCTCAGTC
ATGATGATATCGTACTSTGCCGCAGACCRARRATTTGACGRARAGTGGAGRACGACGGGTRRARR
AGAGGGRACGTTARAATGCAGCGGECATCAGT GCAGCARATGAAT GCGACGATGGCAGCACGA
AARRCARTCGACARCAGCGCGARAACTTCARTATCTTTAGCAACTGTCACAATATTTTGT
GRACATTGCAATCGCTGCTGCTGCTCATGTTCAATTGCGGCATTTTCAACAAGCGACGCA
GECGGCAGCATCAGCAGCAGCATCATCATCATTATCAGCATCATCATCAGCAGCATCATC
AGCRAGCATCATCAGCGECAGCAAGCCRAATGT TAGT TACACARAATTCCTATTGCTGCTAC
ARRCACTGGCAGCAGCARCCACAAGACTGAGTTTAAGCCCTARAARACTACARACARCARC
ARACRACTACAGCATAACCARCAGCTGCCACGTGCCACRCCGCAACRARAGCARCARGAGE
ARGATAGGCATRAAGTGCTTTCACTACRAGCRACAATTACTCTTACTCGCCTGGCATTAGCT
TTCTACTCTTTATCCTACTGGCCAACACATTGGCCATCCARGCGETCGTGTTGCCAGCAC
ATCRAGCAGCACCTGCTGCACAATGATATAGCCGAT GGACTGGATARARNCAGCGCTTTCGG
TETCGEEGACGCAATCGCGAT GEACARGGAGCGAAT CARACCCARCAATGCGACTGTCAC
ARARATGSTRRARCgtatgtattacctatgatctaccttgcaagttaaaggaacattcccat
ttgcacgagactgacagatactaatagcttttccattaacaccttatagCTTGCRAAATCC
ATGGACATCAGGARACATGGTGTCGCACTTCRAATCAGCTGGAGAACTGCACGGTCATCGAG
GGCTTCCTGCTGATCGATTT GATARACGACGCCAGCCCTCTGRACRGRARAGCTTTCCRARRL
CTGACCGAGGTCACAGATTATATCATRATCTACCGTGTGACTGGATTGCACTCGCTGTCA
AAGATCTTTCCCAATCTGAGCGTCATTAGGGGARACARGCTGTTCGACGGATATGCCTTG
GTCGTCTACTCGRAATTTCGACCTCATGEATTTGGGACT TCACAAGCTACGATCCATAACT
AGAGGCGGTGTEGCGGATTGAGARAGRATCATAAGCTGTGCTAT GATAGGACCAT CGATTGG
CTGGARATTCTGGCGGARARCGARACCCAACTGETGGTGCTGACAGAGARCGGCAAGGAG
RAGGRAGTGCAGSCTTTCCARGTGCCCGEGGGAGAT CAGRATT GAGGAGGEGCACGATACT
ACGGCTATTGAGGGAGAGCTTAATGCCAGTTGTCAGCTGCACAATAATAGGCGCCTGTGC
TGGRACAGCRRACTCTGCCAGACGAgtgagttggeccggtgtaaagttataccgttttett
attaacatttttcgcgtttttttcttct

Sekil 3.6. D. melanogaster 3. kromozomun sag kolunda bulunan InR gen bdlgesinin bir
kisminin goriiniimii ve 1.ekzon indel polimorfimini belirlemek i¢in kullanilan primerlerin
gosterimi.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR — PCR) amplifikasyonu 50 pl stok c¢ozelti ile
gergeklestirilmistir. Buna gore ¢ozelti i¢in 2 pul ANTP (2,5mM), 2 ul MgCI2 (25mM), 0,25
ul Tag Polimeraz, 10X 5 ul tampon, 1 ul ileri (5') primer, 1 pl geri (3') primer, 34,75 pl
distile su ve 2 pul DNA kullanilmistir. Amplifikasyon yapilan 6n denemeler sonucu
olusturulan protokole goére 2 dakika 94°C denatiirasyonu takiben, 30 saniye 94°C, 30
saniye 51.1°C ve 1 dakika 72°C toplam 30 siklus anneling-birlesme ve finalde 10 dakika
72°C seklinde yapilmistir. Elde edilen 6 pl amlifikasyon iiriinii 0,8 pl yiikleme boyasi ile
karistirtlarak 100 bg¢ DNA markorti ile %1,5’1ik jele yiiklenip yiiriitiilerek yaklasik olarak
300 bg’de parlak bant veren Orneklerin amplifikasyonlariin basarili oldugu kabul edilip
sekans i¢in hazirlanmistir. Hizmet alimi olarak gerceklestirilen sekanslar Mega7 programi
kullanilarak hizalanmistir. Yine ayni1 program ile amino asit dizileri analiz edilmis ve her

soy hattinin kullandigi indel polimorfizmleri belirlenmistir.
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Sekil 3.7. Sanger sekansi sonrasi elde edilen INR geni dizilerinden birinin kromatogram
goruntusi.

3.5. Istatistiksel Analizler

Diyapoz deneyinde ii¢ farkli lokasyondan toplanan toplam 143 soy hatindan deneye alinan
toplam 4290 disinin ovaryum diseksiyonlar1 gergeklestirilerek, her bir bireyin gosterdigi
diyapoz fenotipi diyapoz gosteren (D) ve diyapoz gostermeyen (ND) olarak iki sekilde

kaydedilmis ve her soy hattinda gozlenen ortalama diyapoz frekanslari belirlenmistir.

Diyapoz deneyine alinan her soy hattinin diyapoz frekanslariin aritmetik ortalamalari,

ortalamalarin standart hatalar1 SPSS 23 programi kullanilarak hesaplanmaistir.

Deneye alinan tiim populasyonlarin gosterdikleri diyapoz fenotipleri nitel veriler (diyapoz
gosteren (D) ve gostermeyen (ND) seklinde elde edildiginden, soylarin diyapoz fenotipi ile
lokasyon, aylar, iklimsel parametreler, InR alelleri, Wolbachia enfeksiyonu gibi

degiskenler arasindaki farklarin belirlenmesi i¢in “Ki-Kare Testi” kullanilmistir.

Tim populasyonlardaki soy hatlarimin diyapoz frekanslar1 ile farkli degiskenlerin
anlamlilig1 test etmek amaciyla varyans analizi (ANOVA) kullanilmig ve uygun post hoc

testleri ile karsilagtirilmistir.

Sekanslar Clustal W ile hizalanmistir. INR alel frekanslari ile lokasyon ve aydan aya
degisim Oriintiileri arasindaki farklarin belirlenmesi i¢in Ki-Kare Testi kullanilmistir.
Ayrica InR gen bdlgesinin adaptif bir protein evrimi gegirip gecirmedigi McDonald-
Kreitman test [115] ile analiz edilmis ve bu gen bolgesi iizerindeki segilim baskilarini
belirlemek amaciyla ortalama niikleotit gesitliligi (m), ayrisma bolgelerinin sayis1 (S),
Watterson niikleotit g¢esitliligi (0), haplotip sayis1 (nHap) ve ¢esitliligi (Hd) ile notralite
testi icin Tajima D degeri DnaSP 5.10 programi kullanilarak hesaplanmuistir.

Diyapoz frekansi, INR alel frekans1 ve Wolbachia enfeksiyonun iklimsel parametreler ile
karsilagtirilmasi igin Pearson korelasyon katsayilari hesaplanmis ve bu degiskenler arasi

karsilastirmalar yapilmistir.

Alel frekansi - Enlem ve Diyapoz Frekansi — Enlem grafikleri Microsof Excel 2013

programi kullanilarak olusturulmustur.
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4. SONUC VE TARTISMA

4.1. INR Gen Polimorfizmi ve Cografi Oriintiiler

Elde edilen sekans verileri 1. ekzonda bulunan amino asit insersiyon-delesyon (indel)
polimorfizimleri gdstermistir. Indel polimorfizmi glutamin ve histidin tekrarlarini
bozmaktadir ve Sekil 4.1°de gosterilen alti farkli alelden {i¢ tanesi Tiirkiye ve Rusya
populasyonlarinda gézlenmistir. Bunlar, (en yaygin olarak) 248, 251 ve 254 alelleridir
(Cizelge 4.1) (Ek-1).

RRRRQHQQQHHH -YQH- - - - - - - - - HHQQHLQRQQANVSYT-KK 236
RRRRQHQQQHHH-YQH- - - - - - HQHHHQQHLQRQQANVSYT-KF 245
RRRRQHQQQHHHHYQHH- - - - - - QHHHQQHHQRQQANVSYT-KF 248
RRRRQHQQQHHHHYQHHH - - - - - QQHHQQHHQRQQANVSYT-KF 251

RRRRQHQQQHHH - YQHHQH- - -HQHHHQQHLQRQQANVSYT-KF 254
RRRRQHQQQHHH - YQHHQHHQHHQHHHQQHLQRQQANVSYT-KF 263

Sekil 4.1. D. melanogaster’de goriilen InR geninin amino asit dizilerinde goriilen indel
polimorfizimleri.Yaygin olarak bulunan alellerden bu c¢alismada goriilenler koyu renk,
baska caligmalarda tespit edilenler acik renk ile gosterilmistir.

Tiirkiye ve Rusya populasyonlarinda amino asit dizilerinde gozlenen indel polimorfizm
frekanslar1 incelenmistir. Rusya ve Tiirkiye’de en sik rastlanan 248 aleli %79 oraninda
goriilmektedir. Bunu %15 ile 251 aleli ve %6 ile 254 aleli izlemektedir. Tim
lokasyonlarda 248 alelinin benzer frekansta goriilmektedir. Bu alelin dagilimi igin dnceki
calismalarda Onerilene benzer [26, 102], yani yiiksek enlemlere ¢ikildik¢a artan bir frekans
Oriintlisii gozlenmemistir. Bunun yan1 sira 254 aleli Tiirkiye’de literatiire benzer sekilde

daha yaygin goriilmiistiir (Sekil 4.2).

Paaby ve arkadaglarmin yaptigi c¢alismada [26], 248 aleli yiiksek enlemlerde fazla
bulunurken, bu aleli tasiyan bireylerin soguk ve oksidatif strese karsi daha direngli
olduklar1 bulunmustur. Bu ¢alismada kullanilan populasyonlarin yiiksek (40°-57°)

enlemlerde bulunmalar1 248 alelinin daha yaygin goriilmesini agiklayabilir.
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Alel

M24s
W251
W254

Sekil 4.2. Lokasyonlara bagli alel frekanslari dagiliminin harita tizerinde gosterimi.

INR alel frekanslarinin Orneklem yapilan lokasyonlara bagli degisim Oriintiilerinin
istatistiksel olarak anlamlilig1 “ki-kare testi” ile analiz edilmistir. Analiz sonucunda alel

frekanslarinin lokasyonlara gore istatistiksel olarak anlamli bir varyasyon gdstermemistir

(Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Lokasyonlara ait InR alel frekanslar1 ve ki kare analizi sonucu (sd: Serbestlik

Derecesi).

Lokasyon

InR - Ki
Alel Valday Alexandrov  Yesiloz pX sd Kare p
248 21 8 73 102

(0.78) (1.0) (0.78) (0.79)

5 14 19

251 0

(0.18) (0.15) (0.15) 4 2919 0572
254 1 0 ! 8

(0.04) (0.07) (0.06)
> 27 8 94 129
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InR alel frekanslarinin aydan aya degisim oOriintiileri “ki-kare testi” ile analiz edilmistir.
Aylara gore alel frekanslarindaki degisimi incelemek igin sadece Yesiloz populasyonu
kullanilmistir. 248 aleli Haziran ve Ekim aylar1 arasinda %78 — 86 arasinda gozlenmistir.
Analiz sonucunda alel frekanslarinin aydan aya istatistiksel olarak anlamli bir varyasyon
gostermedigi saptanmustir (Cizelge 4.2). Veriler erken yaz (Mayis-Haziran), yaz (Temmuz-
Agustos) ve sonbahar (Eyliil-Ekim) olarak ayrildiginda yine gozlenen alel frekanslar
bakimindan farklilik gostermedigi bulunmustur. INR alel frekansinin 2014 ve 2015
arasinda da anlamli bir sekilde degismedigi goriilmiistiir. Elde edilen bu sonuglar farkli
aylarda ve yillarda toplanan soy hatlarinin sahip olduklari InR genotipi agisindan benzer
olduklarini ve populasyonun InR alel frekansinin degismedigi gostermektedir.

Cizelge 4.2. InR alellerinin aydan aya degisimlerini gosteren ki kare analizi (sd: Serbestlik
Derecesi).

Aylar

InR - . .
Alel May Haz Tem  Agu Eyl Eki z sd  KiKare p
oig O 4 12 15 16 1

(0.60) (0.78) (0.86) (0.79) (0.80) (0.79)
ey 2 3 1 4 2 2

(0.20) (017) (0.07) (0.21) (0.10) (0.14)

: i . : : 10 5974 0817
254 0200 (005 (007) ©  (010) (007) '
s 10 18 14 19 20 14 95

Paaby ve arkadaslar1 [102], InR geni alel frekanslarinin mevsimsel olarak degistigini, 248
alelinin frekansinin ilkbaharda yiiksekken, sonbaharda diistiigiinii, buna ek olarak indel
polimorfizmi ile iligkili veya bu polimorfizmin yakininda bulunan 8 ayr1 SNP’in ise yliksek
oranda mevsimsellik gosterdigini bulmuslardir. Literatiirdeki bilginin tersine bu ¢alismada
bu alel frekanslari bakimindan aydan aya veya yillar arasinda bir degisim gézlenmemistir.

Bu sonuglar farkli populasyonlarin farkli segilim baskilari altinda olmasiyla iligkili olabilir.

INR gen bolgesinde bulunan ve cografi oriintii gosterdigi hem Avustralya hem de Kuzey
Amerika populasyonlarinda ortaya konulan indel polimorfizminin iki kitada paralel klin
gistermesine ragmen gorece genis bir enlemsel araligr (40° - 57° kuzey enlemleri) tarayan
bu calismamizda bulunmamis olmasi sasirtict olmustur. Bu noktadan yola ¢ikarak
elimizdeki enlemsel gradiyenti Kuzey Amerika’da yapilan c¢aligmalardan alinan
lokasyon/alel frekanslar1 ile genislettik. Sekil 4.3’te goriildigl tizere 45° enleme kadar

dagilim gosteren mevcut verilere Tiirkiye ve Rusya verileri eklendiginde enleme bagl
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iligkinin korundugu goriilmektedir. Burada 248 aleli 25°°den baslayarak 57° Valday’e
kadar artmaktadir ve enleme bagli bu liner artis istatistiksel olarak anlamlilik
gostermektedir (R?=0.77, p<0,001). Diger taraftan 254 alelinin diisiik enlemlerde yiiksek
frekansa sahip oldugu ve bu iliskinin istatistiksel olarak anlamli oldugu (R?=0.43, p<0,05)

goriilmektedir.
1 g R2=0,7772
0,8 ¢ 4
2
0,6
2
@ 2 . 248
©
= 0,4 ® =S w251
s
[~ . 254
012 4 -
v R? =0,1997
0 T S T T 1
20 30 40 50 60 70
R2=0,4322
-0,2
Enlem

Sekil 4.3. Kuzey Amerika verileri ile birlestirilerek Tiirkiye ve Rusya’da gozlenen InR
indel polimorfizminin ii¢ alelinin frekanslarinin gosterimi.

Indel polimorfizmleri agisindan populasyonlarda gozlenen bu giiclii klinal &riinti,
fonksiyonel polimorfizm bakimindan bu varyasyonlari gii¢li bir aday konumuna

getirmektedir.

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda INR geni alellerinin gesitli yasam Oyksii karakterleri ile
iligkili oldugu ve insiilin sinyal yolaginin diyapozu diizenleyen bir yolak olmasi1 nedeniyle
bu genin diyapozla iliskili aday gen olabilecegi ileri siiriilmiistiir [19, 102]. Bu ¢alismada
tiim populasyonlar kullanilarak soy hatlarinin diyapoz frekanslari ile sahip olduklar: aleller
arasindaki iligkinin anlamlilig1 test etmek i¢in varyans analizi (ANOVA) yapildiginda InR
alelleri ile diyapoz arasinda anlamli bir iliski bulunamamistir. Fakat alellere gore diyapoz
frekansi ortalamalarina bakildiginda en yiiksek diyapoz frekansin 254 alellinde oldugu
gbzlenmistir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. Populasyonlara ait soy hatlarinin sayisi1 (N), alellere gore diyapoz frekansi
(DF) ortalamalari, ortalamalarin standart sapma (S.S.) degerleri.

InR Alel N Ortalama DF S.S.

248 102 0,2876 0,3210
251 19 0,2878 0,3279
254 8 0,3625 0,3822
b 129 0,2923 0,3237

Literatiire gore 254 aleli diisik enlemlerde ve sicak bolgelerde yiiksek frekansta
gozlenmekte ve bu alele sahip bireylerin yumurta verimlerinin yiliksek oldugu
bilinmektedir [26]. Bu alelin yumurta verimi gibi iiremeyi arttirici bir karakterle iliskili
olmasina ragmen, yumurta gelisiminin duraklamasina neden olan yiiksek diyapoz
frekansiyla iligkili ¢ikmasi karsitlik yaratmaktadir. En yiiksek diyapoz frekansinin bu
alelde olmasi, 254 alelinin deneye alinan populasyonlarda ¢ok az sayida soy hattinda
bulunmasiyla iliskili olabilir. Bu ¢alismada kullanilan populasyonlara ek olarak bu
populasyonlarla ayni boylam {izerinde daha diisiik enlemlerden, Tirkiye’nin giineyinden
ve Zambiya gibi bir Afrika iilkesinden yapilacak Orneklemeler ile bu ¢alismanin
genigletilmesi, bu InR alellerinin klinal oriintiilerini ve bu alellerin diyapoz ile iligkisini
ortaya ¢ikarmak acisindan 6nemli olabilir. Yapilan bu ¢alismada diyapoz ile InR alelleri ile
iligki bulunamamistir fakat, bu genin alellerinin farkli yasam 6ykiisii karakterleriyle iliskili
oldugu bilinmektedir [26, 102]. Bu aleller stres direnci, yumurta verimi, trigliserol orani

veya viicut bliytikliigii gibi farkli yasam 6ykiisii karakterleriyle iliskili olabilir.

Ayrica deneylerde kullanilan populasyonlarin yiiksek enlemlerde bulunmasi nedeniyle 248
alelinin daha yaygin olarak goriilmesi ve tiim populasyonlarda yiiksek oranda ND
fenotipinde bireylerin olmasi, bu bireylerin yiiksek enlemlerde bulunmasina bagli olarak
soguk direnclerinin fazla olmasi nedeniyle diyapozdan erken ¢ikmalar ile iligkili olabilir.
Ciinkii yiiksek enlemlerde iklimsel kosullarin uygun oldugu zaman dilimi ¢ok dardir ve bu

canliin kusaklanmasi i¢in ¢ok kisa bir zamani vardir.

Simdiye kadar yapilan ¢aligmalar uzun zaman boyunca laboratuvar kosullarina uyum
saglamis dogal populasyonlarla yapilmistir ve bu nedenle bu populasyonlarin dogal
ortamlardaki diyapoz davramiglar1 tam olarak bilinmemektedir. Dogadan toplanan ve
laboratuvar adaptasyonu kazanmamis populasyonlar ile yapilacak ¢alismalar lokal iklimsel

degiskenlerin diyapoz fenotipi tizerindeki etkisi hakkinda daha farkli bilgiler verebilir.
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Notralite ve seleksiyon testi:

McDonald-Kreitman [115] analizi ile InR gen bdlgesinin adaptif bir protein evrimi gegirip
gecirmedigini D. melanogaster ile ortak ataya sahip, 2 milyon yil 6nce ayrilmis olan D.
simulans kullanilarak incelenmistir. Test i¢in sadece indel polimorfizmin oldugu bdlge
degil sekanslanan 288 b¢’ne sahip bélgenin tamami kullamlmistir. Iki tiiriin bu gen bolgesi
bakimindan ayrilmasini gosteren analiz sonucu Cizelge 4.4’te verilmektedir.

Cizelge 4.4. InR gen bolgesi i¢cin McDonald-Kreitman ayrilma testi sonucu. (S: sinonim,
NS: non-sinonim.)

Polimorfizm
InR S NS pt
2 8 0.454

1p degeri Fisher exact testi ile hesaplanmistir.
INR 1. ekzonun tamamini kapsayan bdlge i¢in yapilan ayrilma testi istatistiksel olarak
anlamsiz bulunmustur. Literatiirde Kuzey Amerika ve Avustralya populasyonlarinda InR
geninin tamamini kapsayan ayrilma testinde ortalama 88 sinonim, 15 non-sinonim
polimorfizim tespit edilmis ve D. simulans ile anlamli sekilde ayristigi bulunmustur [26].
Bu c¢alismada bu oranin diisiik olmasiin temelde iki sebebi olabilir. Paaby ve arkadaslari
[26] yaptiklari ¢alismada populasyonlari, enlemsel klin gdsteren ve yasam Oykiisii
karakterlerini etkileyen 3. kromozomda bulunan In(3R)Payne inversiyonu tasiyip
tasimadigina gore ayirmuslardir. Analiz, standart (Payne inversiyonu tasimayan) ve
inversiyonu tastyan kromozomlarla yapildiginda bu gen bdlgesi i¢in ayrilmanin sadece
inversiyon tasiyan populasyonlarda istatistiksel olarak anlamli oldugunu bulunmustur.
Payne inversiyonu igermeyen populasyonlarda bu gen bolgesi i¢in ayrilma istatistiksel
olarak anlamsiz bulunmustur. In(3R)P inversiyonu ise enlem arttik¢a frekansi azalan bir
inversiyondur [116, 117, 118]. Literatiirde bu inversiyon i¢in ¢alisilan cografi
gradiyentlerin ¢calismamizin oldugu enlemlerden diisiik oldugu g6z 6niinde bulundurulursa,
calistigimiz populasyonlarda bu inversiyon frekansinin diisiik olma olasiligi vardir. Bu
durum, bu gen bolgesi icin ayrilmanin istatistiksel olarak neden anlamli olmadigini”
aciklayabilir. Calismamizda kullanilan populasyonlarda yapilacak ileriki ¢alismalar ile bu
inversiyona ait frekanslarin belirlenmesi bu soruya daha kesin cevap verebilir. Ikinci neden

ise kullanilan gen bolgesinin oldukea kiiciik olmasi olabilir.

INR gen bolgesi iizerindeki pozitif seleksiyonu test etmek amaciyla bir populasyon genetigi
analizi gerceklestirilmistir. Cizelge 4.5’te goriilecegi lizere niikleotit ¢esitliligi en yiiksek

Yesiloz populasyonunda bulunmustur. Tajima’s D degeri her ti¢ populasyon i¢in negatif
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bulunmustur, ancak sadece Yesiloz populasyonunda anlamhdir (Cizelge 4.5). Negatif bir
Tajima D degeri negatif secilimden kaynaklanabilen nadir varyantlarin fazla oldugunu
gosterebildigi gibi, populasyonun bu gen bolgesi igin uzun siireli pozitif veya negatif
secilime ugradiginin bir sonucu da olabilir. Bununla birlikte, populasyon genislemesi, uzun
stireli populasyon darbogazi gibi demografik faktorlerde benzer bir sonug olusturabilir. Bu
calismada Yesiloz populasyonunda negatif Tajima D degeri ile birlikte, diger
populasyonlara oranla niikleotit (1) ve haplotip ¢esitliliginin (Hd) diisiik olmasi, bu
populasyonun bu gen bdlgesi bakimindan segici siipiirme (selective sweep) gibi
populasyondaki genetik ¢esitliligi azaltan secilimsel etkilere maruz kaldigini1 veya bu
populasyonun yakin zaman igerisinde populasyon biiyiikligini arttirdigr seklinde
yorumlanabilir. Paaby ve arkadaslarinin [26] yaptigi ¢alismada, yapilan nétralite
testlerinde, InR gen bolgesi bakimidan Tajima D degerinin negatif oldugu ve niikleotit
cesitliligininde D. melanogaster’de bu gen bolgesi igin kabul edilen degerler (7=0.0049)
igerisinde oldugu bulunmustur. Ayrica negatif Tajima D degerinin bu gen bolgesinin
enlemle ters korelasyon gostermesi ve dengelenmis secilim altinda olmasi nedeniyle ve bu
gen bolgesindeki indel polimorfizmiyle linkaj gosteren baska polimorfizmlerin etkisiyle
oldugu onerilmistir. Benzer sekilde bu calismada bulunan negatif Tajima D degerleri,

Paaby ve arkadaslarinin [26] 6nerdigi benzer etkiler nedeniyle bulunmus olabilir.

Cizelge 4.5. InR gen bolgesinin istatistiksel 6zeti.

Populasyon n S 0 U TajD nHap Hd.

Valday 32 11 0.011 0.009 -0.58 12 0.845
Alexandrov 9 3 0.004 0.003 -0.94 3 0.556
Yesiloz 95 18 0.016 0.003 -248* 12 0.473

n,sekans sayisi; S, ayrilma bolgeleri sayisi; 0, Watterson’nin [119] niikleotit gesitliligi degeri; =,
ortalama niikleotit ¢esitliligi [120]; TajD, Tajima D degeri [120]; nHap, haplotip sayisi; Hd,
haplotip cesitliligi. *p < 0.01

4.2. Diyapoz Fenotipi

4.2.1. Enleme Bagh Diyapoz Frekanslar:

InR polimorfizminin diyapoza etkisini arastirmak ve diyapoz fenotipinin enlem ile
iliskisini sorgulamak {izere yine Yesiloz, Ukrayna, Valday ve Alexsandov’dan elde edilen

populasyonlara ait kendilesmis soy hatlar1 kullanilmistir.

Rusya’dan Valday ve Alexandrov olmak iizere iki lokaliteden toplam 36 soy hatti,
Ukrayna Kiev’den 2 soy hatt1 ve Tiirkiye’de Yesiloz’den toplanan 105 soy hatti deneye

alinmistir. Soguk ve kisa giin kosullarinda deneye alinan disilerin 28. giinde ovaryum
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diseksiyonlar1 yapilmistir. Disiler diyapoz gosteren (D), ve diyapoz gostermeyen (ND)
olarak kaydedilmistir (Sekil 3.4).

Farkli enlemlerden toplanan soy hatlarmin diyapoz frekanslarinin ortalamalar1 Cizelge
4.6’da verilmektedir. Diyapoz frekansi Kiev harig, en yiiksek Alexandrov populasyonunda
gozlenirken en diisiik Valday’de gozlenmektedir. Ortalamalar arasi farkin anlamliligini test
etmek i¢in yapilan varyans analizi (ANOVA) sonuglarina gore ise populasyonlar arasinda
sadece Kiev - Yesiloz (p=0.038) ve Kiev — Valday (p=0.036) ile anlamli fark gostermistir.
Ancak, Kiev populasyonu sadece 2 soy hatti ile temsil edildiginden bu sonucu dikkate
almak yaniltici olabilir. Bu nedenle populasyonlarda gozlenen diyapoz frekansinin
enlemsel olarak bir varyasyon gostermedigi soylenebilir.

Cizelge 4.6. Populasyonlara ait soy hatlarinin sayisi (N), diyapoz gosteren soylarin frekans
ortalamalar1 (DF), ortalamalarin standart sapma (S.S) degerleri.

Lokasyon N Ortalama DF S.S.

Valday 28 0,2762 0,3634
Alexandrov 8 0,3084 0,3499
Kiev 2 0,9500 0,0707
Yesiloz 105 0,2972 0,3206
b3 143 0,3028 0,3354

Yirmisekiz giin boyunca 11°C sicaklik, 10 saat aydinlik - 14 saat karanlik kosulunda
tutularak reprodiiktif diyapoza girmesi saglanan disiler, bu siirenin sonunda disekte
edilmistir. Diseksiyon sonucu bazi bireylerin ovaryumlarinda yumurta gelisimi
saptanmugtir. Literatiir, 6zellikle populasyonlar arasinda diyapoz frekansi bakimindan
varyasyonlar1 tespit etmek icin sicaklik ve 1sik kadar, siirenin de Onemine vurgu
yapmaktadir. Bu kosullarda siirenin kisa tutulmasi tiim bireylerin diyapozda oldugu bir
zamana, daha uzun bir siirede tutulmasi ise tiim bireylerin diyapozdan ¢iktig1 bir zamana
denk gelebilmektedir [49]. Bu nedenle eger populasyonlar arasinda diyapoz frekansi
bakimindan bir varyasyon gozlenmek isteniyorsa diyapoz indiikleyici kosullarda 28 giinliik
stire metodolojik olarak uygun bir siire olarak kabul gérmektedir. Populasyonlar Cizelge
4.6’da goriilecegi ilizere bir varyasyon gostermislerdir. Ki-kare testi ile Kiev hari¢ olmak
tizere populasyonlarin diyapoz frekansi ile enlem arasindaki iliski p=0.48 degerinde
anlamli bulunmustur. Ancak, deger marjinalde oldugu icin bu sonug arttirilacak drneklem

sayis1 veya tekrar ile tekrar degerlendirilmelidir.

Kuzey Amerika 25° - 44° enlemleri arasinda 6 lokaliteden toplanan populasyonlarda

diyapoz Kklini 6nceki calismalarda bulunmustur [15]. Pegoraro ve arkadaslar1 [49], Ispanya,
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36° ve Finlandiya, 62° boyunca farkli enlemlerden toplanan 6 populasyona ait diyapoz
frekansini1 belirlemistir. Literatiirde mevcut olan bu verilerin kendi verilerimiz ile
birlestirilerek olusturdugumuz karsilagtirma grafigi ve cografi gradiyentlere ait regresyon
katsayilar1 Sekil 4.4’te verilmektedir. Bu iliskilendirme grafigi incelendiginde Kuzey
Amerika populasyonlarina ait giiclii enlemsel iligki Avrupa ve Tiirkiye-Rusya
populasyonlarinda yoktur. Diyapoz diisiikk sicaklik ve kisa giin uzunlugu ile uyarilan bir
karakter olmasi nedeniyle daha diisiik sicaklik ve daha kisa giin uzunlugunun oldugu
yiiksek enlemlerde diyapoz frekansinin fazla, diisiik enlemlerde ise diyapoz frekansinin az
olmasi beklenilmektedir. Bu sonuglar diyapoz klininin sadece Amerika’da [15] ve
Avustralya’da [5] paralel oldugu, Avrupa ve bu ¢alismada konu olan cografi kesitte paralel
klin olusturmadigi, bu nedenle diyapoz karakterinin cografi varyasyonunu sadece iklimsel
degiskenlere bagli ortaya ¢ikan adaptif bir karakter olmadigi yoniinde giiglii kanitlar

sunmaktadir.
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Sekil 4.4. Kuzey Amerika populasyonlar diyapoz klini ile Avrupa populasyonlari diyapoz
frekanslarinin Tiirkiye ve Rusya Populasyonlarina ait ortalama diyapoz frekanslar ile
karsilastirilmasit (*p<0.001).

Avrupa populasyonlariyla yapilan ¢alismalarda enleme baglh giiglii bir klin bulunamasa da,
fotoperiyotla iliskili zaman gen ailesinden olan timeless geninin farkl: alellerinin enlemsel
olarak varyasyon gosterdigi ve bu varyasyonlarin diyapoz oraniyla iliskili oldugu ortaya

konmustur [71]. Bu ¢alismada kullanilan populasyonlarda diyapoz fenotipinin fotoperiyot
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ile iligkisinin arastirilmasi, diyapoz fenotipi altindaki mekanizmalarin ortaya g¢ikarilmasi

acisindan énemli olabilir.

4.2.2. Yila ve Mevsime Bagh Diyapoz Frekanslari
Iki yila ait ve aya bagli, erken yaz — yaz ve sonbahar verisi sadece Yesiloz’den oldugu i¢in

mevsime ve yila bagl farkliliklar sadece Yesiloz populasyonuna ait soy hatlarinda

incelenmistir.
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Sekil 4.5. Yesiloz populasyonuna ait soylarmn 2014 ve 2015 yillar1 aya bagl diyapoz
frekanslarinin bar grafik olarak gosterimi.

Buna gore, Sekil 4.5 incelendiginde farkli aylarda toplanan soy hatlarmin diyapoz
frekanslar1 goriilmektedir. 2014 yili Mayis ayma ait veri olmadigindan karsilastirma
yapilamamigtir. Haziran ayinda diyapoz frekansinin 2015 yilinin ayn1 ayina gore ¢ok daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Onun disindaki aylarda ise yildan yila belirgin bir fark
yoktur, ancak Oriintii benzerdir. Yani erken yazda (Mayis-Haziran) diyapoz fenotipi
yikksekken yaz donemi (Temmuz — Agustos) diisiis egilimi gdstermekte ve sonbahar
doneminde (Eyliil — Ekim) yine ylikselme egilimde oldugu goriilmektedir. Cizelge 4.7 de

her bir ay i¢in iki yilin ortalama verileri betimlenmektedir. Buna gore diyapoz frekansi en
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yilksek Haziran ayinda toplanan soy hatlarinda gdzlenirken, en diisiik diyapoz frekansi
Agustos ayinda toplanan soy hatlarinda goriilmiistiir.
Cizelge 4.7. Yesiloz populasyonundaki soy hatlarinda gozlenen diyapoz frekanslarinin

(DF) aydan aya degisimlerinin soy hatt1 sayilar1 (N), ortalamalari, ortalamalarin standart
sapma (S.S.) degerleri.

Aylar N Ortalama S.S.
DF

Mayis 10 0,2868 0,1381
Haziran 20 0,5050 0,3361
Temmuz 15 0,3622 0,4067
Agustos 20 0,1583 0,2133

Eyliil 20 0,1867 0,2123

Ekim 20 0,2950 0,3821

Yesiloz populasyonunda farkli aylara ait diyapoz fenotipi gosteren her soy hattinin diyapoz
frekanslar1 (DF) belirlenmis ve aylar arasinda diyapoz frekanslar1 bakimindan fark “iki
yonlii varyans analizi” (two-way ANOVA) ile test edilmistir. Diyapoz frekanslarinin aylar
arast farkliliklarinin anlam derecelerini belirlemek amaciyla yapilan Post Hoc testleri
sonucunda, sadece en yiiksek diyapoz frekansini gdsteren Haziran ayinda toplanmis olan
soy hatlarinin diyapoz frekanslar ile en diisiik diyapoz frekansina sahip Agustos (p =
0,006) ve Eyliil (p = 0,013) aymndaki soylarin diyapoz frekanslar1 ile anlamli farklilik
gosterdigi, diger ikili karsilastirmalarda ise diyapoz frekansi bakimindan anlamli bir fark

olmadig1 saptanmustir.

Iki yila ait D ve ND fenotipler acisindan ki-kare testi istatistiksel olarak anlamsiz
bulunmus (p=0.137), yani yila bagl diyapoz fenotipinde anlamli bir farklilik olmadig:
goriilmiistiir. Iki yilin toplam verisi kullanilarak diyapoz fenotipi ve aylik farkliliklar ise ki-
kare testi ile anlamli (p<0.0001) bulunmustur (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Diyapoz gosteren ve gOstermeyen birey sayilari, frekanslar1 (parantez

icerisinde verilmektedir) ve diyapoz fenotipinin aydan aya degisimlerini ve bu degisimin
Onemini gosteren ki kare analiz sonucu.

Aylar
May Haz Tem  Agu Eyl Eki z sd  KiKare p
D 86 303 163 95 112 177 936
(0.29) (0.51) (0.36) (0.16) (0.19) (0.30) (0.30)
ND 214 297 287 505 488 423 2214 5 223.837 <0.0001

(0.71)  (0.49) (0.64) (0.84) (0.81) (0.70) (0.70)

z 300 600 450 600 600 600 3150
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Literatiire bakildiginda erken yazda diyapoz frekansinin yiiksek, yazin disik ve
sonbaharda tekrar yliksek olmasi [21] bu ¢aligmada elde edilen sonuglarla uyusmaktadir.
Mevsimsel dongiilerin oldugu 1liman kusaklarda, diyapoz kis kosullarinda hayatta
kalabilirligi arttirdigindan diyapoz frekansinin goriilme siklig1 kisin artmakta, iremenin ve
besine ulasabilmenin daha elverisli oldugu yaz kosullarinda ise beklenildigi {izere

azalmaktadir.

Elde edilen sonu¢larda Mayis ayinda diyapoz frekansinin diger aylara gore diisiik olmasi
ilging bulgulardan biridir. Araziden Mayis ayinda toplanan sineklerin dogal habitatlarinda
diyapozdan daha erken c¢ikmalar1 ve g¢evresel stres kosullarima daha dayanikli bireyler
olmalar1 bu etkiye neden olmus olabilir. Fakat, Mayis aymdan sadece 2015 yilinda
toplanan soy hatlar1 deneye alinabildiginden daha saglikli bir tartisma yapabilmek ig¢in
Mayis ayinda farkli yillarda toplanan soy hatlari ile diyapoz frekanslarinin karsilagtirilmasi

gerekmektedir.

Literatiirde diyapoz ve farkli yasam Oykiisii karakterleri i¢in mevsimsellikle iligkili SNP’ler
oldugu bilinmektedir [1, 19, 102]. Diyapozda goriilen bu mevsimselligin nedeninin bu
karakterle iligkili ¢esitli genlerin ve bu genlerin ekspresyonlarinda olusan degisimler
nedeniyle ortaya c¢ikmis olabilir. Bu ¢alisma ilerletilerek goriillen mevsimsel Oriintiiniin

iligkili olabilecegi genetik mekanizmalar ortaya ¢ikarilabilir.

4.3. Wolbachia Enfeksiyonu ve Diyapoz

Bocekleri ve bazi nematotlart enfekte eden gram-negatif Wolbachia spp. bakterisinin
konukcu ile etkilesim igerisinde oldugu ve enfekte ettigi konukcusunun 6zellikle yasam
Oykiisii karakterleri tizerinde etkili oldugu bilinmektedir [108, 110]. Bu tezde kullanilan
tim soy hatlar igin tespit edilen Wolbachia spp. enfeksiyonlar1 Ek-1’de verilmektedir.
Ancak, araziden toplandiktan birka¢ kusak sonra Rusya ve Ukrayna populasyonlar
tetrasiklin antibiyotik uygulamasi ile iyilestirildiklerinden Wolbachia tasimamaktadirlar.

Bu populasyonlarin tamami Wb (-) bireyler oldugundan analizlere dahil edilmemistir.

Sadece Yesiloz populasyonlari ile yapilan analizde diyapoz fenotipi goésteren 105 soy
hattindan 75 tanesi Wolbachia enfeksiyonu tasimakta digerleri tasimamaktadir. Diyapoz
frekans1 ve Wolbachia enfeksiyonu arasindaki iliskiyi test etmek igin yapilan ki-kare

analizi istatistiksel olarak anlamsizdir.
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Sekil 4.6. Yesiloz populasyonuna ait soylarmin aydan aya Wolbachia enfeksiyonu
yiizdelik dilimleri.

Yesiloz populasyonundaki soy hatlarinin  Wolbachia enfeksiyonunun aylara gore
dagilimlar1 Sekil 4.6’da goriilmektedir. Genel olarak enfeksiyon tiim aylardaki soy
hatlarinda yaygin olarak bulunmaktadir. Ancak bu oran erken yaz ve yaz doneminde
toplanan soy hatlarinda Wolbachia enfeksiyonunu daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
Enfeksiyonun artan sicaklik ile iligkili oldugu bilinmektedir. Ancak aylara bagli Wolbachia
enfeksiyonu ve diyapoz frekansi arasinda anlamli bir iliski bulunmamistir. Wolbachia
enfeksiyonu ile reprodiiktif diyapoz arasindaki iliskiyle iligili literatiirde sinirli sayida
caligma bulunmaktadir. Wolbachia enfeksiyonunun insiilin yolag: ile iliskisinin oldugu
bilinmektedir. Ancak, Wolbachia enfeksiyonunun diyapoz fenotipini direkt etkiledigi
yoniinde bir bilgi olmamasina ragmen, reprodiiktif diyapoza giren disi bireylerin non-
diyapoz kosullara alindiginda enfeksiyon tasiyan disilerin enfeksiyon tagimayanlara gore

yumurta veriminin ve yavru dol yasayabilirliginin azaldig1 yoniinde bulgulara rastlanmistir

[110].
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4.4. iklimsel Parametrelerin Diyapoz ile iliskisi

Diyapoz frekanslar ile cografi, iklimsel ve genetik degiskenler arasindaki iliskileri
aciklayabilmek i¢in basit korelasyon analizi gergeklestirilmistir. Analiz sonucu hesaplanan
Pearson korelasyon katsayilari (r) ve 6nem dereceleri Cizelge 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.9. Tim populasyonlar igin cografi, iklimsel ve genetik degiskenler ile diyapoz

frekansi, InR polimorfizmi ve Wolbachia enfeksiyonu arasindaki Pearson korelasyon
katsayilari (r).

Sicaklik
Enlem Yil Ay ) o Nem
Maksimum Minimum Ortalama
Diyapoz Frekans1 023 -0.19 -0.161* 0.008 0.000 -0.001 0.037
InR Polimorfizmi 0.030 0.036 -0.083 0.001 0.018 0.010 -0.047
Wolbachia 0.115 0.106 -0.150* 0.148* 0.143* 0.143* -0.102

*p<0.05

Diyapoz frekansi iklimsel degiskenler ile anlamli bir iliski géstermemesine ragmen ‘ay’
degiskeni ile negatif ve anlamli bir iligki gostermistir. Bu iliski erken yaz ve yaz
mevsiminde diyapoz frekansinin daha yiliksek olmasinin istatistiksel anlamini
gostermektedir (Cizelge 4.9). Reprodiiktif diyapoz soguk kosullarla indiiklenen bir
karakter olmasina ragmen, sicaklik parametreleriyle anlamli bir iliski bulunamamaistir. Bu
iliskinin bulunamamasi ve diyapoz frekanslarinin aydan aya degisim gostermesi, diyapoza
sadece iklimsel parametrelerin etki etmedigini ve bu fenotipin altinda giiglii genetik

etkilesimlerin olabilecegini gostermektedir.

INR polimorfizmi hi¢ bir iklimsel, cografi degisken ile anlamli bir iligki gostermemistir.
Wolbachia enfeksiyonu ise tiim sicaklik degiskenleri ile pozitif ve anlamli bir iligkinin yani

sira ‘ay’ degiskeni ile yine anlamli ancak negatif bir iliski gostermistir (Cizelge 4.9).

Wolbachia enfeksiyonunun bu g¢alismada kullanilan populasyonlarda ay degiskeni ile
anlamli negatif korelasyon gostermesi ve sicaklik parametreleri ile anlamli pozitif
korelasyon gostermesi bu enfeksiyonu etkileyen parametrenin sicaklik oldugunu
diisindirmektedir. Kriesner ve arkadaglarinin [110] yaptigi caligmada Avustralya
populasyonlarinda 20 yillik veri kullanilarak Wolbachia enfeksiyonu frekansinin degisimi
incelendiginde, Wolbachia frekansinin herhangi bir mevsimsellik gostermedigi
bulunmustur. Ote yandan aym calismada tropikal bélgelerde Wolbachia frekansinin
yiiksekken gilineye 1liman bdlgelere inildik¢e frekansin diistiigli ortaya konmustur. Bu
bulgu Wolbachia’nin sicaklik ile iliskili oldugunu destekler niteliktedir. Fakat bu

calismada yiiksek enlemlerde Wolbachia enfeksiyonu goriilme sikliginin azalacagi
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beklenirken, lokasyon degiskeni ile Wolbachia enfeksiyonu arasinda herhangi anlamli bir
iliski bulunamamistir. Ayrica Valday populasyonunda araziden toplandiginda belirlenen
Wolbachia enfeksiyonlarina bakildiginda, Wolbachia tasiyan soy hatlarinin sayica
tasimayanlardan daha fazla oldugu goriilmektedir. Wolbachia enfeksiyonu ile iliskili daha
dogru varyasimlar yapabilmek i¢in bu ¢alismadaki populasyonlara ek olarak daha giiney
enlemlerden toplanacak populasyonlar ile bu calismann genisletilmesi bu konudaki

sorulara agiklik getirebilir.
Sonug ve Oneriler:

Tiim sonuglart genel olarak toparlayacak olursak bu ¢alismanin temelinde enlemsellik,
mevsimsellik ve InR gen polimorfizmi ile diyapozun iligkisini sorgulamak amaglanmist.
Elde edilen sonuglar bize diyapozun enlem ile giiclii bir iligki i¢cerisinde olmadigini, ancak
mevsimsellik gosterdigini gostermistir. Diger taraftan diyapoz ile iliskili gii¢lii bir aday gen
olarak oOnerilen INR geninin kendi 6rneklem grubumuz icerisinde diyapoz ile iligkisine
yonelik gliclii kanitlar olmasa da, bulgular olas1 bir iligkiye doniik isaretler vermistir. Bu
sonug, calismanm arttirilacak populasyonlar ile devaminin &nemini gostermektedir. Ote
yandan, InR gen polimorfizmine ait literatiirde ortaya konulan enlemsel klin, verilerimiz ile
giclenmistir. Enlem arttikca ozellikle 248 alelinin frekansindaki artig, test etti§imiz
populasyonlarda da kendini gdstermistir. Calisma kapsaminda sorulan bir diger soru ise
Wolbachia enfeksiyonu ile diyapoz iliskisi olmus ve bunlarin bir etkilesim igerisinde

olmadig1 bulunmustur.

Olduk¢a kompleks bir 6zellik olan Drosophila’da reprodiiktif diyapozun mekanizmasi
hakkinda bilinenlere ve bilinmeyenlere katki yapan bu c¢alisma yeni sorular olugsmasina
neden olmustur. Ozellikle Amerika ve Avustralya’da elde edilen bulgulara ters diisen
Avrupa populasyonlarin1 daha genis enlemsel dlgekte hem diyapoz frekanst hem de InR
polimorfizimleri bakimindan incelemek Onemli olacaktir. Ayrica, ayni laboratuvar
kosullarinda yapilacak ¢alismalar populasyonlar arasi fenotipik farki daha da
karsilastirilabilir hale getirebileceginden, Kuzey Amerika ve Avustralya populasyonlari ile
birlikte Avrupa ve bu ¢alismada kullanilan populasyonlarin ayni ortamda tekrarindan elde

edilecek veri daha bilgi verici olacaktir.
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EKLER

Ek-1. Soylarin InR gen bolgesi 1. ekzonunda tasidiklar1 indel polimorfizimleri, Wolbachia
enfeksiyonu (Wb) ve diyapoz durumlari.

Soy Hatt1 ‘ INR amino asit sekansi InR .
— Alel Wb Diyapoz
Yesiloz
Y142/2-06 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF 248 w-
Y142/2-13 | RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF | 248 | w+ D
Y142/2-14 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF 248 w+ ND
Y142/2-15 | RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF | 248 | w+ D
Y142/2-16 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF 248 w+ ND
Y142/4-01 | RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF | 248 | w- ND
Y143/1-01 | RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF | 248 | w+ D
Y143/2-04 RRRRQHQQQHHHH YQHH QHHH QQHLQRQQANVSYTKF 248 w+ ND
Y143/2-08 | RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF | 248 | w+ D
Y143/2-09 RRRRQHQQQHHHH YQHH QHHH QQHLQRQQANVSYTKF 248 w+ ND
Y143/2-11 | RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF | 248 | w+ ND
Y144/24 RRRRQHQQQHHHH YQHH QHHH QQHLQRQQANVSYTKF 248 W- ND
Y144/37 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF | 248 | w- ND
Y144/48 RRRRQHQQQHHHH YQHH QHHH QQHLQRQQANVSYTKF 248 w+ ND
Y144/54 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF | 248 | w+ ND
Y144/83 RRRRQHQQQHHHH YQHH QHHH QQHLQRQQANVSYTKF 248 w+ ND
Y144/88 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  HQHLHRQQANVSYTKF | 248 | w+ D
Y144/104 RRRRQHQQQHHHH YQHH QHHH QQHLQRQQANVSYTKF 248 w+ ND
Y145/21 RRRRQHQQQHHHH  YQHH HHHH  HQHLHRQQANVSYTKF | 248 | w+ ND
Y145/48 RRRRQHQQQHHHH YQHH QHHH QQHLQRQQANVSYTKF 248 W- ND
Y145/52 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF | 248 | w+ ND
Y145/78 RRRRQHQQQHHHH YQHH QHHH QQHLQRQQANVSYTKF 248 w+ ND
Y145/107 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF | 248 | w+ ND
Y145/108 RRRRQHQQQHHHH YQHH QHHH QQHLQRQQANVSYTKF 248 w+ ND
Y145/121 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF | 248 | w+ ND
Y145/153 RRRRQHQQQHHHH YQHH QHHH QQHLQRQQANVSYTKF 248 w+ ND
Y146/53 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF | 248 | w- ND
Y146/77 RRRRQHQQQHHHH YQHH QHHH QQHLQRQQANVSYTKF 248 W- ND
Y146/92 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHHQRQQANVSYTKF | 248 | w- ND
Y157/03 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF | 248 | w+ ND
Y157/04 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF | 248 | w+ ND
Y157/17 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF | 248 | w+ ND
Y157/21 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF | 248 | w- ND
Y157/28 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF | 248 | w+ ND
Y157/31 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF | 248 | w+ ND
Y158/02 RRRRQHQQQHHHH YQHH QHHH QQHLQRQQANVSYTKF 248 w+ ND
Y158/03 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF | 248 | w+ D
Y158/07 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF 248 w+ ND
Y158/10 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF | 248 | w+ ND
Y158/11 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF 248 w+ ND
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Y158/12
Y158/15
Y158/17
Y159/03
Y159/08
Y159/13
Y159/23
Y159/27
Y159/34
Y159/44
Y1510/38
Y1510/39
Y1510/49
Y1510/51
Y1510/60
Y1510/61
Y1510/62
Y1511/05
Y1511/50
Y1511/81
Y1511/85
Y1511/87
Y1511/99
Y1511/104
Y1512/02
Y1512/04
Y1512/20
Y1512/21
Y1512/23
Y1512/24
Y1512/39
Y1512/40
Y142/1-06
Y142/1-10
Y142/2-12
Y143/2-10
Y144/57
Y144/70
Y157/13
Y157/26
Y1510/58
Y1510/59
Y1511/70
Y1511/103
Y1512/25
Y1512/28

RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH
RRRRQHQQQHHHH

YQHH
YQHH
YQHH
YQHH
YQHH
YQHH
YQHH
YQHH
YQHH
YQHH
YQHH
YQHH
YQHH
YQHH
YQHH
YQHH
YQHH
YQHH
YQHH
YQHH
YQHH
YQHH
YQHH
YQHH
YQHH
YQHH
YQHH
YQHH
YQHH
YQHH
YQHH
YQHH
YQHHH
YQHHH
YQHHH
YQHHH
YQHHH
YQHHH
YQHHHH
YQHHH
YQHHH
YQHHH
YQHHH
YQHHH
YQHHH
YQHHH

QHHH
QHHH
QHHH
QHHH
QHHH
QHHH
QHHH
QHHH
QHHH
QHHH
QHHH
QHHH
QHHH
QHHH
QHHH
QHHH
QHHH
QHHH
QHHH
QHHH
QHHH
QHHH
QHHH
QHHH
QHHH
QHHH
QHHH
QHHH
QHHH
QHHH
QHHH
QHHH
QHHH
QQHH
QQHH
QQHH
QQHH
QQHH
QQHH
QQHH
QQHH
QQHH
QQHH
QQHH
QQHH
QQHH
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QQHLQRQQANVSYTKF
QQHLQRQQANVSYTKF
QQHLQRQQANVSYTKF
QQHLQRQQANVSYTKF
QQHLQRQQANVSYTKF
QQHLQRQQANVSYTKF
QQHLQRQQANVSYTKF
QQHLQRQQANVSYTKF
QQHLQRQQANVSYTKF
QQHLQRQQANVSYTKF
QQHLQRQQANVSYTKF
QQHLQRQQANVSYTKF
QQHLQRQQANVSYTKF
QQHLQRQQANVSYTKF
QQHLQRQQANVSYTKF
QQHLQRQQANVSYTKF
QQHHQRQQANVSYTKF
QQHLQRQQANVSYTKF
QQHLQRQQANVSYTKF
QQHLQRQQANVSYTKF
QQHLQRQQANVSYTKF
QQHLQRQQANVSYTKF
QQHLQRQQANVSYTKF
QQHLQRQQANVSYTKF
QQHLQRQQANVSYTKF
QQHLQRQQANVSYTKF
QQHLQRQQANVSYTKF
QQHLQRQQANVSYTKF
QQHLQRQQANVSYTKF
QQHLQRQQANVSYTKF
QQHLQRQQANVSYTKF
QQHLQRQQANVSYTKF
QQHLQRQQANVSYTKF
QQHHQRQQANVSYTKF
QQHHQRQQANVSYTKF
QQHHQRQQANVSYTKF
QQHHQRQQANVSYTKF
QQHHQRQQANVSYTKF
QQHLQRQQANVSYTKF
QQHHQRQQANVSYTKF
QQHHQRQQANVSYTKF
QQHHQRQQANVSYTKF
QQHHQRQQANVSYTKF
QQHHQRQQANVSYTKF
QQHHQRQQANVSYTKF
QQHLQRQQANVSYTKF

248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
251
251
251
251
251
251
251
251
251
251
251
251
251
251

w+

W+

W-

W+

w+

W+

W-

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND
ND

ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND




Y142/1-08 | RRRRQHQQQHHH YQHHQH HQHHH  QQHHQRQQANVSYTKF | 254 w- D
Y145/98 RRRRQHQQQHHH YHHHHH HQHHH  QQHLQRQQANVSYTKF 254 w- ND
Y146/23 RRRRQHQQQHHH YQHHQH HQHHH  QQHLQRQQANVSYTKF 254 w- ND
Y157/01 RRRRQHQQQHHHH QHHHQH QHHH  QHHLQRQQANVSYTKF 254 | w+ ND
Y157/02 RRRRQHQQQHHH YQHHQH HQHHH  QQHLQRQQANVSYTKF 254 | w+ ND
Y159/45 RRRRQHQQQHHH YQHHQH HQHHH  QQHLQRQQANVSYTKF 254 | w+ D

Y1511/68 RRRRQHQQQHHH YQHHQH HQHHH  QQHHQRQQANVSYTKF | 254 | w+ ND
Y144/26 w+ ND
Y146/13 W- ND
Y146/39 w+ ND
Y146/41 w+ D
Y146/56 w+ ND
Y146/75 w+ ND
Y146/87 w+
Y158/13 w+
Y158/16 W+ ND
Y159/18 w+ D

Y1510/54 w+ ND

Valday

B14/1 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF 248 w- ND
B14/3 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF 248 | w+

B14/6 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF 248 | w+

B14/9 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF 248 w- ND
B14/11 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQGQQANVSYTKF 248 | w+ ND
B14/15 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF 248 w- ND
B14/20 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF 248 | w+ D
B14/29 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF 248 | w+ ND
B14/31 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF 248 | w+ ND
B14/37 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF 248 | w+ ND
B14/38 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF 248 | w+ ND
B14/40 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF 248 | w+ ND
B14/41 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHHQRQQANVSYTKF 248 | w+ ND
B14/42 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF 248 | w+ ND
B14/44 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF 248 | w+ ND
B14/49 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQGQQANVSYTKF 248 w- ND
B14/51 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF 248 | w+ ND
B14/55 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF 248 w- ND
B14/60 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF 248 w- ND
B14/61 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF 248 | w+ ND
B14/10 RRRRQHQQQHHHH  YQHHH QQHH  QQHHQRQQANVSYTKF 251 w- ND
B14/23 RRRRQHQQQHHHH  YQHHH QQHH  QQHHQRQQANVSYTKF 251 | w+ ND
B14/43 RRRRQHQQQHHHH  YQHHH QQHH  QQHHQRQQANVSYTKF 251 w- ND
B14/45 RRRRQHQQQHHHH  YQHHH QQHH  QQHHQRQQANVSYTKF 251 w-

B14/57 RRRRQHQQQHHHH  YQHHH QQHH  QQHHQRQQANVSYTKF 251 w-

B14/54 RRRRQHQQQHHH YQHHQH HQHHH  QQHLOQRQQANVSYTKF 254 w- ND
B14/64 RRRRQHQQQHHH YHHHQH HQHHH  QQHHQRQQANVSYTKF 254 w- ND
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B14/36 w+ ND
Alexandrov
Al14/51 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF 248 w- ND
Al4/56 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF 248 | w+ ND
A14/57 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF 248 | w+ ND
Al4/58 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHHQRQQANVSYTKF | 248 | w+ ND
A14/69 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF 248 w- D
Al4/94 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHHQRQQANVSYTKF | 248 | w+ ND
Al14/124 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF 248 | w+ ND
Al4/125 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF 248 | w+ D
Kiev
K14.10/24 RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHHQRQQANVSYTKF 248 | w+
K14.10/93A | RRRRQHQQQHHHH  YQHH QHHH  QQHLQRQQANVSYTKF 248 | w+
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