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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

TRAKYA BOLGESINDEKI BAL ARILARINDA (Apis Mellifera L.) mtDNA 16S rDNA ve
ND5 GENLERI ANALIZI

Ayse GUDER

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Fulya OZDIL

Bu c¢alismada, Tirkiye’'nin Trakya bolgesinde bulunan bal arisi populasyonlari
arasindaki genetik varyasyon 16S rDNA ve NDS5 bolgeleri kullanilarak arastirilmigtir. PCR-
RFLP ve DNA dizi analizi yontemlerinden yararlanilarak mitokondriyel genomda Dral,
Mboll ve Swal restriksiyon enzimleri kullanilarak degerlendirilmesi amaglanmistir. Trakya
bolgesini temsil edebilecek bal arisi populasyonlarindan 6rneklenen Tekirdag, Gokgeada,
Canakkale, Edirne ve Kirklareli’nin farkli yorelerinden olmak iizere toplam 100 adet is¢i ar1
Ornegi materyal olarak kullanilmistir. Bu ¢alismada, 16S rDNA ve NDS5 gen bolgelerinin Dral
ve Swal restriksiyon enzimleri ile kesiminde iki farkli haplotip belirlenmistir. 16S rDNA/Dral
kesimi bakimindan Tip 1 haplotipinde 315, 212, 116, 116, 92, 70 ve 44 bg¢'lik yedi farkli bant
gozlenmistir. Tip 2 haplotipinde, C — T transizyonu sonucu 705. pozisyonda meydana gelen
nokta mutasyonu sonucu bu haplotip 8 bant goriintiisiinii vermistir (215, 212, 116, 116, 100,
92, 70 ve 44 beg). 16S rDNA/Swal bakimindan Tip 1 haplotipinde 359, 324 ve 282 bg’lik 3
farkl1 banttan olugsan kesim profili belirlenmistir. 16S rDNA gen bolgesinin 196.
niikleotidinde (A—T transversiyonu) meydana gelen nokta mutasyonu sonucu Swal
enziminin yeni bir kesim noktasi olusmus ve 359, 324, 195 ve 87 bg’lik 4 bant profili elde
edilmistir. Fakat bu bolgenin Mboll restriksiyon enzimi kesimi sonucunda tiim 6rneklerde
16S rDNA/Mboll bakimindan tek tip haplotip belirlenmistir. ND5 bdolgesinde ise Dral
restriksiyon enzimi kesimi sonucunda varyasyon belirlenmis ve iki haplotip elde edilmistir.
ND5/Dral bakimmdan Tip 1 haplotipinde 440, 270 ve 112 bg¢’lik 3 farkli banttan olusan
kesim profili tespit edilmistir. ND5 gen bolgesinin 383. pozisyonda (T—C transizyonu) tek
niikleotid degisimi sonucu Dral restriksiyon enziminin kesim noktas1 kaybolmustur. Boylece
jelde 112, 270 ve 440 bg¢’lik 3 bant sayist 440 b¢’lik bantin kaybolmasi sonucu 552 ve 270
b¢’lik 2 bant modeli olusan kesim profili elde edilmistir. ND5 bolgesinin Mboll ve Swal
restriksiyon enzimleri ile kesiminde varyasyon bulunmamis ve tiim 6rneklerde tek tip haplotip
elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Apis mellifera L., mtDNA, 16S rDNA, ND5, PCR-RFLP, DNA dizi
analizi

2017, 60 sayfa



ABSTRACT

Master Thesis

ANALYSIS OF mtDNA 16S rDNA and ND5 GENES IN THRACEN HONEY BEES (Apis
mellifera L.)

Ayse GUDER

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Agricultural Biotechnology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Fulya OZDIL

In this study, it was aimed to determine the genetic variation among honey bee
populations in Thrace region of Turkey using 16S rDNA and ND5 gene regions. DNA
sequencing and PCR-RFLP methods was caaried out by Dral, Mboll and Swal restriction
enzymes. A total of 100 worker honey bees samples were used from different regions of
Tekirdag, Gokgeada, Canakkale, Edirne and Kirklareli provinences. In this study, two
different haplotypes were identified with Dral and Swal restriction enzymes in 16S rDNA
and ND5 genes. Seven bands; 315, 212, 116, 116, 92, 70 and 44 bp were observed in Type 1
haplotype in terms of 16S rDNA/Dral digestion. In Type 2 haplotype, there is an additional
restriction site at position 705 which is a result of C—T transition and this haplotype gives 8
band pattern (215, 212, 116, 116, 100, 92, 70 and 44 bp). 16S rDNA/Swal digestion revealed
3 different bands; 359, 324 and 282 bp in Type 1 haplotype. On the other hand in Type 2
haplotype, there is an additional restriction site at position 196 which is a result of A—T
transversion and this haplotype gives 4 band pattern of 359, 324, 195 and 87. However, 16S
rDNA/Mboll digestion was found monomorphic and only one haplotype was found in all the
samples. ND5/Dral digestion revealed 3 bands; 440, 270 and 112 bp in Type 1 haplotype. In
this region, the result of a single nucleotide substitution at position 383 (T — C transition)
lacks the Dral recognition site and 2 bands; 552 and 270 were obtained in Type 2 haplotype.
No sequence variation were found in ND5 gene region with the restriction enzymes Mboll
and Swal.

Key words: Apis mellifera L., mtDNA, 16S rDNA, ND5, PCR-RFLP, DNA sequencing
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1.GIRiS

Diinyada ilk yasam formlar1 bakterilerin tiiremesiyle klorofil igeren su yosunlarinin
olusmasi ile suda, daha sonrasinda likenlerin kayaglar1 topraga ¢evrimi ile karada baslamistir.
Zamanla bitkilerin gelismesi, agaclar gibi yiiksek yapili kara canlilarinin yeryiiziinde var
olmasimi saglamistir. Diinya, uzun bir evrim siirecinden sonra bitkilerle birlikte bazi
boceklerin tiiremesi ve ¢ogalmasi igin uygun ¢evre sartlarinin olusumuna olanak saglamistir
(Birand, 2001). ilk evrimlesen bdcek gruplar icinde arilar ve esek arilar1 yer almaktadir ve

arilarin yaklasik 120 milyon yil 6nce evrimlestigi diisiiniilmektedir (Milner 1996).

Iklim, tiirlerin yayilmasinda en &nemli faktorlerin basinda gelmektedir. Avrupa’yi
etkileyen son buzul ¢ag Ingiltere ve Rusya’y: etkilemis ve doguya ilerlemistir. Bal arilari
Iber, Italya ve Balkan Yarimadalari’nda buzul ¢agdan etkilenmeyip yasamini devam
ettirebilmistir. Buzul cagi sona erdikten sonra, Balkan Yarimadasi’ndaki arilar kuzeye
ilerlemis, Alplerin dogusuna ve Rusya’nin Kuzeydogu sinirina kadar yayilmislardir. Ancak
Italyan aris1 Apis mellifera ligustica, gecisini onleyen Alp daglarindan kuzeye dogru
ilerleyememistir. Son buzul ¢aginda Kuzey Afrika’nin bal arist olan Apis mellifera intermissa
ise Iber Yarimadasi’nda yasamini devam ettirmistir. Buzul c¢ag1 sona erdikten sonra
A.m.intermissa Bati Avrupa’ya yayilarak bu bolgedeki ar1 ekotiplerinin olusumunda etkili
olmustur (Adam 1987).

Bal arilarinin evrimiyle ilgili ti¢ teori ileri siiriilmiistiir. Bunlardan ilki Rothenbuhler ve
arkadaglarmnin (1968) teorisine goére bal arilar1 Asya’dan kdken almis ve Hindistan’dan
tiiremistir. Diger bir teori ise bal arilar1 Afrika’ da tiiremis olup Anadolu ve iber yarimadasi
tizerinden Avrupa’ya ilerlemistir (Wilson 1971). En fazla kabul goren Ruttner (1988)’in
teorisine gore ise bati bal arisi (Apis mellifera L.) Anadolu’ya yakin bir yerde Hazar
Denizi’nin gilineyinde tiiremis buradan Avrupa ve Afrika’ya yayilmistir. Daha sonra bat1 bal
arisinin diinyaya yayilisi ise insan eliyle olmustur. Bati bal aris1 (Apis mellifera L.), Kuzey
Avrupa’dan Afrika’ya, Ingiliz Adalarmdan Ural Daglarina, Bat1 Iran’dan Arap yarimadasina

kadar ¢ok genis bir cografi alana yayilmistir.

Bat1 bal aris1 (Apis mellifera L.), yiiksek adaptasyon kabiliyetinden dolayr diinyanin
birgok bdlgesine yayillmistir. Bulundugu bolgelerin ekolojik kosullarina uyum saglayarak ¢ok

sayida bal aris1 cografik irki olugsmus ve bu wrklar igerisinde de farkli ekotipler meydana



gelmistir. Tirkiye, farkli ekolojik sartlara sahip olmasi ve Afrika, Avrupa ve Asya arasinda
koprii olusturmasi nedeniyle bir¢ok ar1 irk1 ve ekotipini i¢inde bulunduran bir gen havuzu
konumundadir (Adam 1983).

Bal arilarinin korunmasi ve ekonomik iiretimlerinin siirdiiriilebilmesindeki ilk ve en
Oonemli asama, ar1 irklarin 6nce morfolojik ardindan genetik yapilarinin gesitli boyutlarda
tanimlanmasidir. PCR  teknolojisinin  gelistirilmesiyle, farkli marker tekniklerinden
yararlanilarak bal aris1 populasyonlarinin tanimlanmasi, orijinlerinin ve filogenetik iliskilerin
belirlenmesi gibi bir¢ok konuda oldukga yararli sonuglar elde edilmistir. Bu tip marker
yontemleri ile yapilan arastirmalar morfometri caligmalariyla da desteklenerek daha dogru
sonuclarin elde edilmesini saglamaktadir. Giiniimiizde farkli bal aris1 alttiirlerine 6zgii ¢ok
sayirda DNA markeri belirlenmistir (Moritz ve ark. 1986, Cornuet ve Garnery 1991, Hall ve
Smith 1991, Garnery ve ark. 1991, 1992, 1995, Arias ve Sheppard 1996, Smith ve ark. 1997,
Franck ve ark. 1998, 2000a, 2000b, Palmer ve ark. 2000, De La Rua ve ark. 2001, 2009, Ozdil
ve ark. 2007, 2009, 2011).

Bal aris1 genomunun ayrintili bir sekilde ortaya konulmasi amaciyla 2003 yilinda
“Honeybee Genome” baglikli bir proje baslatilmistir. “The Honeybee Genome Sequencing
Consortium” tarafindan yiiriitiilen projede diger tiirlerde oldugu gibi bal arisinin tiim genomu

ortaya konmus gen bankas1 kayitlarina kaydedilmistir (Whitfield ve ark. 2006).



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

2.1 Bal Arisinin Siniflandiriimasi ve Dagilim

Morfolojilerine gore bal aris1 4 tiirde incelenmektedir. Ruttner ve ark. (1978) ’e gore

bal aris1 tiirleri;

a) Bat1 bal aris1 (Apis mellifera Linnnaeus, 1758)

b) Dogu bal aris1 (Apis cerana Fabricius, 1793)

¢) Kiigiik (ciice) bal aris1 (Apis florea Fabricius, 1787) ve

d) Dev bal aris1 (Apis dorsata Fabricius, 1793) olarak siniflandirilmistir (Cizelge 2.1).

Bat1 bal arisinin diginda yer alan {i¢ bal aris1 tiiri Asya kitasinda bulunmaktadir.
Tiirkiye’de bulunan bal arilar1 Bat1 bal aris1 (Apis mellifera L.) tiirii icerisinde yer almaktadir.
Bat1 bal aris1 (Apis mellifera L.) Afrika, Avrupa ve Orta Dogu’yu da kapsayan ¢ok genis bir
bolgede yayilim gostermektedir (Ruttner ve ark. 1978, Ruttner 1988).

Bat1 bal arist (Apis mellifera L.), kutuplar disinda diinyanin her bolgesine yayilis
gostermis ve farkli iklim sartlarina adaptasyon sonucu farkli cografi irklar (alttiir) olusmustur.
Irk i¢inde farkli genetik yapidaki populasyonlar ekotip olarak adlandirilmistir. 19. Yiizyilda
bal arilarinda cografik tip ya da ekotiplerinin taksonomik simiflandirma ¢aligmalarina

baslanmistir (Crane 1984).

Bati bal aris1 (Apis mellifera Linnnaeus, 1758) Apidae familyasi icerisinde yer alan
morfolojik, fizyolojik ve davranigsal karakterler ile cografik dagilima gore farklilik gdsteren

bal aris1 tiirlerinden bir tanesidir (Otis 1996, Engel 1999).

Giintimiizde kutuplar diginda genis bir cografyanin farkli bolgelerinde gesitli iklim
sartlarina adaptasyonu sonucu ortaya ¢ikmis bircok bal arisi alt tiiri bulunmaktadir (Ruttner,
1988). Bal arisinin anayurdu sayilan Afrika ve Avrupa ile birlikte Anadolu’da (Adam 1987)
farkli fizyolojik, morfolojik ve davranis ozelliklerine sahip irk ve ekotipler belirlenmistir
(Bodenheimer 1942, Adam 1983, Dogaroglu 1981, Ruttner 1988, Karacaoglu 1989,
Dogaroglu ve ark. 1992, Firathh ve Budak, 1994; Karacaoglu ve Firatli 1998, Geng ve ark.
1999, Genger ve Firatli 1999, Giiler ve Kaftanoglu 1999).



Cizelge 2.1. Bal arilarinin taksonomik siniflandirilmasi (Engel 1999).

Alem Animalia Hayvanlar
Sube Arthropoda Eklem bacaklilar
Smif Insecta Bocekler
Takim Hymenoptera Zar Kanatlilar
Familya Apidae Arilar
Cins Apis Bal Arilar
Apis mellifera Linnaeus (1758) Bat1 bal arist
Tir Apis cerana Fabricius (1793) Dogu bal arist
Apis florea Fabricius (1787) Kiigiik (clice) bal aris1
Apis dorsata Fabricius (1793) Dev bal arist

Morfometrik karakterler kullanarak yapilan analizlerde Apis mellifera tiirii Diinya
tizerinde Onceleri ti¢ evrimsel soya (M, A ve C soylar1) ayrilmistir. Ruttner ve ark. (1978), bal
aris1 alttiirlerinin morfolojik 6zellikler kullanilarak A (Africa), M (Mellifera) ve C (Carnica)
olmak tiizere i¢ ana genetik soy igerisinde siniflandirilabilecegini belirtmistir. Bu
siiflandirmaya gore bazi Bat1 Avrupa ve Kuzey Afrika alttiirleri Mellifera soyu (M), Orta ve
Giiney Afrika alttiirleri Afrika soyu (A) ve Dogu Avrupa’dan italya’ya kadar yer alan
cografyadaki A. m. ligustica, A. m. carnica ve A. m. caucasica alttiirleri Carnica soyu (C)

igerisinde siniflandirilmaktadir (Ruttner ve ark. 1978 ).

Daha sonra Ruttner (1988, 1992)’de Kiimeleme Analizi (Cluster Analysis) ve Temel
Ogeler Analizi (Principle Component Analysis, PCA) ile Apis mellifera tiirii igerisinde dort
evrimsel soyun varligi bildirilmistir. Bati Akdeniz ve Kuzey Afrika M soyu, Afrika A soyu,
Orta Akdeniz ve Gilineydogu Avrupa C soyu, Orta ve Yakin Dogu O soyu olarak
siniflandirilmistir. Yine morfometrik verilere dayanarak yaptiklari ¢alisma ile Kauhausen-
Keller ve ark. (1997) bu dort soyun varligini pekistirici sonuglar ile ortaya koymustur. Yakin
ve Orta Dogu alttiirleri bu {i¢ ana soya ek olarak dordiincii bir genetik soy olan Oryantal soyu

(O) igerisinde siniflandirilmistir (Ruttner 1988, Kauhausen-Keller ve ark. 1997).

Standart morfometrik karakterler kullanilarak Bati bal aris1 soylarmin veya
alttlirlerinin ayrimu ile ilgili ¢aligmalara ek olarak mitokondriyal DNA (mtDNA) markerleri
(Smith 1991, Garnery ve ark. 1992, Arias ve Sheppard 1996, Palmer ve ark. 2000, Franck ve
ark. 2000a, 2001, Kandemir ve ark. 2006) ve tek niikleotid polimorfizmleri (SNPs) (Whitfield



ve ark. 2006) kullanilarak yapilan ¢aligmalarda, Ruttner (1988) ve Kauhausen-Keller ve ark.

(1997) tarafindan bildirilen 4 ana soyun varligin1 destekleyen sonuglar elde edilmistir.

Ancak bu ¢alismalarda, bazi alttlirlerin morfometrik karakterlere gore ayrildiklar1 ana
soylardan diger soylara kaydiklar1 da belirtilmistir (Arias ve Sheppard 1996, Franck ve ark.
2000a, 2000b, 2001, Whitfield ve ark. 2006). Yemen bal aris1 (A. m. yemenitica), Kauhausen-
Keller (1997) tarafindan A soyu igerisinde yer almaktadir. Ancak molekiiler analizler sonucu
Yemen bal arisi, Yemenitica (Y) soyu olarak ifade edilen besinci genetik soy igerisinde
degerlendirilebilecegi ifade edilmektedir (Whitfield ve ark. 2006). SNP analizleri kullanarak
yapilan siiflandirmada, 4 ana Bati1 bal aris1 soyunu destekleyici sonucun yani sira Wilson
(1971)’de 40 yil oncesine dayanan Apis mellifera alttiirlerinin Afrika kokenli oldugu ile ilgili
hipotezi destekleyici sonuglar da elde edilmistir (Whitfield ve ark. 2006) (Sekil 2.1, Sekil
2.2).
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Sekil 2.1. Apis mellifera alttiirlerinin evrimsel iligkisini gosteren Neighbour-Joining agact
(Whitfield ve ark. 2006).



Bal aris1 tiirleri igerisinde en fazla cografi varyasyona sahip olan Apis mellifera’nin
Diinya tiizerinde, temelde 4 soya ayrilan 27 alttiiri oldugu bilinmektedir (Ruttner 1992,
Sheppard ve ark. 1997, Sheppard ve Meixner 2003) (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Diinya’da var olan Apis mellifera alttiirleri (Ruttner 1992, Sheppard ve ark. 1997,
Sheppard ve Meixner 2003).

1. Apis mellifera anatoliaca Maa (1953)
2. Apis mellifera adami Ruttner (1975)

3. Apis mellifera cypria Pollmann (1879)

I. Yakin ve Orta Dogu (O) 4. Apis mellifera syriaca Buttel-Reepen (1906)
5. Apis mellifera meda Skorikov (1929)

6. Apis mellifera caucasica Gorbachev (1916)

7. Apis mellifera armeniaca Skorikov (1929)

8. Apis mellifera pomonella Sheppard ve Meixner
(2003)

9. Apis mellifera lamarckii Cockerell (1906)

10. Apis mellifera yemenitica Ruttner (1975)
11. Apis mellifera litorea Smith (1961)

I1. Tropik Afrika (A) 12. Apis mellifera scutellata Lepeletier (1836)

13. Apis mellifera adansonii Latreille (1804)
14. Apis mellifera monticola Smith (1961)

15. Apis mellifera capensis Escholtz (1821)

16. Apis mellifera unicolor Latreille (1804)

17. Apis mellifera macedonica Ruttner (1988)

18. Apis mellifera ligustica Spinola (1806)
I11. Avrupa (Orta ve Dogu) 19. Apis mellifera carnica Pollman (1879)

ve Kuzey Akdeniz 20. Apis mellifera cecropia Kiesenweiter (1860)

21. Apis mellifera sicula Montagana (1911)
22. Apis mellifera ruttneri Sheppard ( 1997)

23. Apis mellifera mellifera Linnaeus (1758)
24. Apis mellifera iberica Goetze (1964)

Avrupa (Bat1 ve Kuzey)

25. A pis mellifera majorRuttner (1978)
ve Afrika (Kuzey)

26. Apis mellifera sahariensis Baldensperger (1924)

27. Apis mellifera intermissa Buttel-Reepen (1906)
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Sekil 2.2. Bati bal aris1 soylarinin (Apis mellifera L.) cografi dagilimi (Ruttner 1988 ve
Franck ve ark. 2001).

Apidae familyasina ait dort tiir bal arisi bulunmaktadir. Apis mellifera tiirii bunlar
igerisinde en yaygin ve ekonomik degeri olan ar1 tiiriidiir. Diinya’da yiiksek ekonomik degere
sahip bat1 bal aris1 irklar italyan (A. m. ligustica), Karniyol (A. m. carnica), Kafkas (A. m.
caucasica), Avrupa esmer (A. m. mellifera) ve Anadolu (A. m. anatoliaca) arilar ile diisiik
ekonomik degere sahip Kibris (A. m. cypria) ve Suriye (A. m. syriaca) arilart olusturmaktadir
(Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Apis mellifera alttiirlerinin Diinya tizerindeki dagilim1 (Franck ve ark. 1998).

Tiirkiye’de bal aris1 populasyonlarinin siniflandirilmasi konusunda yapilan ¢aligmalarda 5
alttiir ve pek ¢ok ekotip (Mugla, Yigilca, Gokgeada vb.) oldugu bildirilmistir (Ruttner 1988,
Smith 2002, Kandemir ve ark. 2006).

» Anadolu aris1 (A. m. anatoliaca),
Kafkas aris1 (A. m. caucasica),
Iran aris1 (A. m. meda)

Suriye aris1 (A. m. syriaca)

vvyywyy

Karniyol aris1 (A. m. carnica)



Tiirkiye’de bolgelere gore Kuzeydogu Anadolu’da Kafkas arist (A. m. caucasica),
Giineydogu Anadolu’da Iran aris1 (A. m. meda), Orta Anadolu’da Anadolu aris1 (A. m.
anatoliaca), Hatay yoresinde Suriye arist (A. m. syriaca), Ege kiyilarinda Mugla arisi,
Gokgeada yoresinde Gokgeada arisi, Diizce yoresinde Yigilca aris1 ve Trakya bolgesinde
Karniyol arist (A. m. carnica) nin varligindan bahsedilmektedir (Dogaroglu ve ark. 1992,
Palmer ve ark. 2000, Akyol ve ark. 2006, Kandemir ve ark. 2006, Kekecoglu ve ark. 2010)
(Sekil 2.4).

Sekil 2.4. Tiirkiye bal aris1 ekotip ve alttiirlerinin dagilis1 (Akyol ve ark. 2006).

Ruttner (1988) morfometrik verilerin ¢ok degiskenli analizi ile Ortadogu’daki bal
artlarini 7 alttiire ayirmigtir: A. m. adami, A. m. anatoliaca, A. m. armeniaca, A. m. caucasica,

A. m. cypria, A. m. meda ve A. m. syriaca.

Apis mellifera cypria Pollman (1879): Bu alttiir ada alttiirii olup Dogu Akdeniz’deki
Kibris adasinda bulunmaktadir. A. m. Cypria morfolojik olarak ayni grupta yer alan A. m.
anatoliaca, A. m. syriaca ve A. m. meda’ya benzemektedir. Bu alttiiriin rengi oldukga farkli

olup Ruttner’in (1988) belirttigi gibi “parlak turuncu” renklidir.

Apis mellifera syriaca Buttel-Reepen (1907): Bu alttiir Anadolu’da Giineydogu

Anadolu’da Hatay civarinda (Kandemir ve ark. 2000), Israil, Urdiin, Liibnan ve Suriye’yi



icine alan bolgede yayilis gostermektedir. A. m. syriaca Ortadogu’daki kiiciik bal arisi
alttiirlerinden birisidir. (Ruttner 1988).

Apis mellifera meda Skorikov (1929): A. m. meda ilk kez Liibnan’da tanimlanmis

olup Tiirkiye’nin giineydogusu, Kuzey Irak ve iran bu alttiiriin yayilis alanini olusturmaktadir

(Ruttner 1988).

Apis mellifera caucasica Gorbachew (1916): A. m. caucasica aricilar tarafindan gri
Kafkas dag aris1 veya Kafkas aris1 olarak bilinir. Bu alttiiriin dogal yayilis alani, giliney
vadisini de icine alan Kafkas Daglar1 bolgesi ile smirlhidir. Kuzeydogu Anadolu’da ve
Azerbaycan’a kadar olan bolgede yayilis gostermektedir. Ekonomik agidan 6nemli bir alttiir

oldugu i¢in genel olarak morfolojik ve davranis 6zellikleri tim diinyada iyi bilinmektedir.

Apis mellifera anatoliaca Maa (1953): Bu alttiir Tiirkiye’de farkli cografi alanlarda
Bati ve Orta Anadolu’da bulunmaktadir. A. m. anatoliaca benzer olarak goriilen A. m.
ligustica’dan daha biiyiiktir. Sari arilar olarak kabul edilmesine ragmen turuncudan

kahverengiye bir renk gecisi goriilmektedir.

Apis mellifera carnica Pollman (1879): A. m. carnica C soyunda olup Tiirkiye’de
Trakya’da yayilig gosteren bir alttiirdiir (Kandemir ve ark. 2000). Karniyol bal arisinin dogal
yayilig alan1 Avusturya, Romanya, Macaristan, Hirvatistan, eski Yugoslavya sinirlar1 ve

Bulgaristan’dir.
2.2 Mitokondri ve Mitokondriyal DNA (mtDNA) Molekiilii

Canlilarda kalitim materyali, ¢ekirdek disinda stoplazmada, bitkilerde kloroplastta,
hayvan ve insanlarda mitokondride bulunmaktadir. Mitokondri iki hiicre membranina sahip,
kendine 6zgii DNA molekiilii (mtDNA) ve ribozomlar1 olan, ¢esitli enzimleri sentezleyebilen
ve adenozin trifosfat (ATP) formunda enerji sentezini ger¢eklestiren bir organeldir (Rokas ve
ark. 2003) (Sekil 2.5). Mitokondri, biyokimyasal reaksiyonlar i¢in gerekli enerjinin temin
edildigi hiicrenin en énemli organellerinden birisidir. Okaryotlarda bulunan mitokondri, hiicre
ici islevlerde gerekli enerjinin saglanabilmesi i¢in oksidatif fosforilasyon yoluyla ATP
iiretilmesini saglayan 6nemli organellerinden biri olmasi yaninda hiicre sinyallerinin iletilmesi
ve apoptoz gibi bir¢ok hiicresel tepkimede goérev almaktadir (Gray 2012). Oksidatif
fosforilasyon, oksidatif yikim iirlinlerinden alinan elektronlarin molekiiler oksijene
aktarilirken aciga ¢ikan enerji ile ADP’den adenosin tri fosfat (ATP) sentezlenmesi olayidir.

Oksidatif fosforilasyon mitokondrinin i¢ membraninda gerceklesmektedir. Bunun disinda
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mitokondri primidinlerin, amino asitlerin, fosfolipitlerin, niikleotidlerin, folat enzimlerinin,

tire ve diger birgok metabolitin biyosentezine de katkida bulunur (Nelson ve Cox 2005).

0.5 pum

mtIDNA
Krista
MMatriks

Ribozomlar

Ic membran

IDis membran

Sekil 2.5. Mitokondrinin yapisi

Mitokondri ¢ift zarla ¢evrili ve biiyilikligii 0.5-1 um olan bir yapidir. Her bir hiicredeki
mitokondri sayist 500-1000 arasinda olmasma ragmen bu sayinin yumurta hiicrelerinde
embriyogenesis Oncesinde daha fazla enerjiye ihtiya¢ olmasi nedeniyle 10000’lere ¢iktig
bildirilmistir (Cummins 1998, Rokas ve ark. 2003). Karaciger ve kas gibi yiiksek enerji
ihtiyact olan doku hiicrelerinde mitokondri sayisi oldukga ytiksektir.

2.3. mtDNA ve Ozellikleri

Eseyli cogalan tiirlerde mtDNA molekiiliiniin ¢cogunlukla daire seklinde oldugu ve
anaya ait (maternal) kaliim gosterdigi bildirilmektedir. Spermler, yumurta hiicrelerine gore
cok daha az mtDNA kopyasi tasidigindan, mtDNA’nin % 0.1’den daha az bir kism1 spermler
tarafindan olusturulurlar ve genotipi ¢ok az etkilemektedir (Wang 1996, Fourtounis 1999,
Chinnery ve Schon 2003). mtDNA da intron bolgelerinin bulunmadigi ancak kii¢iik intergenik
araliklarin bulundugu bilinmektedir. Bu nedenle 1000 baz ¢ifti uzunlugundaki D-loop bolgesi
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haricinde genomunun neredeyse tiim bolgelerinin transkribe oldugu, protein, enzim, rRNA ve
tRNA gibi bir iriin karsiliginin bulundugu bildirilmektedir (Cornuet ve Garnery 1991).
mtDNA molekiilii yaklasik 16.3-17 kb biiyiikliigiinde iken her mitokondri 2 ile 10 adet
mtDNA genomuna sahiptir. mtDNA, ADP (Adenozindifosfat)’den ATP (Adenozintrifosfat)
liretimi agsamasinda gorevli 13 elektron tasima zinciri proteini, 2 adet rRNA ve 22 adet tRNA
geni olmak tizere toplam 37 geni iceren bir yapidir (Sekil 2.6). Protein kodlayan genler
NADH dehidrogenaz (Nikotinamid Adenin Diniikleotit Dehidrogenaz), sitokrom C
oksidorediiktaz, sitokrom C oksidaz ATP sentetaz enzimlerini kodlamaktadir. CO genleri
sitokrom oksidazin, ND genleri ise NADH dehidrogenazin kodlanmasini saglamaktadir
(Lewin 1987). Kalan diger mitokondriyal proteinler niikleer genom tarafindan kodlanmaktadir
(Wang 1996, Fourtounis 1999). mtDNA, sigirda 16338 bg (baz ¢ifti) (Anderson ve ark. 1981),
koyunda 16616 bg¢ (Hiendleder ve ark. 1998) ve domuzda 16679 b¢ (Ursing ve Arnason 1998)
olarak bildirilmistir.

Memelilerde mtDNA anaya ait kaliim gosterdigi ilk olarak at ve esek hibritlerinde
1974 yilinda Hutchison ve arkadaglari tarafindan bildirilmistir. mtDNA molekiillerinde
paternal kalitim ilk olarak mus musculus — mus spretus hibritlerinde yapilan geriye melezleme
caligmalarinda PCR metodu ile belirlenmistir (Gyllensten ve ark. 1991). Buna karsilik Zhao
ve ark. (2001, 2004) yaptiklar1 ¢alismalarinda koyun populasyonlari iizerinde birgok koyunun
mtDNA’s1 ile ¢alismislar ve mtDNA’nin paternal olarak da kalitim sergiledigini bildirmisler

ve tartismalara neden olmuslardir.

Mammalian mtDNA

[ ] mrNna

[,, Non coding

Sekil 2.6. mtDNA yapisi.
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Mutasyon hizi oldukc¢a yiiksektir.
Yiiksek memelilerde mtDNA’nin niikleer DNA’dan daha hizli degisime ugradigi
bilinmektedir (Upholt ve Dawid 1977; Brown ve ark. 1979).

mtDNA sayisi olduk¢a fazladir ve bagimsiz olarak kalitim sergilemektedirler.

Hiicrede mtDNA oldukca fazla miktarda bulunmakta ve bagimsiz olarak kalitim
gostermektedir. Her bir hiicre yiizlerce mitokondri igermektedir. Hiicre boliinmesinde
mitokondriler ve genomlar1 yavru hiicrelere replikatif segregasyon ile rastgele dagilmaktadir.
Niikleer DNA’dan bagimsiz olarak replikasyon yapan mtDNA, bu otonom &zelliginden
dolay1 hiicre boliinmesi sirasinda heteroplazmik bir segregasyon gosterebilir. Bir hiicrede
bulunan biitiin mtDNA’larin ayni olmasi hali homoplazmi, mutant ve normal mtDNA’larin bir
arada bulunmasi durumunda ise heteroplazmi olarak adlandirilmistir. Mutant mtDNA’nin
orani doku icerisinde belli bir seviyenin (esik deger/threshold effect) {izerine ¢ikincaya kadar

fenotip normaldir (Saara 1999) (Sekil 2.7).

<> Normal Mitokondri

& Mutant Mitokondri

Baslangicta

04 30 mutant Hiicre boliinmest asamasmda her yavru

yumurta hiicresi aymi Nitkleer DNA'vi alur.
Fakat mtDNA "lar1 farklilik gosterir.

-
% 80 mutant % 60 mutant % 40 mutant % 00 mutant
HASTA NORMAL NORMAL NORMAL

Esik Deger Cizgisi

Sekil 2.7. Mitokondriyal heteroplazmi ile normal ve mutant mitokondrinin gelecek nesillere
aktarilmasi (Saara 1999).
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mtDNA genotipleri haplotipler (haplotypes) olarak isimlendirilmektedir. Haplotipler,
tek genomlu (n kromozomlu) canlilarin genotipini ifade ederken mitokondriyal 6zellikler
bakimindan genotiplerin tanimlanmasinda kullanilmaktadir (Piljug 2016; Ozdil 2007).
Haplotip kavrami, ayni1 kromozom {izerinde baglant1 (linkage) halinde bulunan ve birlikte
dolden dole aktarilan 6zglin baglanti gruplari olarak tanimlanmaktadir. Bunun disinda;
niikleotid dizisinin kaybi yani eksilmesi (deletion), niikleotid eklenmesi (insertion), niikleotid
yer degistirmesi (substitution), belirli gen bolgelerinde DNA pargalarinin farkli uzunluklarda
olmas1 ve herhangi bir lokustaki niikleotid dizilimlerinde goriilen cesitli degisimler mtDNA
molekiiliinde olusan genetik varyasyonun temel kaynaklarini olusturmaktadir (Moritz ve ark.
1986, Solignac 1991). mtDNA mutasyonlar, nokta mutasyonlar1 ve yeniden diizenlenmeleri
(delesyon ve duplikasyon) igermektedir. Nokta mutasyonlar1 genellikle maternal gecislidir;

delesyon ve duplikasyonlar ise seyrek goriiliir (Rokas ve ark. 2003).
mtDNA maternal olarak kalitim sergiler.

Bir anne kendi sahip oldugu mtDNA’larini tiim yavrularma aktarma kabiliyetine
sahipken, yalniz disi yavrular1 sonraki generasyona mtDNA’larin1 aktarabilmekte ve erkek
yavrular bu 6zellige sahip olmadigi i¢in aktaramamaktadir. Manfredi ve ark. (1997) yaptiklari
caligmalarinda, sperm mitokondrilerinin fertilizasyon sirasinda yumurtaya girebildigini fakat
fertilizasyondan sonra embriyogenesisin iki veya dort hiicre asamasinda iken kayboldugunu
belirtmistir. Bunun yan1 sira paternal mtDNAya in vitro fertilizasyonda da rastlanilamamistir

(Kaneda ve ark.1995; Cummins, 1998; Danan ve ark. 1999).

mtDNA, bir¢cok molekiiler marker yonteminin (DNA dizileme, PCR, RFLP, SSCP, SNP,

vs ) kullammmina elverislidir.

Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) ya da PCR- RFLP yontemlerinin
mtDNA’da uygulanmasi ile tiirler i¢i ve tiirler arasindaki genetik benzerlik veya farkliliklarin
ortaya konmasinda yararlanilmaktadir. (Upholt ve Dawid 1977, Hecht 1990). Bunun yani sira
PCR-RFLP metodunun mtDNA c¢alismalarinda diger uygulama alanlari; genetik uzaklik,
populasyondaki degisimler, etkili populasyon biiyiikliigii, bireyin biografisi, ortak ebeveyn
veya prenatal tani, gen klonlanmasi gibidir (Meghen ve ark. 2002). mtDNA araciligla farkli
populasyonlarin akraba iligkilerinin tespiti sayesinde 1rklardaki genetik Vvaryasyonun

degerlendirilmesi, filogenetik iligskinin belirlenmesi ve basarili yetistirme tekniklerinin
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gelistirilmesinde yararlanildigi bildirilmektedir (Zhang ve Shi 1992; Chen ve Leibenguth
1995).

2.4. Bal Arilarinda mtDNA Materyali

Bal arilarinda, hem tiirler ve alttiirler arasinda ve hem de igerisindeki genetik iligkileri
ortaya konulmasinda mtDNA molekiilii kullanilarak yapilan ¢alismalar 6n plana ¢ikmaktadir.

Filogenetik ¢alismalarda mtDNA molekiiliiniin iki 6nemli 6zelliginden yararlanilmaktadir.

1) Mitokondriyal genoma ait genetik materyal daire seklinde oldugundan DNA
molekiilinde homolog kromozomlar arasinda parga degisimi  (crossing-over)

goriilmemektedir (Cornuet ve Garnery 1991).

2) mtDNA nin bir diger 6zelligi ise maternal kalitim gostermesidir. mtDNA’nin anaya
ait kalitm modeline sahip olmasi, bal aris1 genetik g¢aligmalarinda 6zellikle Snemlidir;
koloninin tiim bireyleri ayni ana arinin dolleri oldugu i¢in kovandaki tiim bireyler 6zdes
mtDNA molekiilii tasimakta ve koloni analizlerinde tiim kovan tek bir birey olarak ele

alinmaktadir (Garnery ve ark. 1992, Ozdil 2007).

Bal arist mtDNA’s1 16.343 baz ¢ifti uzunlugunda ¢ift zincirden olusan halkasal bir
DNA molekiiliidiir (Genbank NC 001566.1). Mitokondriyel DNA molekiilii 13 protein, 22
tRNA, 2 ribozomal RNA olmak {izere toplam 37 gen icermektedir (Sekil 2.8) (Crozier ve
Crozier 1993, Moritz 1994). Bal arist mtDNA’ s1 A+T bakimindan zengin olup yaklasik

%385°n1 A+T’ ce zengin bolge olusturmaktadir.
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Sekil 2.8. Apis mellifera mitokondriyel genom haritasi.
tRNA genleri ilgili oldugu amino asitlerin bas harfi ile gosterilmektedir. COIl, COIl ve COIIlI
sitokrom ¢ oksidaz 1, 2, 3 genlerini ve Cyt B sitokrom B genini, ND1-6 ve ND4L, NADH
dehidrogenaz genlerinin 1-6 alt iinitelerini géstermektedir. Oklar kodlayan bolgelerin transkripsiyon
yoniinii ifade eder (Crozier ve Crozier 1993).

2.5. Bal Arilarinda Yapilmis Olan Genetik Calismalar

Mitokondriyal genom c¢alismalari, Hymenoptera takimindan Meyve sinegi
(Drosophila) ile baglamis olup ardindan bal arilarinda yapilan mtDNA c¢alismalar1 dikkat
cekmektedir. mtDNA, bal aris1 biyolojisinin incelenmesinde 6nemli bir aragtir. Bal arilarinda
ilk olarak allozim varyasyonuna bakilmis ve diisiik seviyelerde varyasyon bulunmustur.

mtDNA’da ise varyasyon seviyesinin yiiksek oldugu belirtilmektedir (Avise ve ark. 1983).

Tiirkiye bal aris1 populasyonlarinin tanimlanmasi amaciyla ilk defa Buttel Reepen
(1906) aragtirmalara baglamistir. Ege ve Marmara Bolgelerinin bal arilar1 hakkindaki ilk
arastirmadan sonra Bodenheimer (1941)’de Anadolu bal arilarinin morfolojik 6zelliklerine
gore tanimlayarak 7 farkli cografi bolgeye aywrmis ve farkli ekotiplerinin bulundugunu

belirtmistir.

Maa (1953)’da morfometrik 6zelliklerine gére Anadolu arilarin1 karakterize ederek alt
tiir olarak A.m. anatoliaca sistematik adiyla ilk kez tanimlanmistir. Maa’ nin ¢aligmalarindan
sonra Adam (1983, 1987), Tiirkiye bal arilarini morfolojik ve davranmig sekillerine gore
inceleyerek Bodenheimer’in bulgularina yakin sonuglar elde etmistir. Anadolu bal arilarinin

Kuzeydogu, Giineydogu, Orta ve Bati Anadolu olarak dort tipe ayirmis ve bunlarinda bir¢ok
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ara formu oldugunu belirtmistir. Dogu Karadeniz Bolgesi bal arisinin davranig ve ekonomik

ozellikleri incelendiginde Kafkas arisindan farkli oldugunu belirtmistir.

Apis mellifera’nin cografi bolgelere gore gruplandirilmasina iliskin bilimsel olarak
kabul gérmiis olan en dnemli sonuglar Ruttner (1988) tarafindan bildirilmistir. Ulkemizde 4
Apis mellifera alt tiiriiniin yayilmis oldugunu ve buna gore Tirkiye’nin kuzeydogusundan
Samsun’a kadar olan bolgede A. m. caucasica, Giineydogu’da A. m. meda, giineyde Tiirkiye-
Suriye sinirina yakin kisimda A. m. syriaca, Trakyada dahil olmak {izere Tiirkiye’nin geri
kalan alanlarinda ise A. m. anatoliaca’nin goriildiigii belirtilmistir. Baska arastiricilar
tarafindan bal arilari, morfometrik 6zellikler ve alloenzim varyasyonu bakimindan incelenmis
ve Ruttner (1988)’1n bulgularina yakin sonuglar elde edilmstir (Darendelioglu ve Kence 1992,
Kandemir ve Kence 1995, Giiler ve Kaftanoglu 1999, Giiler ve ark. 1999, Kandemir ve ark.
2000, 2005, Kence ve ark. 2006, Giiler ve ark. 2002, Kekegoglu ve ark. 2009).

Ruttner’in morfometrik 6zelliklere gore yaptigi aragtirmada A. m. anatoliaca, A. m.
caucasica, A. m. armeniaca ve A. m. adami alttirleri, Orta Dogu (O) soyunda
smiflandirilmistir (Ruttner 1992). Fakat mtDNA markerlerine dayanarak yapilan arastirmalara
gore A. m. anatoliaca, A. m. caucasica, A. m. carnica ve A. m. ligustica alttiirleri, Dogu
Avrupa (C) soyunda smiflandirilmistir (Garnery ve ark. 1993, Smith ve ark. 1997, Palmer ve
ark. 2000, Kandemir ve ark. 2006).

A. m. anatoliaca ve A. m. caucasica arasinda, bu iki tiiriin mtDNA’larinda COI-COII
gen lokusunda niikleotit dizilimi bakimindan 6nemli bir fark goriilmemekte ve Anadolu
arilarinin niikleotit dizilimi bakimindan A. m. caucasica’ya ¢ok benzer oldugu belirtilmektedir
(Palmer ve ark. 2000). mtDNA, molekiiler yontemler kullanilarak incelenmis ve farkli
restriksiyon enzimleri ile kesimi sonucunda tiim mtDNA genom haritas1 belirlenmistir. A. m.
caucasica, A. m. ligustica ile A. m. carnica alttiirleriyle cogunlukla ayni olan kesim noktalari
tespit edilmistir (Smith 1991). Dolayisiyla A. m. anatolica; A. m. caucasica, A. m. ligustica ve
A. m. carnica alttiirleri ile ayn1t mtDNA haplotip grubunda degerlendirilmektedir. Ruttner
(1988) daha 6nce Hatay, Antakya bolgesinde A. m. syriaca’min bulundugunu belirtmistir.
Daha sonra yapilan baska c¢alismalarda Hatay yoresinden toplanan Orneklerin
mtDNA’larindaki COI-COII gen bdlgesinin niikleotit dizi analizi yapilmis ve elde edilen
bulgular A. m syriaca niikleotit dizilimi ile uyumlu bulunmustur (O=ortadogu grubu)
(Kandemir ve ark. 2006, Palmer ve ark. 2000).
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Tiirkiye’de var olan ar1 irklari, Apis mellifera alttiirlerinde polimorfik 6zellik gosteren
6 farkli enzim lokusu (MDH, PGM, HK, EST, PGI ve MI) incelenmistir. Ulkemizde bulunan
Apis mellifera populasyonlar1 4 farkli enzim lokusu (MDH, PGM, HK, EST) bakimindan
polimorfik 6zellik gosterdigi tespit edilmistir. En gok goriilen alleller MDH65, MDH100,
PGM75, PGM100, EST100, HK100 olarak belirtilmistir. Tiirkiye bal arilar1t PGM lokusu
haricinde diger enzim lokuslar1 bakimindan H-W (Hardy-Weinberg) esitligine uygun oldugu
bildirilmistir. Yan1 sira Trakya bolgesinde MDHG65 frekansi yiiksek bulunmustur (Kandemir
ve ark. 1995, 2000, 2005).

Kafkas aris1 (A. m. caucasica), Kafkas daglarinda ve Kafkas vadisinin giineyinde,
Giircistan ve Azerbaycan’in bazi yerlerinde varligi bilinmektedir (Alpatov 1948, Bilash ve
ark. 1976, Awetisjan 1978, Ruttner 1988). Ruttner (1988), morfometrik arastirmalar
sonucunda A. m. caucasica’ya benzer ar1 populasyonlarinin Karadeniz sahillerinin Samsun’a
kadar olan kisimlarinda var oldugunu bildirmistir. Ancak Kafkas arisinin birgok varyetesinin
bulunmasi sebebiyle bu arilarin gercek Kafkas arisi olup olmadiklari tartismalara neden

olmustur.

Bal arilarinda mitokondriyel genomda yliriitiilen genetik ¢alismalarin biiyiik bir kismi1
mtDNA’nin restriksiyon enzimleri ile kesimine dayanan RFLP calismalarina dayanmaktadir.
Enzim kesim farkliliklarina dayanarak bal aris1 soylari birbirlerinden ayrilabilmektedir. Dogu
Avrupa ve Akdeniz bal aris1 alttiirlerinde (C soyu) ribozomun biiyiik altbirimi (IrRNA) gen
bolgesinde EcoRI restriksiyon enzimiyle tek bir kesim noktasi bulunurken, Bati Avrupa (M
soyu) ve Afrika (A soyu) bal aris1 alttlirlerinde belirtilen kesim noktasit bulunmamaktadir.
IrRNA gen bolgesinin yaklagik 738 bg’lik boliimii EcoRI restriksiyon enzimi ile kesilmesi
sonucunda C genetik soyundaki arilarda yaklagik 483 ve 251 b¢’lik bant modeli tespit
edilmigstir. Fakat A ve M genetik soyundaki arilarda ise bu enzim i¢in kesim noktasi
olugsmadigindan 738 bg’lik tek bir bant modelli kesim profili tespit edilmistir (Hall ve Smith
1991). Smith ve ark. (1997)’'nin yaptigi c¢alismada Tirkiye’den oOrneklenen bal arisi

populasyonlarinda da ayni sonuglar elde edilmistir.

Bir diger ¢alismada, A. m. ligustica, A. m. carnica ve A. m. caucasica alttiirleri
mtDNA molekiilii 7 farkl restriksiyon enzimi (EcoRI, Hindlll, Pstl, BamHI, Accl, Kpml ve
Bglll) ile muamele edilmistir. Calisilan enzimler bakimindan A. m. carnica ve A. m. ligustica

alttlirleri ayn kesim modelini gosterirken, A. m. caucasica’nin sadece Bglll enzim kesimi ile
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diger iki alttiirden farkli bir kesim modeline sahip oldugu tespit edilmistir (Moritz ve ark.
1986).

Smith ve Brown (1990), bal arilarinda mtDNA uzunluk varyasyonunu arastiran ilk
arastirmacilar olarak 6 farkli gen bolgesi ile ¢alismislardir. Bu 6 boélgeden ikisi 20 bg’lik
kiictik bir farklilik gosterirken, diger 4 bolge 100 be’lik farklilik gostermektedir. Bu kiigiik
boyutlu varyasyonlar COI/COIl gen bolgesinde yer almakta ve Bcll enzimi ile muamele
sonucu ortaya c¢cikmistir. Biiyiikk varyasyonlar genellikle kontrol bdlgesinin yaninda yer
almistir (Moritz 1994). Cornuet ve Garnery (1991)’e gére varyasyonlarin biiyiikk bir kismi
A+T’ce zengin bolgede bulunmaktadir (Moritz ve ark. 1986, Moritz 1994).

Cornuet ve Garnery (1991) Apis mellifera L. mtDNA’sin1 17 farkli restriksiyon enzimi

ile keserek mitokondriyel genomun restriksiyon haritasini olusturmuslardir (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Apis mellifera mtDNA genomunun restriksiyon haritasi

Not: Soldan saga verilenler 1) kb skalas1 1 kb =1000 niikleotid) 2) tRNA genlerin konumu (Y, W, L,
D ve K sirasi ile tirozin, triptofan, 16sin, aspartat ve lizin i¢in) niikleotid sekansina gore; 3) Gen
haritas1 ve enzim kesim noktalar1 (Cornuet ve Garnery 1991).
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Garnery ve ark. (1992) calismalarinda 10 farkli alttiire ait bal aris1 6rneklerinin
mtDNA’simi1 16 farkli restriksiyon enzimleri (Accl, Aval, Avall, Bcll, Bglll, Cfol, Clal, EcoRlI,
EcoRV, Hincll, Hindlll, Ndel, Pstl, Pvull, Spel ve Xbal) ile kesimi sonucunda 19 farkli
haplotip belirlenmistir. Bu haplotipler morfometri ve allozim analizleri sonuglari ile uyumlu
olarak ii¢ ana soy igerisinde kiimelenmistir. Bu {i¢ ana soy farkli cografi dagilimlara sahip
Afrika alttiirleri A (A. m. intermissa, A. m. monticola, A. m. scutellata, A. m. andansonii ve A.
m. capensis), Kuzey Akdeniz alttiirleri C (A. m. caucasica, A. m. carnica ve A. m. ligustica)
ve Bati Avrupa alttiirleri M olarak adlandirilmistir. Esas farkliblk Kuzey Afrika
populasyonlarmin (A. m. intermissa) A soyu yerine M soyu igerisinde yer almasidir. Ayrica
bagka tiirlerin cografi alanina bagl olarak tiirlerin dagilim merkezinin Orta Dogu oldugu ve 3

hattin evrimsel olarak ayrilmasinin yaklasik 1 milyon yil 6nce basladigini ileri siirmiislerdir.

Garnery ve ark. (1993), 12 farkli alttiire ait 302 koloninin bal aris1 6rneklerinde COI-
COII intergenik bolgeyi Dral restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu 21 farkli haplotip
bulmuslardir. C soyunun tiim kolonileri ayni bant modelini gostermisler ve C1 olarak

adlandirilmistir. A ve M soylarinin herbirinden yaklasik 10 farkli haplotip elde edilmistir

Crozier ve Crozier (1993) tarafindan Apis mellifera’ya ait tim mtDNA sekansi
Drosophila yakuba ile karsilastirilmis ve ilk kez DNA dizisi ¢ikartilmistir. Bu karsilagtirma
sonucu mtDNA’da genler ve yerlesimleri iki tiirde de ayn1 bulunmus, ancak tRNA antikodonu
bakimindan 11 adet farklilik belirlenmigtir. Tahmini protein sekansi iki tiirde de ayn iken iki
tRNA anikodonu farklilik gostermistir. Baz kompozisyonu bakimindan Apis mellifera % 84.9
A+T i¢ermekte iken D. yakuba % 78.6 oraninda icermektedir.

Kaftanoglu ve ark. (1993), GAP bolgesinde bulunan ¢esitli ar1 1rklarim
karsilastirmislar ve diskriminant analizi sonucunda elde edilen bulgulara gére Ege, Kafkas,
Italyan, Trakya, Karniyol ve Giineydogu Anadolu arilarinin tamamen birbirlerinden farkli

oldugu belirtilmektedir.

Moritz ve ark. (1994) calismasinda Giliney Afrika’nin 29 farkli bolgesinden elde
edilmis bal aris1 populasyonlarinda COI-COII intergenik bolgesinin Dral restriksiyon enzim
kesimi sonucu 4 farkli uzunluk ve 9 farkli haplotip belirlenmistir. POQQ tipi % 76 frekansta
en yaygin tip oldugu belirlenmis ve Cournet ve ark. (1991) klasik P ve Q parga tekrari

modeline uymayan baska bir tip de % 2 ferekansta bulunmustur.
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Suriye’nin 8 farkli bolgesinden alinan Apis mellifera 6rnekleri morfolojik 6zellikleri
bakimindan arastirilmistir. Suriye’nin kuzeyi ve kuzeydogusunda kapsayan bolgedeki bal
arilar1 diskriminant analizi sonucu Apis mellifera meda ve giiney bolgesinde bulunan bal
arilar1 ise Apis mellifera syriaca olarak tanimlanmislardir. Bu bolgeler disinda kalan yerlerde
de her iki irka da rastlanmaktadir. Suriye’deki A. m. meda orneklerinin Irak’in dogusundaki
fran arilarma daha benzer ve Tiirkiye’deki Iran arilarindan farkli oldugu gozlenmistir.
Sam’dan alman &rneklerden ii¢ii Italyan aris1 olarak tanimlanmis ve bunlarim A. m.

ligustica’lardan orijin aldig tespit edilmistir (Ftayeh ve ark. 1994).

COI gen bolgesinde Bati Avrupa alttiirlerine 6zgii olarak Hincll restriksiyon enzim
bakimindan kesim noktasinin bulundugu tespit edilen ilk calismada Afrika ve Avrupa bal
arilar1 arasindaki farkliliklar incelenmistir. Dogu Avrupa ve Akdeniz bal arisi alttiirlerinde
COI gen bolgesinde Hincll ve Hinfl restriksiyon enzimlerinin kesim noktasi bulunmadigindan
1044 be’lik tek bant modeli belirlenmistir (Hall ve Smith 1991).

Tiirkiye genelinden toplanan bal aris1 orneklerinin mtDNA genomunun COI
lokusunda Xbal restriksiyon enzimi ile tek kesim noktasi bulunurken, Trakya’dan alinan bal
arist orneklerinde ise COI lokusunda ikinci bir Xbal kesim noktasinin bulundugu tespit
edilmistir (Smith ve ark. 1997, Palmer ve ark. 2000). Daha oOnce yapilan ¢aligmalarda
Avusturya ve Balkanlar’dan alinan A. m. carnica alt tiiriinii temsil eden 6rneklerde ikinci bir
Xbal kesim noktasi bulundugu bildirilmistir (Smith ve Brown 1990, Meixner ve ark. 1993).
COI gen bolgesinde ikinci bir Xbal kesim noktasi bulunan ve bulunmayan ar1 6rneklerinin bu
gen bolgesinin niikleotit dizilimi incelenmis ve farkliliga sadece tek bir nokta mutasyonunun
sebep oldugu belirlenmistir. Ikinci bir Xbal kesim noktas1 bulunan ar1 6rneklerinde TCTAGA
seklinde olan niikleotit diziliminin, bulunmayan 6rneklerde ise TTTAGA seklinde oldugu
belirlenmistir. Hatay’dan alinan 6rneklerde ve Afrika arilarinda ise COIl/Xbal kesim noktasi

bulunmadigi bildirilmistir (Smith ve ark. 1997).

Trakya bolgesinden alinan Anadolu 1rk1 ar1 6rneklerinin yaklasik % 86’simin Karniyol
wrkinin genetik karakterlerini tasidigini, Mus, Bitlis ve Van’da toplananlarin ar1 6rneklerinin
%?2 5 ve Erzurum cevresinden toplanan 6rneklerin % 29°u Kafkas irkinin, Hatay’dan toplanan

orneklerin ise %57’sinin Suriye arisinin genetik yapisiyla uyumlu oldugunu belirtmistir
(Smith 2002).
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Palmer ve ark (2000), Tirkiye’nin 16 farkli bolgelesinde 84 bal ar1 kolonisine ait
mtDNA’nin farkli restriksiyon enzimi ve COI-COII intergenik bolgenin dizi analizi sonucu 4
haplotip belirlemislerdir. Bu haplotiplerden ii¢iiniin onceden belirlenen Dogu Akdeniz
mtDNA soyuna ait oldugu belirlenmistir. Ancak Suriye smirina yakin Hatay bolgesinden
alian 6rneklerde ii¢ mtDNA soyundan farkli bir kesim modeli ve sekans ortaya ¢ikmistir. Bu

haplotipin dordiincti bir mtDNA soyunu temsil edebilecegi dne siiriilmiistiir.

A. m. syriaca’nin Akdeniz’in dogu sahillerini kapsayan bazi bolgelerinde, kuzey
Negev ¢ollerinde, Israil’in bazi alanlarinda, Urdiin, Suriye ve Liibnan’da yaygin olarak
bulundugu tespit edilmistir (Ruttner 1988). Liibnan’da 75 bal aris1 kolonisinden alinan
orneklere ait mtDNA’nin COI-COII intergenik bolgesini Dral enzimi ile kesimi sonucu yeni
7 farkli haplotip elde etmislerdir. COI-COII gen lokusunun niikleotit dizilimi diger mtDNA
haplotip gruplari1 (Dogu Avrupa, Bat1 Avrupa, Afrika) ile karsilagtirildiginda A. m. syriaca’nin
niikleotit dizilimi diger {i¢ gruptan (C M, A) da farklilik gostermektedir. Bu nedenle A. m.
syriaca alt tiriiniin 4. bir mtDNA haplotip grubu (O) igerisinde siniflandirilabilecegi
belirtilmektedir (Franck ve ark. 2000a).

Franck ve ark. (2000b) yaptiklar1 ¢alismalarinda italya’dan alinan A. m. ligustica ve
Sicilya’dan aliman A. m. sicula bal aris1 6rneklerinde mtDNA’nin COI-COIl intergenik
bolgesi Dral restiriksiyon enzimi ile muamele edilmistir. Bu islem sonucunda A. m ligustica
populasyonlarinin M ve C genetik soylarinin birlesiminden olustugu ve sadece A. m. sicula
orneklerinde A soyuna ait haplotipler oldugu bildirilmektedir. Bu iki alttiiriin hibrit oldugu ve

daha once bildirilmemis (M22, M7, M27) {i¢ yeni haplotipin varligin1 bildirmislerdir.

Franck ve ark. (2001) tiim Afrika kitasinin 64 farkli bolgesinden elde edilen bal arisi
populasyonlarina ait 6rneklerin COI-COII intergenik bolgesini Dral restriksiyon enzimi
bakimindan arastirmiglardir. Kuzey Dogu Afrika bolgesinden aliman Ornekler hari¢ tiim
orneklerin Afrika (A) soyunun haplotipinde oldugu belirlenmistir. Kuzey Dogu bolgesinden
aliman ornekler ise yeni tanimlanan O ve Y soylar1 igerisinde yer almistir. Bu arastirmada
Afrika’dan alinan Orneklere ek olarak Avrupa, Yakin Dogu ve Amerika’nin farkli
bolgelerinden alinan 6rnekler ile karsilagtirmislardir. Tiim 6rneklere ait COI-COII intergenik
bolgenin Dral restriksiyon enzimi ile kesilmesi sonucunda 20 alttiire ait 5 farkli soyda (A, M,

C, O ve Y) smiflandirilan 42 farkli mitotipi belirlenmistir.
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Susnik ve ark. (2004), Slovenya’nin 10 farkli bolgesinden alinan 269 adet A. m.
carnica bal aris1 6rnegini COI-COII intergenik bolgede Dral restiriksiyon enzimi ile analiz
etmislerdir. Tiim 6rnekler C mtDNA soyunun yeni bir haplotipi olarak degerlendirilmis ve C2

olarak adlandirilmistir.

Yunanistan ve Giiney Kibris’in farkli bolgelerinden 72 koloniden alinan bal arisi
orneklerinde 16S rDNA, COI ve NDS5 lokuslarinda farkli enzim kombinasyonlar1 bakimindan
varyasyon arastirilmistir. COI gen bolgesinde Ncol, Sau3Al, Fokl, Bcll, Sspl, Styl, BstUl ve
Xhol restriksiyon enzimleri ile lokuslar arasinda elde edilen kesim profillerinde farkliliklar

oldugu tespit edilmistir (Bouga ve ark. 2005).

Ribozomun biiyiik altbirimi (IrRNA/EcoRI) bakimindan tiim yapilan c¢alismalar
sonucunda elde edilen bulgular sadece Dogu Avrupa bal arilarinda (A. m. anatoliaca, A. m.
caucasica ve A. m. carnica) kesim noktasinin bulundugu, COI/Hincll bakimindan yalnizca
Bati Avrupa bal arilarinda kesim noktast bulundugu belirtilmistir. Tiirkiye’den alinan Apis
mellifera oOrneklerinde 1rRNA/EcORI bakimindan kesim noktas: tespit edilmis ancak
COI/Hincll bakimindan kesim noktasina rastlanmamustir (Smith ve ark. 1997, Palmer ve ark.
2000, Ozdil ve ark. 2006).

Kilig ve Bilgen (2006), Izmir ili bal aris1 (Apis melifera L.) populasyonlarinda genetik
varyasyonu belirlemeye calismislardir. Izmir’in Menemen, Buca, Kemalpasa ve Bornova
ilgelerinden alinan 147 ergin is¢i ar1 6rnekleri farkli 3 enzim (Esteraz, Malik enzim, Malat
dehidrogenaz) bakimindan elektroforez teknigi kullanarak incelenmis ve elde edilen bulgular

sonucunda varyasyon bulunamamustir.

Tiirkiye’nin 7 farkli bolgesinden toplanan bal arist 6rneklerinde COI-COII intergenik
gen bolgesi Dral restriksiyon enzimi ile COI lokusu Taql ve Hinfl restriksiyon enzimleri
bakimindan arastirildigi bi diger ¢alismada, COI-COIl/Dral kombinasyonu sonucu elde
edilen bulgulara gore 7 farkli haplotip belirlenmistir. Bunlardan 4’ii C (Dogu Avrupa) soyuna
ait bulunmustur. Diger 3 haplotipe ise Hatay’dan alinan Orneklerde rastlanmistir. Dogu
Avrupa bal arilarinda dolayisiyla Tiirkiye bal arilarinda farkli kesim noktalarinin bulundugu
bildirilmistir (Frank ve ark. 1998, Pinto ve ark. 2003, Kandemir ve ark. 2006, Ozdil ve ark.
2006).
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Tiirkiye, Kuzey Kibris, Etiyopya, Suriye ve Misir’dan toplanan bal aris1 6rneklerinde,
COI/Hinfl ve Cyth/Bglll kombinasyonlari mtDNA varyasyonu bakimindan incelenmistir.
Cytb gen bolgesinde Etiyopya’dan alinan 6rnekler disinda tiim 6rneklerde Avrupa kékenli bal
arillaria 6zgiin olan 2 bant modeli belirlenmistir. Tiirkiye ve Kuzey Kibris bal arilariin
genelinde COI gen bolgesinde Hinfl enziminin kesim noktasi bulunmamis, yalnizca
Hatay’dan alinan 6 6rnekte ve Kibris’tan alinan 2 drnekte ise A. m. lamarckii alttiiriine 6zgiin
olan COI/Hinfl bakimindan enzim kesimi modeli bulunmustur. Misir’dan 6rneklenen biitiin
bal aris1 orneklerinde A. m. lamarckii alttiiriine 6zgiin olan kesim modeli goriiliirken, Iran
artlarinin tim 6rneklerinde COI/Hinfl bakimindan kesim noktas1 bulunmamistir (Kandemir ve

ark. 2006).

Giliney Amerika bal aris1 populasyonlarimin 16S rDNA gen bdlgesi bakimindan
varyasyonun arastirildigi ¢alismada, PCR-RFLP yonteminden yararlanilarak populasyonlar
arast benzerlik ve farkliliklar belirlenmistir. Farkli restriksiyon enzimleri kullanilmis ve
sadece Dral ve Vspl enzimleri ile en ¢ok farkliliklarin belirlendigi goriilmektedir. Bunun yani
sira bu ¢alismada COI-COII ve 16S gen bolgeleri arasindaki iliski siki bir evrimsel ge¢mise
dayandig: belirlenmis ve 16S gen bolgesinin 10 ayr1 noktasinda niikleotid farklilik gosterdigi
bildirilmistir (Collet ve ark. 2007).

Iran bal aris1 populasyonlarmda COI-COII intergenik bdlge PCR-RFLP metodu ile
Hinfl enzimi kullanilarak incelenmis ve iki farkli haplotip tespit edilmistir. Bu haplotipler C1
(292, 260 ve 26 bg’lik ii¢ bant) ve C2 (292, 240, 26 ve 20 b¢’lik dort bant) olarak ifade
edilmistir. Calismada Iran bal arilarinda iki farkli kesim belirlenmistir (Fakhri 2008).

Ozdil ve ark. (2009), 20 farkli lokasyondan 244 koloniye ait bal arissnda mtDNA’y1
analiz etmislerdir. COI-COII intergenik bolgesinde Dral restriksiyon enzimi ile PCR-RFLP
yapmislar ve 4 fragment olustugunu bildirmislerdir. Calismada tiim Orneklerin, C genetik
soyu igerisinde yer aldigir bildirilmistir. Bunun nedeni ¢ogunlukla Tiirkiye bal arist
populasyonlarimin A. m. anatoliaca ve A. m. caucasica alttiirlerini igermesidir. Caligmada 8
yeni haplotip belirlenmis bu haplotiplerden bir tanesinde bir delesyon nedeniyle yeni bir Dral

kesim noktas1 olusturmustur.

Alburaki (2009), Suriye bal aris1 populasyonlarinda COI-COII intergenik bolge, ND6
ve Cytb bodlgelerini incelemistir. Incelenen drneklerde haplotip analizi sonucunda A (Afrika)

ve C (Kuzey Akdeniz) genetik soyu iilke genelinde yaygin oldugunu ve yeni belirlenen
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haplotip Z (A. m. syriaca) haplotipi olarak isimlendirilmistir. Rakka’nin genelinde Suriye arisi
ayrica az sayida Italyan (haplotip C2: A. m. ligustica) ve Buckfast (haplotip C3) arisi

goriildiigii bildirilmistir. Hama’nin genelinde Italyan arisinin yaygin oldugu belirtmistir.

Tiirkiye’nin 56 farkli yoresinden alinan bal aris1 6rneklerinde COI ve 16S rDNA gen
bolgeleri farkli restriksiyon enzimleri ile PCR-RFLP analizinden yararlanilarak
incelenmistir.16S rDNA/Dral bakimindan Tiirkiye bal arisi popiilasyonlarinda polimorfizm
(B:964 b¢) bulunmadigi gézlenirken, Yunan bal aris1 popiilasyonlarinda polimorfizm (A:557,
407 bg) oldugu belirlenmistir. 16S rDNA/Sau3Al bakimindan ise Tiirkiye bal arisi
poplilasyonlart polimorfik (B:548, 416 bg) oldugu gozlenirken, Yunan bal arist
popiilasyonlarinda tek bant (A:964 bg) gozlenmistir. (Kekegoglu ve ark. 2009)

Tiirkiye’nin 56 farkli yoresinden alinan bal arist Orneklerinde 12 morfometrik
Ozellikleri arastirilmis, istatistiksel ve diskriminant fonksiyon analizine gére 7 farkli ekotip
bulundugu tespit edilmistir. Mahalonobis uzakliklart temel alinarak yapilan UPGMA
dendogramina gore Tiirkiye bal arilari, 4 ana grupta siniflandirilmis; Orta Anadolu’da A. m.
anatoliaca, Kuzey Anadolu’da A. m. caucasica, Giiney ve Giineydogu Anadolu’da A. m.
meda ve Trakya’da A. m. carnica alttiirleri bulundugu belirtilmistir (Kekecoglu ve Soysal
2010).

Ivonova ve ark. (2010), Bulgaristan’nin 9 farkli bolgesinden 6rneklenen bal arisi
populasyonlarin1 4 enzim (MDH, ME, EST ve ALP) ve 16S rDNA, COIl, ND5 gen
bolgelerinde PCR-RFLP yontemleriyle incelemislerdir. Alloenzim analizi, calisilan tiim
populasyonun polimorfik oldugunu gostermis ve mtDNA analizi sonucu ise Bulgaristan ar1

populasyonlarinda varyasyon olmadig belirlenmistir.

Martimianakis ve ark. (2011) Arnavutluk, Bulgaristan, Kibris, Yunanistan, italya,
Slovenya ve Tirkiye’de bulunan gesitli bal arisi populasyonlarmi ND5 ve COI gen
bolgelerinde incelemislerdir. Bu populasyonlarda COI bakimindan 7 ve ND5 bakimindan 8
haplotip belirlenmistir.

Ozdil ve ark. (2012) agirlikli olarak I¢ Anadolu bdlgesinden alman bal aris1 (Apis
mellifera L.) drneklerinin genetik yapisini ti¢ farkli mitokondriyal bolgede incelemislerdir.10
farkli yoreden, 15 farkli populasyondan toplam 165 isci ar1 6rnegi toplanmistir. MtDNA’nin
16S rDNA, COIl ve ND5 gen bolgeleri PCR-RFLP yontemi ile 18 restriksiyon enzimi
kullanarak arastirmiglardir. 16S rDNA gen bdolgesindeki niikleotid polimorfizmleri Bsp143l,
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Dral ve Sspl enzimleri kullanilarak, COI gen bolgesi ise Tagl kesim enzimleri kullanilmis ve

6 haplotip belirlenmistir.

Alattal ve ark. (2014), Suudi Arabistan bal aris1 populasyonlarini inceledikleri
calismalarinda 179 o6rnekte morfometrik ve genetik markerler kullanmislardir. 24 6zellik
bakimindan yapilan morfometrik analiz sonucunda Suudi bal arist drneklerinin ¢ogunlugu
Apis mellifera jemenitica haplotipi ile kiimelenmis, bir kism1 ise Apis mellifera litorea
haplotip grubuna dahil olmustur. mtDNA COI-COII intergenik bolgesinin dizi analizi sonucu
18 yeni haplotip elde edilmistir. Bu haplotiplerden 16’simin O soyundan oldugu, iki haplotipin
C soyundan oldugu bildirilmistir.

Rahimi (2015), Giiney Iran’nin Sistan, Belugistan, Kerman, Fars, Hormozgan, Busehr
ve Huzistan bolgelerinden alinan 60 bal arist 6rneginde mtDNA’nin COI-COII intergenik
bolgesini incelemistir. COI-COII intergenik bolgesinin Dral enzimi ile kesimi sonucunda

Giiney Iran bal aris1 populasyonlarinin C soyuna ait oldugunu bildirilmistir.

Kono ve Kohn (2015), San Diego’daki Afrika kokenli bal arilarinin California ve Bati
Sierra Nevada boyunca ilerlemesini morfometrik analizler ve mitokondriyel markerleri (COI-
COII intergenik bolgesi) kullanarak incelemislerdir. San Diego’daki is¢i arilarin % 65
oraninda Afrika ar1 mitokondrisi tagidiklari1 ve morfolojik dl¢timlerinin % 61 oraninda benzer

oldugu sonucuna varmisglardir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1 Materyal

3.1.1. Materyal ve ornekleme

Arastirmanin materyalini daha &nce TUBITAK 1140883 nolu proje kapsaminda
toplanan bal arilari olusturmaktadir. Trakya cografyasini temsil edebilecek bal arisi
populasyonlarindan 6rneklenen Tekirdag, Gokgeada, Canakkale, Edirne ve Kirklareli’nden
olmak iizere toplam 100 adet bal aris1 mMtDNA’s1 ile ¢alisilmistir (Cizelge 3.1). Orneklerin

homojenligini saglamak amaciyla her kovandan bir is¢i ar1 6rnegi kullanilmistir.

Cizelge 3.1. Bal aris1 6rneklerinin alindigi iller ve 6rnek sayisi

Ornek Alinan iller Ornek Sayis1 (n)
Tekirdag 40

Kirklareli 20

Edirne 18

Canakkale 12

Gokc¢eada 10

Toplam 100

3.1.2. Kullanilan alet ve cihazlar

PCR, RFLP ve elektroforez galigmalari sirasinda kullanilan alet ve cihazlarin listesi ve
kullanim amaglar1 Cizelge 3.2’°de verilmistir.
Cizelge 3.2. Calismada kullanilan ara¢ ve gereclerin listesi

Adv/Modeli Cahismada Kullanim Amaci
Bidistile Saf Su Cihazi Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi

pH metre Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi i¢in gerekli
pH ’nin belirlenmesi
Nano Drop Spectrofotometre izole edilen DNA &rneklerinin

konsantrasyonlar1 ve saflik derecelerinin
belirlenmesi

Isiticili Manyetik Karistirict Cozeltilerin hazirlanmasi

Vortex Cozeltilerin hazirlanmasi ve DNA izolasyonu
Santrifiij DNA izolasyonu ve 6rneklerin kisa siireli

28



santrifiij edilerek ¢oktiiriilmesi

Manuel Hassas Terazi
Dijital Hassas Terazi

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasinda sarf
malzemelerinin tartilmasi

Gradient Thermal Cycler

PCR ile ilgili gen bolgesinin ¢ogaltilmasi

Calkalayici Isitict

DNA izolasyonu ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

sonucu elde edilen bant modellerinin
belirlenmesi

Gii¢ Kaynaklari

FElektroforez sistemlerinin elektrik ortamlarinin
saglanmasi

Jel Goruntiilleme ve Analiz Sistemi

DNA izolasyonu, PCR iiriinleri ile RFLP
lokuslarin jelde goriintiilenmesi ve bilgisayar
ortamina aktarilmasi

Mikro Dalga Firinmi

Agaroz jellerin hazirlanmasi

Derin Dondurucu (-20 °C)

l Agaroz Jel Elektroforez Takimlar1

Ornek ve cesitli sarf malzemelerin saklanmasi

I Ceker Ocak

MtDNA ve PCR iiriinlerinin, restriksiyon |

Cesitli tampon ¢ozeltilerin hazirlanmast

I Otoklav Kullanilan malzemelerin sterilizasyonu I

3.1.3. Calismada kullanilan tampon ¢ozeltiler

PCR ve RFLP analizi sonrasinda elde edilen iirlinlerin kontrolii amaciyla yapilan

elektroforez ve agaroz jellerin hazirlanmasinda kullanilan stok ve tampon c¢ozeltilerin

bilesimleri Cizelge 3.3.’te verilmistir.

Cizelge 3.3. Elektroforez sirisinda kullanilan tampon ¢6zeltilerin bilesimleri

Tampon Cozeltisi

Tampon Cozelti Molarite/Miktar Icerik

108.0 g Tris
10 X TBE

55.0¢g Borik Asit
Elektroforez/Jel Stok

40.0 ml 0.5M EDTA (pH 8,0)
Tampon Cozeltisi

1 litreye tamamlanir Deiyonize bdH20
1 X TBE

100 ml 10 X TBE
Elektroforez/ Jel

1 litreye tamamlanir Deiyonize bdH20
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3.2. Yontem
3.2.1. Genomik DNA izolasyonu

Toplanan ergin is¢i ar1 ornekleri, % 95°1ik etanol igeren 1.5 ml’lik efendorf tiipler
icerisinde laboratuar ortamina getirilmis ve -20 °C’de muhafaza edilmistir. Genomik DNA
izolasyonu, Hall (1986, 1990)’ in tanimladig: fenol-kloroform ekstraksiyon yontemine gore
mevcut laboratuar sartlarinda optimize edilerek yapilmistir. Asagida belirtilen islem siralari

sonucunda genomik DNA izole edilmistir.

1. Giin

-20 °C’de etanol i¢inde tutulan ar1 6rneklerin gogiis (Thorax) kismi, bisturi yardimiyla
ufak pargalar elde edilmis ve 1.5 mL’lik efendorf tiipler igerisine konulmustur. Bu tiipler
icerisinde daha sonra 500 puL. TEN tamponu (1 M NaCl, 0.5 M EDTA, 1 M Tris (pH 8.0)
eklenip drneklerin homojenizatorde ezilmesi saglanmistir. Ardindan bu 6rnekler igerisine 25
uL SDS (% 20), 10 pL Proteinaz K (20 mg/mL) eklenmis ve tiipler +58 °C’de 5 saat
bekletilmistir.

Bekletilen 6rnekler 13000 rpm (devir/dakika)’de 10 dakika santrifiij edilmis ve olusan
slipernatantlar (listtte kalan s1v1 kisim) farkli tiiplere alinmistir. Tiipler igerisine 150 pL fenol
+ 150 pL kloroform izoamil alkol (24:1) eklenerek 10 dakika vortekslenerek karigimi
saglanmistir. Tiipler 13000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek fazlarin birbirinden ayrilmasi
saglanir ve olusan siipernatant kisimlari yeni tiiplere alinir. Tiiplere 300 puL kloroform izoamil
alkol eklenip 10 dakika vorteks ve 13000 rpm’de 10 dakika santrifiij islemine tabi
tutulmustur. Elde edilen siipernatant kismi1 yeni tiiplere aktarildiktan sonra tizerlerine 800 pL
% 95’lik etanol (-20 °C bekletilen) ve 50 puL 3M sodyum asetat eklenmistir. Daha sonra
ornekler -20 °C’de gece boyu bekletilmistir.

2.giin

-20 °C’den alinan ornekler 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmis ve olusan pelet,
%70 ’lik etanol ile iki kez muamele edilerek yikanmistir. Ardindan g¢eker ocakta tiiplerin
kapaklar1 agilarak 1 saat bekletilmis peletlerin kurumasi saglanmistir. Bu peletlere 100 pL TE
tamponu (10:1) ve 5 uL Rnaz (10 mg/mL) ilave edilerek +37 °C’de ¢ozdiiriilmiistir.
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Orneklerden izole edilen total DNA molekiillerinin tek parga olup olmadiklarinin
(kirilip kirilmadigi) kontrolleri % 1’lik agaroz jelde yapilmistir. Jel lizerinde 6rneklerin tek
bant olusturdugu tek parca olduklarina isarettir. Elde edilen DNA molekiilleri PCR islemi

yapilincaya kadar +4 °C de muhafaza edilmistir.

3.2.2. Mitokondriyel DNA 16S rDNA ve ND5 bélgelerinin PCR ile ¢ogaltilmasi

DNA izolasyonunu takiben hedeflenen mitokondriyel DNA 16S rDNA ve ND5
bolgelerinin ¢ogaltilmasi amaciyla PCR iglemi yapilmistir. Sekil 3.1°de niikleotid dizisi
verilen 16S rDNA ve Sekil 3.2 te niikleotid dizisi verilen ND5 lokuslar: spesifik primerler ile
PCR cihazinda ¢ogaltilarak Dral, Swal ve Mboll restriksiyon enzimi ile kesilmistir. MtDNA,
PCR-RFLP analizi sirasinda kullanilan primerler, restriksiyon enzimleri ve kaynaklar Cizelge

3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.4. PCR-RFLP sirasinda kullanilan primerler, restriksiyon enzimleri ve kaynak

Mitokondriyel DNA Primerler (5'—3") _
Enzim Kaynak
Lokuslarn
16S rDNA Dral
(965 bg) Swal Bouga ve ark.,
CAACATCGAGGTCGCAAACATC
16S rDNA—*F Mboll 2005
GTACCTTTTGTATCAGGGTTGA
16s rDNA —*R
ND5 (822 bg) Dral
Bouga ve ark.,
ND5 —F TCGAAATGAATAGGATACAG Swal 2005
ND5 -R GGTTGAGATGGTTTAGGATT Mboll

*F, ileri primer; *R, geri primer
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AT CGAGGTCECANACATCT T TATCTATATGATCTATCAARAGATATTACGCTGTTATCCCTAAGGTAATTT
ATTCTTTTAATTACAATTTATAATTCAARARATTATCTTTATATCAAAATTARATCTTARATARAGTTTATTARA
TTTACCAATCCTCCCAATCAAATTTAATCTTAAATATATTTATTAAAATTATAAATAAATTTARAAATTARATTA
AATTCTATAGGGTCTTATCGTCCCATAATTAAATTTTAGAATTTTAACTARARATTTARATTCATTTAATAATTT
AGAGACAGTTATTATTTCATTAATTCTTTCATACAATTCTTCAAT TAAAAGACAATTTATTATGCTACCTTTGTA
CAGTCAACATACTGCAGCTATTTAARATAATTCATTGAGCAGATCGACCTAAAATTATAATCAACAGGACATGTT
TTTGATAAACAGGTGAATAATATATTTGCCGAATTCCTTTAAATTATATAATACARAATATCATTATAARATATA
ACTTTATTACTAATCTAATCACTATTTCTATATTTTATTAATTAAAATATAAATTTT TATAGAARAATAARATAT
ARATTTAAATCATTATTAATTTATARATATTAAATTATTARATTATTAARATTAAAGARAAATATTATCTCTATA
ACATTAAAAATTAAAATTARATTTTTATCTTAAATTTATAGATTATCCCATARATTTTTAATATARARATTAATA
AATTAAAATAAAATTTAATTTACTARAATAATTATATCTARATTAAATTTATTTCTARAAARACTAGATATTAAT
AAGTTCGTTTAACATTTAATTTCTARATCTATATTTATAATTTTATTGCTACAAAAAAAATAATATARATTTAGC
TCCCTTATTTTCGAGATATTTAAAATCATTAAATAAATTTTAAIGQECCC?Q%i%Q@Q@&SGTAQ

| Reverse Primer |

Sekil 3.1. mtDNA 16S rDNA gen bolgesi niikleotid dizisi

Forward Primer
TCEﬁhﬁTGﬂ:i;GGATAERGTQRRAATTGTHCCHATEATTRRATTHATTﬂTTGﬁﬁﬂﬁﬁIBﬁﬂTTﬁTTTTTCT&EA
pnhnn R AT TTTCARTAR T TR TCTTTTGAATARTALCCARCTARANARGGAR RN CCACATAATCTTARARTTGR
Ao TTE R T T ATTCTTTTTAT T GAT AR TA T AL T A T AT A CAT AR TATATTCGALTATCTTGATTACTATA
TATATARTGTATATACCTAC A A T A TR R AT T AR TGATTTAL A TATTGCATGAL TARATARLTGTALAAR
TaCTAATTCAGT TR e AT TEA T A A T TTCTTAT TATAR A TCCTARTTGTCTTARAGTAGAATARGCAACRAC
TTTTTTTARATCTARATTCAARATTTGCAACTARMCCAGCLAATARTATTGTTAATCTAGCALTCARTATAATATA
ATTTTTATAATTARR AT CTARTA R TTTACATATCGRAATTAR TR A TARA TTCCAGCAGTARCTARLGTTGATGA
ATGRLCTEA G TG GGG T ToGAGC TAT TAT TGCTAT TG TAATCALGT TEARARARGGAATTTGTGCTCT
TTTAGTRARRR GCTATCA R T A T AT T T TAT AR TTCATTTATTTTATAR AR CTTARATTTCATCTTCC
ATAATATGTTATTAATCCCATAATTARTARTALRCCAATATCTCCTARTCGATTTALTARRATAGTRACTATACT
rGAAGTA AR TGATTTTATTTTTATATARTAL A TTACALGARCALTALMGAAATTAATCCTARRCCATCTCALCC

_ £
| Reverse Primer |

Sekil 3.2. mtDNA NDS5 gen bolgesi niikleotid dizisi

mtDNA 16S rDNA ve NDS5 lokuslarinin amplifiye edilmesi sirasinda kullanilan PCR
reaksiyonu ve konsantrasyonlart Cizelge 3.5’te, sicaklik ve dongiileri Cizelge 3.6’da

verilmistir.
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Cizelge 3.5. PCR reaksiyonu ve konsantrasyonlari

Ana Stok Son konsantrasyon Kullamfan miktar (1)
16S rDNA ND5

DNA 20 ng 2,5uL 2,5 ul
10X PCR Buffer 1X 2,5 uL 2,5 ul
MgCl2 (50 mM) 2mM 1,0 uL 0,75 uL
dNTPler (1 mM) 2 mM 5,0 uL 5,0 uL
fleri Primer (10 pM) 0,5 uM 0,83 uL 0,82 uL
Geri Primer (10 uM) 0,5 uM 0,83 uL 0,82 uL
Taq polimeraz (5U/ pL) 1-2U 0,5 uL 0,3 uL
dH20 - 11,84 uL 12,31 uL

PCR reaksiyonu toplam hacmi 25 pL olacak sekilde laboratuvar kosularinda optimize
edilmistir.

Cizelge 3.6. PCR sicaklik ve dongiileri

Pcr programlari 16S rDNA lokusu ND5 lokusu
On denaturasyon 94 °C —4 dak. 94 °C — 4 dak.
Denaturasyon 94 °C —1 dak. 94°C—1 dak.

35 30
Baglanma 55 °C— 1 dak. 50°C—1 dak.

dongii dongii
Uzama 72 °C — 2 dak. 72 °C —2 dak.
Son uzama 72°C — 15 dak. 72 °C — 15 dak.

PCR iiriinleri % 2’lik agaroz jellerinde kontrol edilmistir. Cizelge 3.3’te agaroz jel
hazirlamak igin gerekli olan tampon ¢ozeltiler ve bilesimleri verilmistir. % 2’lik agaroz jel
icin; hassas terazide 2 g agaroz tartilip daha sonra 100 mL 1X TBE tampon ¢ozeltisi erlen
icerisinde karistirilmis ve 3-5 dk mikrodalga firinda kaynatilarak ¢oziinmesi saglanmistir.
Ardindan hafifce galkalanarak 50-60 °C’ye kadar sogutululan ¢ozelti igerisine 2.5 pLL RedSafe
Nucleic Acid Staining Solution (INtRON Biotechnology 21141) ilave edilmistir. Bu ¢6zelti
tarakli jel tablasina yavasga dokiilmiis, jelin donmasi beklenmistir. Tabladan tarak ¢ikartilarak
jel, 1X TBE jel tampon ¢ozeltisi ile bulunan yatay elektroforez iinitesine yerlestirilmistir.

PCR iiriinleri 6rnek yiikleme tampon ¢ozeltisi ile karistirilmis ve kuyulara yiiklenip yaklasik
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1.0-1.5 saatte elektroforez islemi gergeklestirilmistir. Daha sonra goriintiileme Orneklerin

kontrolleri yapilmis ve fotograflar1 ¢ekilmistir.

3.2.3 Mitokondriyel DNA 16S rDNA ve ND5 bélgelerinin Dral, Swal ve Mboll

restriksiyon enzimleri ile kesimi

Mitokondriyel genomda 965 baz ¢ifti uzunlugundaki 16S rDNA ve 822 baz gifti
uzunlugundaki ND5 bolgelerinde polimorfizm tespit etmek amaciyla Dral, Swal ve Mboll
restriksiyon enzimleri (ER0221, ER1241 ve ERO0821, Thermo Fisher Scientific)
kullanilmistir. Bu lokuslar 6zgiin primerler yardimiyla PCR cihazinda ¢ogaltilmis ve Cizelge
3.7.’da verilen reaksiyon kullanilarak restriksiyon enzimleri ile protokole uygun olarak PCR
tirtinlerinin inkiibasyonu yapilmistir. Kullanilan restriksiyon enzimleri, tanima dizileri ve

fragment biiyiikliikleri Cizelge 3.8.’de verilmistir.

Cizelge 3.7. Dral, Swal ve Mboll restriksiyon enzimleri ile kesim reaksiyonu

PCR Uriinii 10uL
Enzim 1-2 L 37°C de (Swal 30°C) 1-16 saat
inkiibe edilmis ve ardindan 65°C de
Buffer 2pL 20 dakika inaktive edilmistir.
dH20 18 uL

Cizelge 3.8. Kullanilan restriksiyon enzimleri, tanima dizileri ve fragment biiyiikliikleri

Enzim Ozgiin tamma dizisi 16S rDNA lokusunda kesim | ND5 lokusunda kesim
(5' = 3" sonucu elde edilen sonucu elde edilen
fragment biiyiikliigii (bc) fragment biiyiikliigii(bc)
Dral 5... TTTM"AAA....3’ 315,212,226,116,92,70,44 440, 270,112
3. AAAMTTT.....5”
Swal 5’...ATTT "AAAT...3’ 359, 324, 282 552, 270
3’..TAAATTTA...5’
Mboll 5’...GAAGA(N)s...3’ 635, 330 662, 160

3’...CTTCT(N)s.....5’
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Restriksiyon enzimleri ile muamele sonrasi elde edilen iiriinler % 2.5’lik agaroz jel
elektroforezi ile sabit voltajda 90 dakika yiiritilmistir. RFLP dirinlerinin elektroforetik
analizinden sonra jeller UV goriintiileme sisteminde 260/280 nm dalga boyu 1sikta

gorintiilenerek, fotograflar ¢cekilmis ve bilgisayara kaydedilmistir.
3.2.4. DNA dizi analizi

Bu tez calismasinda PCR-RFLP yontemi ile elde edilen genotiplerin dogrulanmasi
amaciyla DNA dizi analizi islemi, ticari bir firmadan hizmet alimi seklinde
gerceklestirilmigtir. (MedSanTek laboratuvar malzemeleri San. ve Tic. Ltd. Sti) PCR
tiriinlerinin saflastirilip forward ve reverse primer vasitasiyla ¢ift yonli dizileme islemi,

kapiller elektroforez (ABI 3500XL Genetic Analyzer, USA) cihazinda yapilmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. 16S rDNA Gen Bélgesinin PCR Cogaltim

16S rDNA bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi sonucunda 965 bg’lik PCR iirlinii elde
edilmistir. Bu PCR f{irlinleri % 2’lik agaroz jel elektroforezi kullanilarak kontrol edilmistir.
PCR ile amplifikasyon sonucunda tiim 6rneklerde 965 b¢ uzunlugunda tek bant meydana
gelmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 16S rDNA gen bolgesine ait PCR iiriinleri (1-18 6rnekler). M: invitrogen™ 100 bp
DNA Ladder. (1.- 4.6rnekler: Tekirdag, 5.- 8.6rnekler: Kirklareli, 9.-12. 6rnekler:
Edirne,13.- 15.6rnekler: Canakkale, 16.-18.6rnekler: Gokgeada’dan alinmistir.)

4.1.1. 16S rDNA gen bélgesinin Dral enzimi ile kesimi

Caligilan bal arist populasyonlarinda 16S rDNA gen bolgesinin Dral enzimi ile
muamele edilmesi sonucunda 2 farkli haplotip belirlenmistir. Bu haplotiplerden Tip 1
haplotipinde 315, 212, 116, 116, 92, 70 ve 44 bg¢’lik 7 farkli bant gozlenmistir. S6z konusu
calismada Gokgeada/Zeytinlikkdy’den alinan bir ornekte farkli bir kesim modeli tespit
edilmis olup bu haplotip Tip 2 olarak ifade edilmistir. Tip 2 haplotipinde 215, 212, 116, 116,
100, 92, 70 ve 44 bg’lik 8 bant elde edilmistir. Diger 6rneklerin tamaminin Tipl haplotipinde
oldugu gozlenmistir. (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. 16S rDNA gen bélgesinin Dral enzimi kesim sonucu; 1-13. Ornekler: Tip 1
haplotipi, 14. Ornek: Tip 2 haplotipi, M: invitrogen™ 100 bp DNA Ladder. (1-3.
ornekler: Tekirdag, 4-7. ornekler: Kirklareli, 8-10. Ornekler: Edirne, 11-12.
ornekler: Canakkale, 13-14. 6rnekler: Gokgeada’dan alinmistir.)

16S rDNA/Dral kesimi bakimindan farklilik gosteren bu iki grup arasinda yalnizca tek
bir nokta mutasyonu oldugu goriilmiistiir. 965 bg¢ biiyiikliigiinde 16S rDNA gen bdlgesinin
705. pozisyonda meydana gelen nokta mutasyonu sonucu (C—T transizyonu) 2. bir kesim
noktas1 daha olusmustur ve CTTAAA scklinde olan DNA dizisi TTTAAA olarak yeni bir
Dral kesim noktas1 olusturmustur. Bu farkli kesim sonucu jelde 215, 212,116, 116, 100, 92,
70 ve 44 bg’lik 8’11 bant modeli olusturan kesim profili elde edilmistir (Sekil 4.2)

Bouga ve ark. (2005) yaptiklari ¢alismada Yunanistan ve Kibris’a 6zgii bal arisi
orneklerinin 16S rDNA bolgesinin Dral restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu tek kesim
noktasina sahip oldugu ve 557 b¢ ve 407 b¢ olmak {iizere iki bant elde ettiklerini
bildirmislerdir.

Kekecoglu ve ark. (2009), Tiirkiye bal aris1 populasyonlarini PCR-RFLP metoduyla
incelemislerdir. 16S rDNA/Dral bakimindan iki haplotip (A: 557 bg, 407 bg ve B: 964 bg)
belirlemiglerdir. Ivonova ve ark. 2010 Bulgaristan ar1 populasyonlarint 16S rDNA/Dral

enzimi kesimi bakimindan incelemisler ve tek haplotip (B: 964 bg) belirlemislerdir.

Ozdil ve ark. (2012) yilinda Tiirkiye bal arilarinda yaptiklar1 calismada 16S
rDNA/Dral bakimindan iki farkli haplotip (C: 315, 212, 116, 116, 92, 70, 43 b¢ ve D: 358,
212, 116, 116, 92, 70 bg) belirlemislerdir. Yaptigimiz ¢alismada Ozdil ve ark. ile benzer
olarak C haplotipi goriilmiistiir. C haplotipine ek olarak Gokceada/Zeytinlikkdy’den alinan
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ornekte 16S rDNA gen bdlgesinin 705. pozisyonda meydana gelen nokta mutasyonu sonucu
yeni bir Dral kesim noktas1 olusmustur. Bu farkli kesim sonucu jelde 215, 212, 116, 116, 100,
92, 70 ve 44 bg’lik 8’li bant modeli olusan kesim profili elde edilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. 16S rDNA/Dral restriksiyon enzimi kesim noktalart
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4.1.2 16S rDNA gen bolgesinin Mboll enzim ile kesimi

16S rDNA lokusunun 965 bg¢’lik bolimii PCR ile ¢ogaltilmis ve ardindan Mboll
restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Elde edilen PCR iiriinleri % 2,5’lik agaroz jel elektroforezi
ile kontrol edilmistir. Bu lokusta Mboll restriksiyon enzimi ile inkiibasyonu sonucu 635 ve
330 bg¢’lik 2 banttan olusan bir model elde edilmistir. Calisilan tiim orneklerde bu lokus da
ayni bant modeli tespit edilmistir. Tim 06rneklerin tek bir haplotipe sahip oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.4).

100bc

. 635bc
M B Rt et e B e e e St B e S S D e

—

330bcg

- -

--—-—.--—~——-—_-—.—_

Sekil 4.4. 16S rDNA gen bolgesinin Mboll enzim kesimi 1 -14 Ornekler: Tip 1 haplotipi, M:
invitrogen™ 100 bp DNA Ladder. (1.- 4.6rnekler: Tekirdag, 5.- 8.6rnekler:
Kirklareli, 9.-12. ornekler: Edirne,13.- 15.6rnekler: Canakkale, 16.-17.6rnekler:
Gokgeada yorelerinden alinmastir.)

4.1.3. 16S rDNA gen bélgesinin Swal enzimi ile kesimi

Trakya bal aris1 populasyonlarinda 16S rDNA bolgesinin Swal enzimi ile muamele
edilmesi sonucunda 2 farkli haplotip tespit edilmistir. Bu haplotiplerden Tip 1 haplotipinde
359, 324 ve 282 bg’lik 3 farkli banttan olusan kesim profili belirlenmistir. S6z konusu
calismada Tekirdag/Cerkezkdy’den alinan iki 6rnekte farkli bir kesim modeli tespit edilmis
olup bu haplotip Tip 2 olarak ile ifade edilmistir. Tip 2 haplotipinde 359, 324, 195 ve 87
b¢’lik 4 farkli bant modeli elde edilmistir. Diger orneklerin tamaminin Tipl haplotipinde
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. 16S rDNA gen boélgesinin Swal enzimi kesim sonucu. 1-8. ve 11-17. ornekler: Tip
1 haplotipi, 9-10. 6rnekler: Tip 2 haplotipi (Tekirdag/Cerkezkdy), M: invitrogen™ 100
bp DNA Ladder. (1.-4.6rnekler: Edirne, 5.-8. ornekler: Kirklareli, 9.-12. Grnekler:
Tekirdag, 13.- 15.0rnekler: Canakkale, 16.-17.6rnekler: Gokgeada yorelerinden
alimmustir.)

16S rDNA/Swal bakimindan farklilik gdsteren bu iki grup arasinda yalnizca tek bir
nokta mutasyonu oldugu goriilmiistiir. 965 bg biiyiikliigiinde 16S rDNA gen bdlgesinin 196.
niikleotidinde (A—T transversiyonu) meydana gelen nokta mutasyonu sonucu Swal
enziminin yeni bir kesim noktasi olusmustur. ATTAAAAT seklinde olan DNA dizisi,
ATTTAAAT oldugundan yeni bir Swal kesim noktasi olusturmustur. Bu farkli kesim sonucu
jelde 359, 324, 195 ve 87 bg’lik 4 farkli bant gortilmiistiir (Sekil 4.5). Dizi analizi sonucu elde
edilen sekansta 16S rDNA/Swal restriksiyon enzimi kesim noktalari ve olusan mutasyonun

yeri Sekil 4.6’ de gosterilmistir.
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Sekil 4.6. 16S rDNA/ Swal restriksiyon enzimi kesim noktalar1
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4.2. ND5 Gen Bolgesinin PCR ile Cogaltilmasi

NDS5 boélgesinin ilgili primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmasi sonucunda 822
b¢’lik PCR f{iriinii elde edilmistir. Bu PCR iiriinleri %2’lik agaroz jel elektroforezi ile kontrol
edilmistir. 822 baz ¢iftinden olusan PCR iiriinlerinin basariyla ¢ogaltildigir gézlenmistir. PCR

tiriinlerine ait 6rnek sonuglar Sekil 4.7°de gosterilmistir.

822bg '
G S Gud Gue G GED Sun BED Sub b GuD A0 AN AND SN aEn e

Sekil 4.7. ND5 gen bolgesinin PCR fiiriinleri 1-17 &rnekler, M: invitrogen™ 100 bp DNA
Ladder. (1.- 4.6rnekler: Tekirdag, 5.- 8.6rnekler: Kirklareli, 9.-12. &rnekler:
Edirne,13.- 15.6rnekler: Canakkale, 16.-17.6rnekler: Gokgeada yorelerinden
alimustir.)

4.2.1. ND5 gen bélgesinin Dral enzim ile kesimi

Trakya bal aris1 populasyonlarinda ND5 bolgesinin Dral enzimi ile muamele edilmesi
sonucunda iki farkli haplotip tespit edilmistir. Bu haplotiplerden Tip 1 haplotipinde 440, 270
ve 112 bg¢’lik 3 farkli banttan olusan kesim profili tespit edilmistir. S6z konusu ¢alismada
Edirne/Meri¢-Hasirciarnavutkdy’den alinan bir ornekte farkli bir kesim modeli tespit edilmis
olup, haplotip Tip 2 olarak ile ifade edilmistir. Tip 2 haplotipinde 552 ve 270 bg¢’lik 2 farkli
bant modeli elde edilmistir. Diger Orneklerin tamaminin Tipl haplotipinde oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. ND5 gen bolgesinin Dral enzimi kesim sonucu; 1-4. ve 6-17. Ornekler: Tip 1
haplotipi, 5. Ornek: Tip 2 haplotipi (Edirne/Meri¢-Hasirciarnavutkdy), M:
Invitrogen™ 100 bp DNA Ladder. (1.- 4.6rnekler: Tekirdag, 5.- 8.6rnekler:
Edirne, 9.-12. ornekler: Kirklareli,13.- 15.6rnekler: Canakkale, 16.-17.6rnekler:
Gokgeada yorelerinden alinmustir.)

ND5/Dral bakimindan farklilik gosteren bu iki grup arasinda yalnizca tek bir nokta
mutasyonu oldugu goriilmiistiir. Referans dizisine gére ND5 gen bodlgesinin 383. pozisyonda
(T—C transizyonu) tek niikleotid degisimi sonucu Dral restriksiyon enziminin kesim noktasi
kaybolmustur. Boylece var olan kesim noktas1 kaybolmus ve TTTAAA seklinde olan DNA
dizisi, TTCAAA seklinde degismistir. Bu farkli kesim sonucu jelde 112, 270 ve 440 bg’lik 3
bant sayis1 440 b¢’lik bantin kaybolmasi ile 552 ve 270’lik 2 farkli bant modeli olusan kesim
profili elde edilmistir (Sekil 4.8 ve sekil 4.9).

Bouga ve ark. (2005), Yunan ve Kibris bal arisi populasyonlarmi PCR-RFLP
metoduyla incelemisler ve ND5/Dral bakimindan iki kesim noktasi sonucu A: 429, 285 ve
108 b¢ uzunlugunda bantlar olustugu bildirilmistir. Yunan ve Kibris ar1 populasyonlarinin
ND5/Dral bakimindan tek haplotipe sahip oldugu bildirilmistir. Ivanova ve ark. 2010
Bulgaristan ar1 populasyonlarin1 alloenzim ve PCR-RFLP yontemleriyle incelemislerdir.
Bouga ve ark. (2005) ile benzer olarak ND5/Dral bakimindan A: 429, 285 ve 108 bg

uzunlugunda ii¢ bant olustugunu bildirmislerdir.

Ozdil ve ark. (2012), yaptiklar1 ¢aligmada Tiirkiye ari populasyonlarini ND5/Dral
bakimindan incelemislerdir. Dral restriksiyon enzimi kesim sonucunda ¢alismamiz ile benzer

olarak B: 440, 270 ve 112 bg¢ uzunlugunda ii¢ bant olustugunu bildirmislerdir.
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Sekil 4.9. ND5/Dral restriksiyon enzimi kesim noktalari
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4.2.2. ND5 gen bélgesinin Mboll enzimi ile kesimi

ND5 lokusunun yaklasik 822 b¢’lik boliimii PCR ile ¢ogaltilmis daha sonra Mboll
restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Bu lokusta Mboll restriksiyon enzimi kesimi sonucu 662
ve 160 bg’lik 2 banttan olusan bir model tespit edilmistir. Calisilan tiim 6rneklerde bu lokusda

ayni bant modeli tespit edilmis, farkli kesim profili bulunamayip tiim 6rnekler tek haplotip

gostermekte ve bu sonuglar % 2.5’lik agaroz jelde gosterilmistir (Sekil 4.10)

Sekil 4.10. ND5 gen bélgesinin Mboll enzim kesimi 1 -11 Ornekler: Tip 1 haplotipi M:
invitrogen™ 100 bp DNA Ladder. (1.- 2. ornekler: Tekirdag, 3.- 4.6rnekler:
Kirklareli, 5.-7. Ornekler: Edirne, 8.-9.6rnekler: Canakkale, 10.-11. Ornekler:
Gokgeada yorelerinden alinmistir.)

4.2.3. ND5 gen bélgesinin Swal enzimi ile kesimi

ND5 lokusunun yaklasik 822 bg’lik boliimii PCR ile gogaltilmig ve Swal restriksiyon
enzimi ile kesilmistir. Bu lokusta Swal restriksiyon enzimi kesim noktasinin (Cizelge 3.8)
bulundugu ve bu enzim ile kesim sonucu 552 ve 270 bg’lik 2 banttan olusan bir modelin elde
edilmistir. Caligilan tiim Orneklerde NDS5 lokusunda Swal restriksiyon enzimi ile kesim
sonucu ayni bant modeli tespit edilmis ve bu sonuglar % 2.5’lik agaroz jelde gosterilmistir
(Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. ND5 gen bolgesinin Swal enzim kesimi, 1-12 Ornekler: Tip 1 haplotipi, M:
invitrogen™ 100 bp DNA Ladder. (1.- 2. ornekler: Tekirdag, 3.- 4.6rnekler:
Kirklareli, 5.-7. Ornekler: Edirne, 8.-9.6rnekler: Canakkale, 10.-11. Ornekler:
Gokgeada yorelerinden alinmastir.)

Bu ¢alismada, Trakya bolgesinde bulunan bes farkli ilden alinan bal aris1 6rneklerinde
mtDNA 16S rDNA ve NDS5 bolgeleri ve Dral, Mboll ve Swal restriksiyon enzimleri
kullanilarak PCR-RFLP analiziyle genetik varyasyon tanimlanmistir. Alinan tiim is¢i ar
orneklerinde yapilan analiz sonucu 16s rDNA/Dral bakimindan 2 haplotip belirlenmistir. Tip
1 haplotipinde 315, 212, 116, 116, 92, 70, 44 bg olmak iizere 7 bant, Tip 2 haplotipinde 215,
212, 116, 116, 100, 92, 70, 44 bg¢ olmak {iizere 8 bant gozlenmistir. 16s rDNA/Mboll
bakimindan incelendiginde ise tiim orneklerin ayni kesim profiline sahip oldugu goriilmiis ve
tek bir haplotip ortaya konmustur. 16s rDNA/Swal ile kesim sonucu 2 haplotip belirlenmistir.
Tip 1 haplotipinde 359, 324, 282 bg¢ olmak tizere 3 bant goriiliirken, Tip 2 haplotipinde 359,
324, 195, 87 bg olmak iizere 4 bant goriilmiistiir. PCR-RFLP sonucu olusan bant profilleri ve
haplotipler Sekil 5.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 5.1. 16S rDNA gen bolgesi bant profili ve haplotipleri

Dral Mboll Swal
Tip 1 Tip 2 Tip 1 Tip 1 Tip 2
- 215 635 359 359
315 212 330 324 324
212 116 282 195
116 116 - 87
116 100
92 92
70 70
44 44

Alman ar1 orneklerinde mtDNA’nin ND5 bolgesinde PCR-RFLP analizi ile Dral,
Mboll ve Swal restriksiyon enzimleri kullanilarak genetik varyasyon tanimlanmistir. Alinan
tim is¢i ar1 Orneklerinde yapilan analiz sonucu NDS5/Dral bakimindan 2 haplotip
belirlenmistir. Tip 1 haplotipinde 440, 270, 112 b¢ olmak iizere 3 bant, Tip 2 haplotipinde
552, 270 bg¢ olmak {izere 2 bant gozlenmistir. ND5/Mboll ve ND5/Swal bakimindan
incelendiginde ise tiim orneklerin ayni kesim profiline sahip oldugu goriilmiistiir. PCR-RFLP

sonucu olugan bant desenleri ve haplotipler Sekil 5.2°de gosterilmistir.

Cizelge 5.2. ND5 gen bolgesi bant profili ve haplotipleri

Dral Mboll Swal

Tip 1l Tip 2 Tipl Tipl

440 552 662 552

270 270 160 270
112 -

Trakya bal aris1 6rneklerinde 16S rDNA gen bolgesinde PCR-RFLP yontemi ile tespit
edilen haplotipler ile NCBI veribankasindan alinan referans Kafkas (A. m. caucasica), Iran (A.
m. meda) ve Anadolu aris1 (A. m. anatolica) 6rnekleri ile yapilan DNA dizi analizi sonucu
elde edilen Komsu Birlestime Agacinda (Neigbour Joining Dendogram) 16SrDNA/Swal
bakimindan Tip 2 haplotipi(Tekirdag/Cerkezkdy), Anadolu arisi1 ile ayni1 kiimede bulunurken,
16S rDNA/Dral bakimmdan Tip 2 haplotipi (Gokgeda/Zeytinlikkdy) Iran arisi ile aym
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kiimede yer almistir (Sekil 5.1). Analiz edilen tiim Trakya orneklerinde Tip1 haplotipi yaygin

bulunan haplotiptir.

- Tekirdag/ Cerkezkoy
Tekirdag/Cerkezkd
0]

A.m. anoto

Kirklarelif/Luleburgaz

Kirklareli/Vize

> { Edirne/Merig
9 A.m. caucasica

Canakkale/Eceabat

A.m. meda

Gokgeada/Kaymakam Yokugu

1 { Canakkale/Gizelyal
8 Edirne /Merig

Sekil 5.1. 16S rDNA gen bolgesi DNA dizi analizi sonucu elde edilen Komsu Birlestime

Agaci (Neigbour Joining Dendogram)

Trakya bal aris1 6rneklerinde ND5 gen bolgesinde PCR-RFLP yontemi ile tespit edilen

haplotipler ile NCBI veribankasindan alinan referans Kafkas (A. m. caucasica), Suriye (A. m.

meda) ve Anadolu aris1 (A. m. anatolica) érnekleri ile yapilan DNA dizi analizi sonucu elde

edilen Komsu Birlestime Agacinda (Neigbour Joining Dendogram) NDS5/Dral bakimindan

Tip 2 haplotipi (Edirne/Meri¢), Kafkas arisina yakin kiimede yer almistir (Sekil 5.2). Analiz

edilen tiim Trakya 6rneklerinde Tip1 haplotipi yaygin bulunan haplotiptir.
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2 A.m. caucasica

0 Canakkale/Eceabat

{ Kirklarelifvize

Gokgeada/Kaymakam Yokusu

o Canakkale/Guzelyali
{ KirklarelifLaleburgaz

Tekirdag/Cerkezkay

2 { A.m. anatolica
g

A.m. meda

Sekil 5.2. ND5 gen bolgesi DNA dizi analizi sonucu elde edilen Komsu Birlestime Agact
(Neigbour Joining Dendogram)
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5. SONUC VE ONERILER

Bu arastirmada, Tirkiye’nin Trakya bolgesinin 5 farkli yoresine ait bal arilarinda
mitokondriyel DNA molekiilii bakimindan genetik yapinin tanimlanmasi, olasi yeni
haplotiplerin  belirlenmesi ve farkli bdolgelerde yetistirilen populasyonlar arasindaki
farkliliklarin tespit edilmesi amaciyla 16S ribozomal DNA (16S rDNA) ve NADH
dehidrogenaz 5 (ND5) gen boélgeleri Dral, Mboll ve Swal restriksiyon enzimleri ile kesim

(PCR-RFLP) ve DNA dizi analizi yontemlerinden yararlanilarak arastirilmistir.

Restriksiyon enzimleri ile kesim ve DNA dizi analizi sonucu elde edilen niikleotid
farkliliklar1 temelinde 1rklar/alttiirler, ekotipler ve hatta populsyonlar arasindaki benzerlik ve
farkliliklar aragtirilabilmekte ve tiim tiirlerde genetik yakinlik ve wuzakliklar ortaya
konabilmektedir. Bu tez ¢aligmasinda iki farkli mitokondriyel gen bolgesi (16S rDNA ve
ND5) arastirilarak Trakya bal arisi populasyonlarinda genetik benzerlik/farkliliklar
arastirilmistir. S6z konusu genler ve farkli enzimler ile kesim sonucu populasyonlari ayirt
etmede kullanilabilecek farkliliklar elde edilememistir ancak 16S rDNA gen bolgesinin Dral
ve Swal restriksiyon enzimleri ile ND5 gen bolgesinin ise Dral restriksiyon enzimi ile kesimi

sonucu varyasyon bulunmus ve farkli haplotipler elde edilmistir.

16S rDNA gen bolgesinin Dral restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu tiim 6rneklerde
Tip 1 haplotipi tespit edilirken, Gokgeada/Zeytinlikkdy’den alinan bir 6rnekte Tip 2 haplotipi
olarak ifade edilen yeni bir haplotip ilk kez bu ¢alisma ile ortaya konmustur. Trakya bal arist
populasyonlarinda yaygimn bulunan 16S rDNA/Dral, Tip 1 haplotipi; Ozdil ve ark. (2012)’de
bildirilen C haplotipi ile benzer bulunmustur. 16S rDNA/Dral, Tip 2 haplotipi ilk kez bu tez

calismasinda tespit edilmistir.

16S rDNA gen bolgesinin Mboll restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu tim 6rneklerde
tek bir haplotip (Tip 1) tespit edilmis, bu enzim bakimindan Trakya bal arisi

populasyonlarinda varyasyon bulunamamustir.

16S rDNA gen bolgesinin Swal restriksiyon enzimi ile kesimi daha once
calisilmamistir, bu nedenle kesim sonucu elde edilen haplotipler ilk kez bu tez ¢alismasinda

ortaya konmustur. 16S rDNA/Swal kesimi sonucu nerdeyse tiim Trakya bal aris1 6rneklerinde
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Tip 1 haplotipi tespit edilirken, Tekirdag/Cerkezkdy’den alinan iki 6rnekte Tip 2 haplotipi

bulunmustur.

Calisilan bir diger gen bolgesi olan ND5 geni, Dral, Mboll ve Swal restriksiyon
enzimleri ile kesilmis ve sadece Dral restriksiyon enzimi ile kesim sonucu varyasyon tespit
edilmistir. Trakya bal aris1 populasyonlarinda ND5/ Dral restriksiyon enzimi bakimindan Tip
1 haplotipi yaygin bulunan haplotip iken; Edirne/Meri¢g-Hasirciarnavutkdy’den alinan bir
ornekte farkli bir kesim modeli tespit edilmis olup, bu haplotip Tip 2 olarak ifade edilmistir.
DNA dizi analizi sonucu ¢izilen Komsu Birlestirme Agacinda Edirne/Meric-
Hasirciarnavutkdy A. m. caucasica ile yakin kiimede yer almistir. Buradan yola ¢ikarak bu
Edirne/Meri¢’ten alinan bir kisim Orneklerin Kafkas orijinli olabilecegi diisliniilmektedir.
Ayrica ND5/Dral restriksiyon enzimi bakimindan Tip II haplotipinin olusmasina neden olan
NDS5 geninin 383. pozisyonda T—C transizyonunun Kafkas ar1 irkina 6zgii bir niikleotid
degisimi olup olmadig ileride yapilacak ayrintili calismalarda incelenmeli ve eger s6z konusu
niikleotid degisimi sonucu elde edilen kesim farkliligi, Kafkas arisina 6zgii bulunursa bu
kesim farkliligi Kafkas bal arisinin teshis ve tespit edilmesinde genetik marker olarak

kullanilmalidir. Bu konuda ayrintili calismalar yapilarak bu haplotip test edilmelidir.

ND5 gen bolgesinin Mboll ve Swal restriksiyon enzimleri ile kesimi sonucu tiim
orneklerde tek bir haplotip (Tip 1) tespit edilmis, bu enzimler bakimindan ND5 gen

bolgesinde Trakya bal aris1 populasyonlarinda varyasyon bulunamamagtir.

Bu tez caligmasinda 16S rDNA ve NDS5 gen bolgelerinin PCR-RFLP ve DNA dizi
analizi ile birlikte degerlendirilmesi sonucu Trakya Bolgesi bal arisi populasyonlarinda elde
edilen haplotipler ortaya konmustur. S6z konusu bal aris1 populasyonlariin biiyiik bir kismi,
benzer haplotipler icerisinde bulunmustur. Az sayida 6rnekte varyasyon tespit edilmistir. Bu
ornekler Gokgeada, Tekirdag ve Edirne’den alinan az sayida 6rneklerdir. Varyasyon bulunan
orneklerin bir kismmin A. m. caucasica orijinli olabilecegi tespit edilmistir. Bu durumun
sebepleri olarak bolgeye zaman zaman yogun bir sekilde Kafkas ana arisi getirilmesi ve
gezginci ariciligin neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Daha ayrintili 6rnekleme ve farklhi
restriksiyon enzimleri ve gen kombinasyonlar ile ¢aligmalar yapilarak hem bu hipotez test
edilmeli ve Trakya bal arisi populastonlarinin genetik yapisi daha ayrinitili olarak

tanimlanmalidir.
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