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OZET

Doktora Tezi

Tiirkiye Bal Arilarinin mtDNA ve Bazi Morfolojik
Ozellikleri Bakimindan Karsilastirilmasina
Yonelik bir Arastirma

Meral KEKECOGLU

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Zootekni Anabilim Dali

Danisman: M. Thsan SOYSAL

Bu calismada A. m. anatoliaca, A. m. meda, A. m. caucasica ve A. m. carnica irklarini temsil
eden 55 farkli yerlesimden bal arist 6rnekleri 12 morfolojik karaktere gére morfometrik
yontem ve mtDNA’nin iki gen bolgesi (COI ve 16s tDNA) bakimindan PZR-KPUP y6ntemi
ile incelenmistir. Morfometri sonuglart NTSYS paket programinda, mtDNA sonuglan ise
REAP paket programinda degerlendirilmistir.

UPGMA yontemi ile cizilen aga¢c morfometrik bakimdan A. m. anatoliaca, A. m. meda, A. m.
caucasica ve A. m. carnica wklarini temsil eden dort temel bal aris1 populasyonu oldugunu
gostermistir. Buna gore ticari ve gocer ariciiga ragmen Tiirkiye’de Apis mellifera
cesitliliginin degismedigi goriilmektedir.

Diger taraftan COI ve 16srDNA gen bolgelerinin sirasiyla sekiz ve yedi restriksiyon enzimi
ile kesilmesi sonucu Tiirkiye’de iki yeni mtDNA haplotip grubunun bulundugu belirlenmistir.
Buna gore A. m. caucasica, A. m. meda ve A. m. anatoliaca birbirlerine cok yakin irklardir.
Bu durum Tiirkiye’nin Apis mellifera’min dogudan gen merkezi olmas1 veya gen merkezine
¢ok yakin olmasinin bir sonucu olabilir.

Bu calismanin sonuclar1 benzer arastirma sonuglar ile karsilastirildiginda Tiirkiye’deki bal
arist populasyonlarinin 16stDNA/Dral kesim sitesi disinda A. m. adami ile aynit kesim
sitelerini tagidigi goriilmiistiir. Yunanistan’in kuzeyi (A. m. macedonica), Yunanistan’in orta
kesimleri (A. m. cecropia) ve Kibris’in kuzeyindeki (A. m. cypria) diger art irklarindan
COI/Ncol,Styl ve 16stDNA/Sau3Al kesim siteleri bakimindan farkli oldugu goriilmiistiir.

Anahtar kelimeler: mtDNA, PZR-KPUP, bal aris1 (Apis mellifera), Tiirkiye,

2007,148sayfa

v



ABSTRACT

A Comparative Investigation of Honeybee Ecotypes of Turkey
By Means of mtDNA and Some Morphological
Traits

Ph.D. Thesis

Meral KEKECOGLU

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Main Science Division of Animal Science

Supervisor: M. Thsan SOYSAL

In this study honey bee population, corresponding these subspecies, A. m. anatoliaca, A. m.
meda, A. m. caucasica and A. m. carnica from 55 different local areas of Turkey were
surveyed with morphometric analysis using twelve characters and molecular analysis using
PCR-RFLP method on two mtDNA gene segments (COI, 16stDNA). The results of the
morphometrics analysis were statistically processed using NTSYS programe package; as
concerning the results from mtDNA analysis, REAP package was being applied.

The trees obtained by UPGMA revealed four main groups of honey bee, A. m. anatoliaca, A.
m. meda, A. m. caucasica and A. m. carnica, respect to morphometric. It was seen that
morphometric structure of honey bee population from Turkey have been no changed even so
migratory beekeeping and commerical breeding.

At the other hand diagnostic patterns of COI and 16srDNA gene segments digested with eight
and seven resitriction enzymes revealed two new mtDNA haplotypes in Turkey. According to
these pattern, A. m. caucasica, A. m. meda and A. m. anatoliaca have the same maternal
inheritence pattern. It may be due to Turkey is the eastern genetic center of Apis mellifera or
near to genetic center.

Out of the 16srDNA/Dral restriction site patterns, our data being compared with those from
previous anolog studies showed that honey bee population from Turkey seems to be similar to
the honey bee population from Grete Island (A. m. adami). However no more similarity
between honeybee populations of Turkey inclued Thrace and populations Northern Greece’s
(A. m. macedonica), Central Greece’s (A. m. cecropia) and southern Cyprus’s (A. m. cypria).

Key words: mtDNA, PCR-RFLP, Honey bee (Apis mellifera), Turkey
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1. GIRIS

Aricilik Anadolu’nun en eski iiretim etkinliklerinden birisidir. Eskiden yalnizca aile
ihtiyacin karsilayacak bali iiretmek icin yapilan aricilik giiniimiizde ticari bir is kolu haline
gelmistir. Ariciligin diger tarimsal is kollarina gore dogaya daha fazla bagimh bir faaliyet
oldugu goz oniinde tutulursa Tiirkiye zengin floras1 ve bolgeden bolgeye degisen iklim deseni
nedenleriyle aricilik i¢in son derece avantajli bir konumdadir. Ayrica Tiirkiye Diinyada hicbir
yerde goriilmeyen zengin ar cesitliligine sahiptir. Ancak sahip oldugu avantajlar ¢ok iyi
kullanamamakta ve ariciliktan beklenen fayda saglanamamaktadir. Koloni sayis1 bakimindan
diinya iilkeleri arasinda 2. sirada yer alan Tiirkiye bal iiretimi bakimindan 4. sirada, koloni
basina bal verimi bakimindan yillara gore degismekle birlikte 2003 yil1 itibariyle 9. sirada, bal
dis satim1 bakimindan ise daha gerilerde kalmaktadir (Anonymous, 2004).

Tiirkiye yalnizca dogal zenginlikleri degil, aym1 zamanda sahip oldugu a1 gen
kaynaklart nedeniyle de aricilikta s6z sahibi iilkeler arasinda yer almaktadir. Mevcut
kosullarda Tiirkiye’nin aricilik alaninda hak ettigi konuma ulasabilmesi i¢in en 6nemli silahi
sahip oldugu bu gen kaynaklaridir (Soysal, 2004). Ruttner (1988a), Anadolu’nun Apis
mellifera’'min Yakin dogudan gen merkezi oldugunu bildirmistir. Yapilan farkli bilimsel
calismalarda da iilkemizde 5 ayr bal aris1 irkinin varligindan s6z edilmektedir (Smith ve ark.
1997, Palmer ve ark. 2000, Smith 2002, Kandemir ve ark. 2006a). Ancak arastirma sonuglari
arasinda kesin bir goriis birligi bulunmamaktadir.

Diger taraftan son yillarda tiim Diinya’da oldugu gibi Tiirkiye’de de ekonomik
yetistiriciligin geregi olarak Anadolu’nun sahip oldugu zenginliginden yararlanmak iizere
yogun bir gocer aricilik sistemi uygulanmaktadir. Bu sistem nedeniyle mevcut genotiplerin
kendilerine 0zgii Ozelliklerini kaybettikleri ve genetik olarak saf materyal kalmadigi
diisiiniilmektedir (Oztiirk 1990, Kaftanoglu ve ark.1993). Ancak bu melezlemenin etki diizeyi
bilinmemektedir. Tiirkiye ar1 populasyonlarinin islah1 konusunda da herhangi bir ¢alisma
mevcut degildir. Genetik cesitliligin belirlenmesi gelecekte yapilacak 1slah ve seleksiyon
calismalarinin ilk adimim teskil eder. Herhangi bir 1slah ¢calismasindan 6nce mevcut durumun
tespit edilmesi ve mevcut genotiplerin morfolojik ve genetik yapilarina iliskin degerlerin
bilinmesi bir zorunluluktur (Soysal 2004).

Bu calisma Tiirkiye bal aris1 irk ve ekotiplerini morfometrik ve genetik isaretleyiciler ile
karsilastirmali olarak tanimlamak, sonuclar1 benzer calismalar ile birlikte degerlendirerek

Tiirkiye’nin genetik cesitliligini ortaya koymak, gelecekte yapilacak islah ve seleksiyon
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calismalarinda kullanilmak iizere veri tabani olusturmak ve yerli gen kaynaklarim belirlemek

amaciyla yapilmistir.

1.1. Bal Arilarmmn Simflandirilmasi, Kokeni ve Diinya Uzerindeki Dagihmu

1.1.1. Smmiflandirilmasi

Bal arilar1 Hymenoptera takiminda Apidae familyasi i¢inde yer alir. Linnaeus 1758
yilinda bal arllarmi “bal yapan” anlamina gelen A. mellifera olarak isimlendirerek tiir

diizeyinde simiflandirmistir (Cizelge 1.1.).

Cizelge 1.1. Bal aris1 irklarinin siniflandirilmasi

Alem Animalia (hayvanlar)

Sube Arthropoda (eklem bacaklilar)
Simif Insecta (bocekler)

Takim Hymenoptera (zar kanatlilar)

Familya Apidae (arilar)

Cins Apis (bal arilar)
Apis florea
Tiirler Apis dorsata

Apis cerana
Apis mellifera

Linnaeus 1758

Daha sonra Buttel-Reepen (1906), tarafindan bal arisinin (A. mellifera) tiir diizeyinin
altinda iclii isimlendirme ile sistematigi yapilmstir. ilk yapilan arastirmalar sonucu dort Apis
tiirti tammmlanmustir. Bu tiirler, Apis florea, Apis dorsata, Apis cerana ve Apis mellifera’dir.
Son yillarda yapilan ¢calismalar ise, bunlarin sayisinin dort’ten fazla oldugunu gostermektedir.
Yeni tamimlanan Apis tiirleri Apis nuluensis, Apis laboriosa, Apis koshevnikovi, Apis
nicrocincta, Apis andreniformis’tir (Otis 1906).

Apis dorsata ve Apis florea diinyanin tropik bolgelerinde dogal olarak bulunan eski

tiirlerdir. Bu tiirlerin kolonileri aga¢ dallarinda bulunur ve bunlar acik alanda koloni kurarak
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yasarlar. Bir diger tropikal tiir olan Apis cerana da dogal olarak aga¢ kovuklarinda
yasamaktadir. Apis mellifera’min yuva yapimi ve haberlesmesi temelde Apis cerana’ya
benzemektedir. Bu nedenle bu iki tiiriin genetik olarak birbirlerine daha yakin iki tiir oldugu
anlagilmaktadir (Ruttner 1988a).

Ayrica alloenzim ve molekiiler tekniklerle yapilan arastirma sonuclari da A. m.
mellifera ve A. m. cerana tiirleri arasindaki filogenetik yakinligi desteklemektedir (Smith ve
ark. 2000, Sheppard ve Meixner 2003, Tan ve ark. 2006).

Alloenzim (Izoenzim), tek bir lokustaki bir enzim genine ait farkl1 alleller tarafindan
tiretilen enzimin farkli formlaridir. Farkli alleler tarafindan iiretilen bu enzimlerin fizyolojik
islevi degismemekle birlikte elektroforetik olarak relatif yiiriime hizlar1 farklidir. Buna
dayanarak tiir ve wklar aras1 biyokimyasal farkliliklar elektroforetik olarak

belirlenebilmektedir (Sheppard ve Smith 2000, Klug ve Cummings 2002).

1.1.2. Tiir, irk, alt tiir ve ekotip kavramlari

Avrupa, Afrika ve Bat1 Asya’da bal arilarinin buzul caginin etkisi ve bitki oOrtiisiiniin
degisimiyle birlikte dogal olarak farkli cografik alanlara dagilimi1 Apis mellifera tiiriiniin ¢cok
genis bir morfolojik ve davrams farkliligi gostermesi ile sonuglanmistir. Bu durum
arastiricilar arasinda tiir ve alt tiir (irk) tartismalarinin dogmasina neden olmustur.

Tiir kavramu tiirler arasindaki gen akisinin azalmasi veya yok olmasi ¢iftlesmenin aym
tiriin bireyleri arasinda olmasina, farkli tiirler arasinda c¢iflesme egiliminin olmamasina
dayanmaktadir (Mayr 1942, Berlocher 1998).

Bir grup arastiriciya gore alt tiir (Irk) kavrami ise aym tiir igerisindeki cesitliligin
cografik olarak dagilimu ile ilgilidir. Bazi arastiricilara gore ise alt tiir kavrami kaliimla
ilgilidir. Bu kars1 goriisler nedeniyle bu terimin sistematikteki gecerliligi ve kullanimi hala
sorgulanmaktadir (Wilson ve Brown 1953). Bu yiizden wrklarin orijinlerine iliskin sorular
populasyonun alt gruplar veya alt populasyonlar haline gelirken gen frekanslarinin nasil
farklilagtig1 ile cevaplanabilir. Gen frekansinin degisimini etkileyen faktorler goc, seleksiyon,
izolasyon ve mutasyondur. izolasyon bu baglamda ¢nemli bir amildir. Ge¢miste cografik
engeller nedeniyle izole populasyonlar olusmustur. Bu denli fazla sayida A. mellifera ki (alt
tiiriiniin)’nin  olugsmasinda buzul cagindaki goclerin ve cografik engeller nedeniyle izole
populasyonlarin olusmasinin 6nemli bir etkisi olmustur (Sheppard ve Smith 2000, Soysal
2004)
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Morfolojik ve biyokimyasal karakterler kullanilarak bircok alt tiir veya alt tiir gruplar
tanimlanmistir. Ancak bu alt tiirler arasinda gen akisina karst bir engel olmamas1 nedeniyle
bircogu kesin sinirlarla birbirlerinden ayrilamamistir. Bununla birlikte Eski diinya bal
arilartyla Yeni diinya bal arilar arasindaki farkliliklar, Dogu Avrupa, Bati Avrupa, Asya ve
Afrika anlarn arasindaki farkliliklarin oldukga belirgin oldugu goriilmektedir (Sheppard ve
Smith, 2000).

Bal arilarinda tiir altindaki siniflama icin Ingilizce karsilig1 “subspecies” olan “alt tiir”
kavrami kullanilmaktadir. Alt tiiriin zooteknik anlamda karsilign “Irk’dir”. Irk altindaki

siniflamalar icin ise “Ekotip” kavrami kullanilmaktadir. Zootekni’de ekotip kavrami “soy” ya

da “varyete” terimleri ile ifade edilmektedir (Soysal 2004).

1.1.3. Bal arillarmin kokeni ve Diinya’ya yayilmasi

Apis mellifera’nin kokenine iligkin ii¢ hipotez gelistirilmistir (Rothenbuhler ve Kerr
1968, Wilson ve Brown 1953, Rutnner 1988a). Wilson ve Brown (1953), bal arilarinin Afrika
da ortaya ciktigmi ve Orta dogu iizerinden Avrupa’ya yayildigin ileri siirmektedir.
Rothenbuhler ve Kerr (1968)’e gore balarilar1 Asya’nmin giineydogusu veya Hindistan’da
ortaya ¢ikmistir. Ruttner (1988a), ise bal arilarinin Hazar denizinin giiney kiyilarinda ortaya
ciktigin1 ve Anadolu yolu ile Avrupa’ya ve Arap yarimadas1 boyunca Afrika’ya yayildigini
belirtmistir.

Ruttner (1988a)’a gore Apis mellifera 50.000 yi1l once Apis cerana’dan ayrilmisg
oldukca genc bir tiirdiir. Iran, Pakistan ve Afganistan‘da yapilan arastirmalar buradaki A.
mellifera ve A. cerana’ya iligkin orneklerin birbirine yakinlik derecesinin daha fazla oldugunu
gostermistir. Bu sonuglar bu iki tiire iliskin eski ¢ag populasyonlarinin burada birbirinden
ayrildigini yani A. mellifera’mn Iran’dan koken aldigi hipotezini destekler niteliktedir.

Bugiine kadar tanimlanmis olan 27 Apis mellifera ki (alt tiirii) bulunmaktadir. Bu
kadar ¢ok Apis mellifera ikinin olusumu tarihsel siire¢ icerisinde meydana gelen iklimsel
degisiklikler nedeniyle kiiciik izole populasyonlarin olusumuna baglanmaktadir (Smith 2002).
Buzul caginda Avrupa cografyasinin biiyiik bir boliimii bal arilan ve pek ¢ok organizma icin
uygun olmayan bir iklime sahip olmustur. Belki de bu kétii kosullar nedeniyle Italya, ispanya
ve Balkanlardaki Apis mellifera populasyonlarinin daha elverisli cografik alanlara (Asya ve
Afrika) yayilarak kiiciik izole populasyonlar olusturdugu hipotezi ileri siiriilmektedir (Ruttner

1988a, 1992, Hewitt 1996). Bu goriislere gore buzul ¢aginda farkli cografyalara siginan kiiciik
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izole populasyonlar mutasyon, genetik siiriiklenme ve dogal seleksiyonun etkisiyle morfolojik
yap1, davranig Ozellikleri ve hastaliklara diren¢ bakimindan farklilasmiglardir. Kiigiik izole
populasyonlarda meydana gelen farkliliklar birbirlerinden bagimsiz olarak yayilmis ve yeni
wrklarin olusumuyla sonu¢lanmistir. Buzul ¢aginin sona erip Avrupa’nin tekrar yasanabilir bir
iklime kavugmasindan sonra ise bu izole populasyonlar atalarinin ¢iktiklar1 Avrupa iilkelerine
geri donmiisler ve birbirleriyle gen aligverisinde bulunmuslardir (Ruttner 1988a, Smith 1991).
Kiiciik izole populasyonlarda genetik siiriiklenmenin etkisinin daha yiiksek oldugu,
mutasyonun yeni bir tiir ya da alt tiir olusumunda tek basina bir neden olamayacagi, ancak
mutasyon, genetik siiriiklenme, seleksiyon ve uyumum birlikte etkisiyle tiirlesmenin s6z
konusu olabilecegi bilinen bir gercektir (Klug 2002). Bir¢ok arastiricinin da bildirdigi gibi bal
arilarinda bu denli genis bir varyasyonun goriilmesi bu bilimsel gerceklerin bir sonucudur
(Ruttner 1988a,b ,1992, Smith 1991, Hewitt 1996, Sheppard ve Smith 2000).
Arastirmalar buzul caginin sona ermesinden sonra bal aris1 populasyonlarinin cesitli
kollardan farkli cografik alanlara yayildigini gostermistir:
1. Iran’dan ¢ikip Orta Dogu iizerinden Akdeniz’in dogusuna kadar yayilan populasyonlar
(C+O grubunu olusturan populasyonlar).
2. Afrika’nmin kuzeyine ve Avrupa igerisine kadar yayilan populasyonlar (M grubunu
olusturan populasyonlar).
3. Afrika’nin kuzeyi hari¢ diger kesimlerine yayilan populasyonlar (A grubunu olusturan

populasyonlar) olmak iizere ii¢ ana grupta toplanirlar (Sekil 1.1.).
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Sekil 1.1. Bal arilarinin kdkeni ve Diinya’ya yayilmasi

Bu populasyonlar yeni yasam alanlarinda daha ileri derecede farklilasarak populasyon
izolasyonu, uyum ve seleksiyonun birlikte etkisiyle grup ici alt tiirleri meydana getirmislerdir
(Smith 1991).

Ruttner ve ark. (1978), cografik dagilimlarina gére bu alt tiirleri 6nceleri 3 ana grupta
(A, M ve C ) daha sonraki gelismeler dogrultusunda ise C grubunda yer alan Apis mellifera
wrklarin1 O ve C olmak lizere iki ayr1 gruba ayirarak 4 ana grupta toplamislardir (Ruttner

1988a, 1992) (Cizelgel.2.).
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Cizelge 1.2. Farkli bolgelere adepte olmus farkli balarisi irklari

Irklarin Adapte Oldugu Bolgeler Irklarin isimleri

. mellifera adamii Ruttner, 1975

. mellifera pomonella Sheppard ve Meixner,2003

. mellifera cypria Pollman, 1879

. mellifera syriaca Buttel-Reepen, 1907
. mellifera meda Skorikov, 1929

. mellifera caucasica Gorbachev,l9l6al

Ortadogu (Kuzeydogu Akdeniz): O

. mellifera armeniacaca Skorikov, 1929

. mellifera anatoliaca Maa, 1953*

. mellifera lamarkii Cockerell, 1906”
. mellifera yemenitica Ruttner, 1975
. mellifera litorea Smith, 1961

. mellifera adonsonii Latreille, 1804

Afrika (Tropical): A - -
. mellifera scutellata Lepeletier, 1835

. mellifera monticola Smith, 1961

. mellifera capensis Escholtz, 1821

. mellifera unicolor Latreille, 1804

. mellifera macedonica Ruttner, 1988

. mellifera ligustica Spinola, 1806

. mellifera carnica Pollman, 1879

Avrupa (Orta ve Dogu): C - —— -
. mellifera cecropia Kieseweiter, 1860

. mellifera sicula Montagana, 1911

. mellifera ruttneri Sheppard ve ark., 1997

. mellifera mellifera Linneaus, 1758
. mellifera iberica Goetze, 1964
. mellifera major Ruttner, 1978

Avrupa (Bat1 ve Kuzey)

Afrika (Kuzey): M . mellifera sahariensis Baldensperger, 1924

e e e s s e N e N I A R R S R o e e e e

. mellifera intermisa Buttel-Reepen, 1906

(Ruttner 1992).

Ik yapilan arastirmalarda 25 Apis mellifera ki oldugu bildirilirken daha sonra
yapilan arastirmalarda A. m. ruttneri (Sheppard ve ark. 1997) ve A. m. pomonella (Sheppard
ve Meixner 2003)’nin tanimlanmasi ile 1rk sayis1 27°ye ¢ikmustir.

Bal anlarinin diinya iizerindeki dagilimina bakildiginda, A. mellifera dogal olarak
Afrika, Avrupa ve Bati Asya’da bulunurken Apis florea, Apis dorsata, Apis cerana ise dogal
olarak Giiney Asya’da yayilmaktadir. Apis mellifera eski diinyaya 6zgii olmasina ragmen
gliniimiizde Antartika kitas1 hari¢ tiim diinyaya dagilmis durumdadir. Bal arilart Avrupa, Asya
ve Afrika kitalarina dogal olarak yayilirken Amerika kitasina insan eliyle tasmmstr. ilk
olarak 1600’lii yillarda Portekiz ve Ispanya’dan Bati Avrupa arilari (A. m. mellifera ve A. m.

iberica), daha sonra 1859-1922 yillarinda Dogu Avrupa arilari, Afrika arillarindan ¢ok 6nce
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Amerika’ya sokulmustur. Ancak Avrupa bal arilart tropik iklim kosullarina ¢ok iyi uyum
saglayamamustir. Afrika bal arilar (A. m. scutellata) Amerika’da baskin duruma gelmistir

(Sheppard ve Smith, 2000).

1.1.4. Orta Dogu’ya yayilmus olan Apis mellifera wrklari

Orta Dogu bal arilar1 morfometrik yapilarina gore degerlendirildiginde Anadolu’nun
batisindaki (Istanbul-Izmir-Bursa hattinin batisi) bal aris1 populasyonlart morfometrik olarak
Giineydogu Avrupa, Orta Akdeniz ve Kuzey Afrika arilariyla benzer bulunmustur. Bu
nedenle Apis mellifera’nin dogudan genetik merkezinin Anadolu oldugu belirtilmistir
(Ruttner, 1988a).

Orta Dogu bal arilar1 genel olarak degerlendirildiginde, A. m. syriaca Orta Dogunun
en kiiciik arisiyken A. m. caucasica en biyiik arisidir. Gri Kafkas dag arist A. m. caucasica
hari¢ tiim Orta dogu arilar1 sar1 banthdir. Istisnalar cikarildiginda Orta Dogu bal arilari
zoocografik varyasyon kuralina (Allen ve Rench kurali) uymaktadir. Giiney ar1 varyeteleri (A.
m. cypria ve A. m. syriaca) kuzey an varyetelerine gore daha kiiciik ve daha saridir. Buna
karsilik A. m. adami, A. m. caucasica kadar biiyiik ve A. m. armeniaca (Ermeni aris1) kadar
sardir.

[k yapilan arastirmalarda 7 farkli Orta Dogu 1rki tanimlanmustir. Daha sonra A. m.
pomonella’nin tanimlanmasiyla Orta Dogu grubundaki 1tk sayist 8’e ¢ikmistir (Sheppard ve
Meixner, 2003), (Cizelge 1.2.) (Sekil 1.2.).
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Caucasica

Cecropia

Sicula

Sekil 1.2. Diinya’nin Orta Dogu bdlgesinde yayilmis olan Apis mellifera irklari

Orta Dogu bal arilar1 morfometrik karakterlerine gore karsilastirildiginda A. m. cypria
ve A. m. armeniaca’nin A. m. anatoliaca’ya diger li¢ Apis mellifera irkindan daha yakin
bulunmustur. A. m. caucasica-A. m. armeniaca ve A. m. caucasica-A. m. meda gruplarinin
cografik alanlan digerlerinin cografik alanlarina gore birbirlerine daha yakin olmakla birlikte
bu alt tiirler morfometrik yap1 bakimindan birbirlerine ¢ok daha uzak bulunmuslardir.
Louveaux (1969)’e gore benzer ekolojik kosullarda yasamak i¢in ayn1 morfolojik 6zelliklere
sahip olmak gerekmez. Cok zit iklim kosullarinda morfolojik olarak benzer arilar
bulunabilirken, ayn iklim kosullarinda farkli morfolojik yapida bal arilar1 da bulunabilir.

Anadolu aris1 (A. m. anatoliaca) dis goriiniis itibariyle Italyan arilariyla benzerlik
gostermistir. Yalmz Anadolu arilarinin italyan arilarina gore tiim viicut parcalar1 bakimindan
biraz daha biiyiikk oldugu belirtilmistir. Anadolu arilari morfolojik bakimdan su sekilde

tanimlanmistir: Abdomen ve tarsi genis, On kanat uzun, bacaklar ve kanatlar viicut
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biiyiikliigiine gore kisadir. On kanat uzunlugu yaklasik 9.18 mm’dir. Anatoliaca genellikle
saridir, fakat abdomendeki halkalar portakal rengindedir ve arka segmentte kahverengiye
doner. En Onemli karakteristik oOzelliklerinin ise kanat damarlari ve damar acilarindaki
farkliliklar oldugu belirtilmistir (Maa 1953, Adam 1983).

Diger bir ortadogu alt tiirii A. m. adami (Girit arillar1) Balkan arilart ve Anadolu
arilartyla karsilagtirmali olarak incelendiginde Girit arilarinin Yunanistan arilarindan daha ¢ok
Anadolu ve Dogu Akdeniz sahillerinin arilart (A. m. syriaca)’na benzer ozellikler tasidigi
goriilmiistiir. Tiim Dogu Akdeniz ar1 populasyonu morfometrik karakterlerine gore iki gruba
ayrilmistir:  1-cypria-syriaca-anatoliaca (bati populasyonu)-adami-Ege adalarinin diger
arlar, 2-intermissa-sicula-carnica (Ionnian adalarindaki carnica benzeri ekotipler) A. m.
adami, cypria, syriaca ve anatoliaca ile birlikte ayn1 grupta yer almistir. A. m. adami ayni
gruptaki diger irklara gore kubital index (KI:1.9) karakterinin ¢ok kiiciik olmasi ve digerlerine
gore daha iri olmasi ile karakterize edilmistir (Adam 1983). A. m. adami morfometrik
karakterleri bakimindan kolaylikla tanimlanabilmesine ragmen cografik yasam alam
bakimindan dogu simir1 ¢izilememistir. Dogu Ege adalariin (Karpathos, Rhodos, Chios,
Lesbos, Kos) arilar1 ile A. m. adami arasindaki benzerlik cok yiiksek bulunmustur. Daha da
Otesi bati Anadolu arilar1 ve Ege adalarinin arilar1 arasinda da dereceli olarak artan bir
varyasyon oldugu goriilmiistir. Bu durum cografik evrimlesmenin bir sonucu olarak
gosterilmektedir. Ege adalarinda Yunanistan’dan oldugu kadar Anadolu hayvan irklarindan da
ornekler goriiliir. Bezoar kecisi ve iki kemirgen tiiriinin hem Anadolu da hem de Girit
adasinda bulunmas1 Girit adalarnn ile Anadolu’nun zoocografik yakinhigina kanit
gosterilebilecek diger bir 6rnektir (Ruttner 1980).

Ortadogu grubunda yer alan diger bir ada aris1 da A. m. cypria’dir. Pollman (1889),
ekzotik dig goriiniisii nedeniyle bu arilar icin gercek bir ”Apistic beauty” terimini kullanmistir.
A. m. cypria‘nmin cografik konumu nedeniyle komsu ar1 irklar ile ortak ozellikler gosterdigi
belirtilmistir. Viicut boyutlar1 bakimindan A. m. anatoliaca’dan kiigiiktiir. Fakat dil daha
uzun, kanatlar daha kisa, kubital index (CI=2.72) ise daha biiyilk bulunmustur. A. m.
cypria’nin karakteristik olarak sasirtici seviyede dogurganlik ozelligi gosterdigine isaret
edilmistir (Adam, 1983).

A. m. adami-cypria-anatoliaca ile aym gruplamada yer alan Suriye arisi, (A. m.
syriaca) Israil, Liibnan, Urdiin ve Suriye’de dogal olarak bulunmaktadir. Yapilan
arasgtirmalarda tespit edildigine gore, A. m. syriaca Avrupa ve Asya arilarmin en kii¢tigiidiir.
Suriye arillarinin savunma mekanizmasi inanilmaz derecede gelismistir. En Onemli

karakteristik ozellikleri, ciftlesme periyodu sirasinda kralice arilardan biri ¢iftlesip kuluckaya
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yatincaya kadar kolonide birkac diizine gen¢ kralice ar1 bulundurmasidir (Buttel-Reepen
1906). A. m. cypria ile karsilagtirildiginda dil, arka kanat ve abdominal terga daha kisa, tibia
ise daha uzun bulunmustur. Tergit ve scutellum agik sar1 renkli ve kubital indeksi diisiiktiir.
Basitarsal indekste diger yakin dogu tiirlerinden daha diisiik bulunmustur.

Anadolu ars1 ile Iran arismin bulundugu iki farkli cografya arasindaki cok dar bir
alanda A. m. syriaca vardir. Bu nedenle A. m. syriaca’min dogudan sinir1 tam olarak
cizilememistir. Ruttner (1988a), Tiirkiye’nin giineyinde Hatay, Antakya yoresinde A. m.
syriaca’nin bulundugunu bildirmistir. Eski caglara ait bu bildirisler heniiz gocer ariciligin
yaygin olmadigi donemlerde yapilan arastirma sonuglart oldugundan nemlidir.

A. m. meda’nin cografik varyasyonunun arastirilmasi ile ilgili calismalarda iran, Irak
ve Giineydogu Anadolu’daki sinirli bir alandan alinan 6rnekler bir grup olustururken, Liibnan,
Israil, Kibris Suriye populasyonlarina iliskin 6rneklerin ayr1 grup olusturdugu goriilmiistiir. A.
m. meda‘nin yayllmm genel zoocografik kurallara uymamaktadir. Cok farkli iklimi ve
cografik ozellikleri olan alanlara yayillmistir. Giineydogu Anadolu (Van goliinden Antakya’ya
kadar)’da bulunan A. m. meda populasyonu dis goriiniis itibariyle ¢ok kiiciik olmalari, genis
bir metatarsiye sahip olmalar1 ve uzun dil karakterleri bakimindan A. m cypria’ya daha yakin
ayr bir grup ozelligi gostermistir (Skorikov, 1929b).

A. m. caucasica Gorb. (Gri Kafkas dag aris1) tiim diinyada en fazla bilinen ve tercih
edilen 4 bal arisindan birisidir. Kafkaslarda, Karadeniz’in dogusunda, Rusya ve
Azerbaycan’in bir parcasinda dogal olarak bulundugu belirlenmistir (Alpatov 1948, Bilash ve
ark. 1976, Awetisjan 1978). Kafkaslardaki arilar ilk kez arastirllmaya baslandiginda A. m.
armeniaca ve A. m. caucasica birbirinden ayirt edilememis her ikisi de A. m. remipes olarak
tanimlanmistir (Skorikov 1929a). Kafkasya’da Gri Kafkas dag aris1 (A. m. caucasica Gorb.)
(Alpatov 1929, 1948); Ermenistan’da ise Sar1 Trans Kafkas anst (A. m. remipes
Gerstocker)’ nin yayildigi bildirilmistir. Daha sonra yapilan ayrintili morfometrik calismalar
ile Gri Kafkas dag arisinin “A. m. caucasica Gorbachev” olarak, sar1 trans Kafkas (Ermeni
aris1) arisimin da A. m. armeniaca olarak taksonomik siniflandirilmasi yapilmistir (Skorikov,
1929b). Kafkas arilarinin Kafkas daglarindan Karadeniz sahillerine Samsun’a kadar yayildig
bildirilmistir. Alcak kesimlerde ise A. m. caucasica ve A. m. armeniaca arasinda hibrit tiirler
oldugu ifade edilmistir (Skorikov 1929a, Alpatov 1948).

A. m. caucasica’nin genel goriiniis olarak A. m. carnica’ya benzedigi bildirilmistir.
Bunlarin her ikisi de yaklasik olarak benzer biiyiikliikte koyu renk arilardir. Kafkas arilarinin
diinya ¢apindaki iinii ise olduk¢a uzun dilli olmalarindan kaynaklanir. Bu arilar Apis mellifera

tiriinin en uzun dilli (7.22-7.52 mm) wkidir. Bu 1tk icin performans degerlendirmesi
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yapildiginda Gri Kafkas dag arisinin en iyi performanst Dogu Karadeniz bdolgesinde
gosterdigi belirlenmistir (Ruttner, 1988).

Diger taraftan son zamanlarda kesfedilen A. m. Pomonella’nin da A. m. anatoliaca’ya
benzerligi Tiirk bal arilarinin orijini a¢isindan dikkat cekici bir noktadir. Orta Asya’da Tien
Shan daglarinda yaygin olarak bulunan A. m. pomonella morfometrik karakterler bakimindan
degerlendirildiginde A. m. anatoliaca ile ¢ok benzer alt tiirler olduklart tespit edilmistir
(Sheppard and Meixner, 2003). A. m. pomonella, A. m. carnica ve A. m. caucasica’dan biraz
daha kiiciiktiir. Enli bir abdomen ve dar tomentum karakterleriyle tipik Orta Dogu arilarinin
ozelliklerini (Ruttner 1988a, 1992) tasimaktadir. A. m. caucasica ve A. m. armeniaca ile
karsilastirdigimizda dili nispeten daha kisadir. Renk bakimindan da A. m. anatoliaca’ya
benzer bulunmustur. Bu arilarin tipik sicak dag arilar1 oldugu ve ayrica saldirgan olmadiklar
belirtilmistir.

Bu alt tiir son zamanlarda kesfedildigi icin morfometrik tekniklerin yani sira
molekiiler tekniklerle de tanimlanmistir. Morfometrik bakimdan hem O hem de C grubunun
ozelliklerini tasirken, mtDNA niikleotit dizi analizine gére C grubu mtDNA haplotipinde
oldugu belirlenmistir.

Diinya iizerinde ekonomik degeri en yiiksek irklar olarak gosterilen italyan aris1 (A. m.
ligustica) ve Karniyol arilar1 (A. m. carnica)’da Dogu Avrupa grubunda yer almaktadir. A. m.
carnica dogal olarak Viyana’dan Avusturya’ya, Dalmagya sahillerine, tiim Yugoslavya ve
Alplerin giineyine kadar yayilmistir ( Ruttner 1965). A. m. carnica, A. m. caucasica ile
birlikte Apis mellifera irklarinin en biiyiik arilarindan biridir. Morfolojik olarak Karniyol arisi
(A. m. carnica)’'nin Italyan aris1 (A. m. ligustica)’na benzedigi fakat Italyan arisinin nispeten
daha kiiciik ve daha uzun dilli oldugu belirlenmistir. Kisa ve sik kil ortiisii, yiiksek kubital
indeks degeri ve Ozellikle kanat damar agilarindaki farkliliklar nedeniyle A. m. carnica, A. m.
caucasica’dan kolaylikla ayirtedilebilmekte fakat Balkan arilarindan giicliikle ayirt
edilebilmektedir. A. m. carnica milkkemmel bir bal {ireticisi ve en centilmen Apis mellifera ik
olarak bilinir (Pollmann 1889).

A. m. caucasica’da oldugu gibi A. m. carnica’nin da farkli cografik lokasyonlara gore
farkli varyeteler olusturdugu belirlenmistir. Avusturya’min algak kesimlerinde ve
Slovenya’nin kuzeyindeki populasyonlarin orijinal A. m. carnica oldugu belirtilirken
Romanya-Yugoslavya-Macaristan’da A. m. carnica benzeri ‘“Banat” arilarinin oldugu
belirtilmigtir (Adam 1983).

Bulgaristan ve Yunanistan’in kuzey populasyonlarinin birlikte incelendigi tiim

calismalarda bu iki iilkenin ar1 populasyonu ayni grupta yer almistir ve bu gruptaki arilar A.
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m. macedonica’nin cografik bir alt tiirii olarak tanimlanmistir (Ruttner 1965). Bulgaristan’in
Tiirkiye smirina yakin kesiminde ve Yunanistan’in Trakya kesiminde A. m. macedonica
bulunmasina karsilik Tiirkiye smirlart igrisinde yer alan Trakya bolgesinde A. m.
macedonica’nin izlerine rastlanmamistir (Ruttner 1988a). Makedonya populasyonun sinirlar
olduk¢a kuzeye ve kuzeydoguya (Yugoslavya, Bulgaristan ve Romanya)’ya kadar
uzanmaktadir (Adam 1954, Ifantidis 1979).

A. m. macedonica’nin Avrupa irklarina gore daha ince uzun bir yapisi oldugu ve oldukca
koyu renk bir ar1 oldugu gozlenmistir. Siki bir kis populasyonu olusturmasi ve propolis
kullanim1 gibi o©zellikler bakimindan ise A. m. carnica’ya zit bir davramis sergiledigi
belirlenmistir. A. m. macedonica i¢in ¢am tiizerinde yasayan biyolojik bir bocek olan
“Marchalina Helenica’nin yapmis oldugu biyolojik salgi en onemli bal kaynagidir ( Adam

1954).

1.2. Morfometrik ve Molekiiler Teknikler ile Apis mellifera Irklar1 icin Belirlenen

Cesitlilik

1.2.1. Morfometrik yontemlere gore bal arilarinin cesitliligi

Morfometrik teknikler hem ucuz hem de cok fazla uzmanlik istemeyen tekniklerdir.
Ayrica morfometrik tekniklerin ucuz olmasi ve kolay yapilabilmesi bu tekniklerin kullanimini
biyokimyasal ve molekiiller tekniklerin karsisinda daha avantajli kilmistir (Sheppard ve Smith
2000). Diger taraftan morfometrik karakterlere iliskin gen eksprasyonlarinin 6nemli derecede
cevresel kosullarin etkisi altinda olmasi filogenetik aragtirmalar i¢in bir dezavantajdir. Bu
nedenle giivenilir sonuglar vermedigi diisiiniilmektedir. Zoocografik varyasyon kuralina gore
yiikseklere ¢ikildik¢a kanat, bacak ve dil uzunlugu kisalir (Rench kural); soguk iklim
populasyonlarinda kil uzunlugu daha fazladir (Allen kural1). Dolayisiyla cografik konumlar
ve iklim yapilar1 benzer olan farkli lokasyonlarda aymi morfolojik yapida bal arilarina
rastlamak miimkiindiir (Alpatov 1929, Ruttner 1988a,b, Daly ve ark. 1991, 1995). Buna
ragmen Temel Ogeler Analizi (PCA) ve Ayrisim Fonksiyon Analizi (DFA). gibi istatistiki
yontemler uygulanarak bir diizineden fazla morfometrik karaktere gore yapilan tanimlamalar
tek bir enzim lokusu calisilarak yapilan tanimlamalardan ¢ok daha 6nemli ve giivenilir

bulunmaktadir (Rinderer ve ark. 1990).
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Morfolojik karakterler ile verimle ilgili 6zellikler arasinda dogrusal bir iliski
oldugunun belirlenmesi ise rk ve varyete tamimlamalarinda morfometrik c¢alismalar1 hala
onemli kilan en 6nemli unsur olmustur (Ruttner 1988a, Karacaoglu ve Firath 1998, Giiler ve
Kaftanoglu 1999c).

Karacaoglu ve Firathh (1998), kanat uzunlugunun bal verimi ile iliskisi oldugunu
bildirmistir. Giiler ve Kaftanoglu (1999c) ise, koloni populasyon gelisimi, kulugka iiretim
etkinligi ve kovan agirlik artisi gibi fizyolojik karakterler ile corbical alan1 ve viicut
biiyiikliigii gibi morfolojik karakterler arasinda dogrusal bir iliski oldugunu bildirmistir.
Bunlar ve benzer sonuglar morfolojik karakterlerin tanimlanmasinin gelecekte yapilabilecek
1slah ve seleksiyon caligmalar1 acisindan onemini vurgulamaktadir. Bu nedenle giiniimiizde
molekiiler teknikler 6n plana ¢ikmis olsa da morfometrik karakterlere gore bal arilarinin
tanimlanmasi hala siirdiiriilmektedir.

Bal aris1 populasyonlarinin cografik varyasyonuna iliskin ilk yaymlanan c¢aligmalar,
Rus ve Alman biyologlarina (Buttel-Reepen 1906, Alpatov 1929, Skorikov 1929b, Maa 1953,
Goetze 1964, DuPraw 1965 ve Adam 1983) aittir. Bu ¢alismalarda yalnizca viicut biiyiikliigii,
dil uzunlugu, renk ve davrams gibi 6nemli Olciide cevresel faktorlerin etkisi altinda olan
karakterler incelenmistir. Bilimsel anlamda kabul goren ilk morfometri caligmalan ise,
Ruttner (1988-1992) ile baslamig ve giiniimiize kadar gelmistir.

Morfometrik yontemler ile bal arilarinin cografik varyasyonunu ortaya ¢ikarmak icin
bircok morfometrik karakter kullanilmistir. Morfometrik calismalarda standart olarak

kullanilan 36 tane morfometrik karakter Cizelge 1.3.’te verilmistir (Ruttner 1987).
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Cizelge 1.3. Morfometri ¢calismalarinda standart olarak kullanilan karakterler

Karakter Tiirii | Karakterler

5. Tergit tizerindeki killar

Kil 4. Tergit tizerindeki tomentumun genisligi,

Tomentumun posterior ¢izgisinin genisligi

Proboscis uzunlugu

Femur uzunlugu

Tibia uzunlugu

Metatarsus uzunlugu ve genisligi

Biiyiikliik 3. ve 4. Tergit uzunlugu

3. Siternit uzunlugu

3. Siternit mum ayarlarinin uzunlugu ve genisligi

3. Siternit mum ayarlar1 arasindaki uzaklik

6. Siternit uzunlugu ve genisligi

On kanat uzunlugu ve genisligi

) Kiibital A

On Kanat Kiibital B
On kanatta 11 act: A4, B4, D7, E9, G18, 110, 116,
K19, L13, N23, 026
2. 3. ve 4. Tergitte renklenme

Renk

Scutellumda reklenme

Ruttner 1987

Bal anlarinin siiflandirilmasi ve taksonomisinin yapilmasinda Ruttner (1987)’1n
belirttii karakterlerin her biri énemlidir. Ancak morfometrik karakterlerin ol¢iimii dnemli
derecede is giicii gerektiren yorucu calismalardir. ilerleyen siirec icerisinde yapilan ¢alismalar
bal arilarindaki fenotipik varyasyonu ortaya c¢ikarmak icin tiim karakterlerin Olgiilmesine
gerek olmadigini gostermistir. DuPraw, (1965) 1wk tanimlamasinin arilarin 6n kanat
hiicrelerindeki 13 ac1 ve kanat boylarinin 6l¢iilmesi ile yapilabilecegini, Cornuet ve Fresnaye
(1989), Avrupa alt tiirlerinin kubital indeks, metatarsal indeks ve tergit rengine bakilarak
tanimlanabilecegini ve bu amag i¢in 4 veya 5 karakterin yeterli oldugunu belirtmislerdir. Daly
(1985) Afrika arilan icin 19 karakter kullanmistir. Ruttner ve ark. (1978) Afrika arilarinda
yaptiklar1 ¢aligmalarda elde edilen morfometrik verilere istatistiksel analizlerin
uygulanabilmesi i¢in 10 karakterin incelenmesinin yeterli olabilecegini belirtmislerdir. Tiirk
bal arilarinda morfometrik varyasyonun arastirilmasinda Darendelioglu ve Kence (1992) 23,
Kandemir ve ark. (1995) 12, Giiler ve Kaftanoglu (1999a) 21, Giiler ve Kaftanoglu (1999b)
20, Giiler ve ark (2002) 19 morfometrik karakter kullanmistir. Bu karakterlerden bazilar1 (KI,
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DU ve OKU) hemen hemen biitiin alt tiirlerin arastirilmasinda kullanilan ortak karakterler

olmustur (Cizelgel.4.) (Ruttner 1988a).

Cizelge 1.4. Diinya’nin Orta Dogu bolgesinin ar1 irklarina iliskin bazi morfometrik veriler

ﬁﬁz r’:“”’f era KI DU OKU
Carnica 2.59 6.39 9.40
Ligustica 2.55 6.35 9.21
Caucasica 2.16 7.04 9.32
Anatoliaca 2.24 6.46 9.19
Meda 2.56 6.33 8.97
Armeniaca 2.61 6.64 9.07
Macedonica® 2.59 6.45 9.18
Adami 1.89 6.46 9.09
Cypria 2.72 6.39 8.87
Pomonella* 2.24 6.41 _

syriaca 2.28 6.19 8.48

*Sheppard ve Meixner 2003

Morfometrik karakterleri kullanarak tiirler ve aym tiirtin farkli populasyonlar
arasindaki ayirimi en iyi ortaya koyma yolu, elde edilen verileri ¢cok degiskenli istatistiksel
analizler ile yorumlamaktir. Ruttner (1988-1992) ile baglayan siirecte, ¢cok degiskenli
istatiksel analiz yontemlerinin (PCA ve DFA) gelismesi ile bal aris1 populasyonlarinda
morfometrik verilere dayanarak cografik varyasyonun belirlenmesi en az molekiiler tekniklere
gore yapilan gruplama kadar giivenilir ve etkili olmustur. (Ruttner ve ark. 1978, Cornuet ve
ark. 1988, Cornuet ve Fresnaye 1989, Crewe ve ark. 1994). Bal arilarindaki varyasyonu
gormek icin kullanilan istatistiksel analizlerden en 6nemlileri, Temel Ogeler Analizi (PCA) ve
Ayirisim Fonksiyon Analizi (DFA) gibi analizlerdir. Temel Ogeler Analizi ve Ayrisim

Fonksiyon Analizi, morfometrik karakterler arasindaki korelasyona baghdir (Sekil 1.3.).
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Sekil 1.3. Bal arist tiirlerinin iki biiyiikliik karakterine (kiibital indeks ve dil uzunlugu) gore
morfometrik dagilimi

(A) A. andreniformis, (C) A. cerana, (D) A. dorsata, (F) A. florea, (K) A. koshevnikovi, (L) A.
laboriosa, (M) A. mellifera

Bu karakterler arasindaki korelasyona bagli olarak tiirler ve alt tiirler arasindaki
dagilim ortaya ¢ikar (Sekil 1.3.). Ayrisim fonksiyon analizi (DF) i¢in karakterler analiz 6ncesi
gruplara ayrilir ve bu gruplarin olusturdugu faktorler degisken kabul edilerek DFA yapilir.
Degisken karakterleri bakimindan birbirine benzer bireyler ayni1 gruba atanirlar. Boylece
morfometrik karakterler arasindaki korelasyona bagli olarak bireylerin gruplara dagilimi
goriliir.

Morfometrik karakterlerin ol¢giilmesi sonucu elde edilen verilere diger bal arilaria
iliskin veriler temel alinarak diskiriminant fonksiyon analizi uygulanir. Giiniimiize kadar 27
wkin tamimlanmast ve smiflandirilmasi bu sekilde yapilan morfometrik caligsmalar ile
yapilmustir.

Sekil 1.3.’de Ruttner (1988a) tarafindan yapilan ¢aligmalar sonucu bazi balarisi
wrklerinin kubital indeks ve 6n kanat uzunlugu arasindaki korelasyona (PCA’ne gore) baglh

dagilimi goriilmektedir.
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Sekil 1.4.’te ise 3. ve 4. tergit ile 6n kanat uzunluguna bagl olarak A. m. meda, A. m.

yemenitica, A. m. mellifera’nin dagilimi goriilmektedir.

48+ T3+4
mm Melifera  * ,
s h
46t At A
A A
A
iy 1A Lo *
444 Meda
I
[ ] " n
424 .
Yemenitica
° "o
40 | [ ) [ ]
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7.6 8.0 8.4 8.8 9.2 96  mm

Sekil 1.4. A. mellifera’nin yemenitica-meda-mellifera rklarimin 2 biiyiikliik karakteri (6n
kanat uzunlugu ve T3,4) bakimindan morfometrik dagilimi
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Sekil 1.5. M, C, A, O kollarindaki A. mellifera irklarinin 3 boyutlu ortamdaki dagilimi
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Ruttner (1988a, 1992), morfometrik karakterlere bagli olarak yaptigi temel Ogeler
analizi (PCA) ile Apis mellifera irklarim1 Bati Akdeniz (M), Dogu Avrupa (C), Afrika (A) ve
Ortadogu (O) olmak iizere 4 temel kola ayirmistir (Cizelge 1.2.). Sekil 1.5’e bakildiginda:

1. Bat1 Avrupa kolu (M): Kuzey ve Bat1 Avrupa’da dagilim gosteren irkler1 ve kuzey Afrika
irklarin1 (Kuzey ve Bat1 Avrupa siyah arilar1 Apis mellifera mellifera, Ispanya ve Portekiz
arllart A. m. iberica, Kuzey Afrika arilari, A. m. intermissa, A. m. sahariensis ve A. m.
major ) icermektedir.

2. Tropikal Afrika kolu (A): Afrika’nin orta ve giiney kesimlerinde dagilim gosteren irklar
(Misir aris1 A. m. lamarckii, Afrika’nin giineyinden A. m. scutellata, A. m. capensis ve
diger bazi1 Orta Afrika irklarim1 ve Madagaskardan A. m. unicolor’1) icermektedir.

3. Dogu Avrupa kolu (C): Kuzey Akdeniz ve Dogu Avrupa irklarin1 (Avusturya ve
Yugoslavya’dan A. m. carnica ve ltalyan aris1 A. m. ligustica, Yunanistan ve
Bulgaristan’dan A. m. macedonica, Yunanistan’in orta ve giiney kesimlerinden A. m.
cecropia ve A. m. sicula, Yunanistan’in kuzeyi ve Bulgaristan’dan A. m. macedonica)
icermektedir.

4. Ortadogu kolu (O): Dogu Akdeniz ve Iran’da dagilim gosteren irklari (Kafkaslardan ve
Karadeniz bolgesinin dogusundan A. m. caucasica, Tirkiye’den A. m. anatoliaca,
Tiirkiye, Iran, Irak Suriye’den A. m. meda, Girit adasindan A. m. adami, Suriye’den A. m.
syriaca, Kibris’tan A. m. cypria ve Ermenistan’dan A. m. armeniaca) icermektedir.

Daha sonra Sheppard ve ark. (1997) ve Sheppard ve Meixner (2003)’1n morfometrik
verilere dayanarak yapmis oldugu gruplama, Ruttner (1988a, 1992)’in yapmis oldugu

gruplama ile ayn1 bulunmustur.

1.2.2. PZR-KPUP teknigi ve bu teknige gore Apis mellifera iwrklarinin arastirilmasi

Cok farkli taksonomik siniflarin ya da populasyonlarin birlikte calisildigi arastirmalar
da mtDNA’nin tamamina iliskin dizi analizi yapmak hem ¢ok zordur hem de pratik degildir.
Onun yerine mtDNA’nin belli bir segmentinin c¢alisilmas1 taksonomik siniflarin
karsilastirilmasinda daha uygun bir yontemdir (Arias ve Sheppard, 1996 Sheppard ve Smith
2000). Bu nedenle belli bir gen bolgesinin calisilmasina imkan saglayan PZR-KPUP teknigi
bir cok arastirici tarafindan gerek Avrupa gerekse Afrika bal arilarindaki varyasyonu
belirlemek i¢cin mtDNA ve nDNA ile yapilan calismalarda yaygin olarak tercih edilen bir
yontem olmustur (Hall 1986, 1990, 1992a, 1992b, Hall ve Muralidharan 1989, Smith ve ark.
1989).
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KPUP teknigi ilk olarak Southern Blot tekniginin kullanildig1 bir ¢alismada niiklear
DNA (nDNA)’nin klonlanan bir boliimiine uygulanmistir. Radyoaktif problarla yapilan bir
klonlama teknigi olan Southern blot (Southern 1975, Hall 1995), ¢cok karmasik ve zahmetli
olmas1 nedeniyle cok sayida ornekle calisilan populasyon genetigi ile ilgili caligmalarda
kullanilmasi1 uygun bir teknik degildir. Bu nedenle PZR ile cogaltilan gen bolgesinin
restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilmesi sonucu olusturulan DNA bantlarinin sayisi
ve uzunluk varyasyonun (KPUP) karsilastirilmasi arastiricilar arasinda daha ¢ok tercih edilen
bir yontem olmustur (Suazo ve ark. 2002).

Restriksiyon endoniikleaz enzimleri 4, 5, 6 bazlik 6zel dizileri tanir ve o bolgeye
baglanarak keser. EcoRI enzimi “GAATTC den olusan 6 bazlik diziyi tanir ve keser. Bu
restriksiyon endoniikleaz enzimi ile yapilan bir arastirmada A. m. ligustica mtDNA’sinin
EcoR1 ile kesimi sonucu 4 farkli uzunlukta parcacik (A,B,C,D) olusurken, A. m. Scutellata
mtDNA’sinin EcoR! ile kesimi sonucu 3 farkli uzunlukta parcacik (A+B,C,D) olusmustur
(Smith,1991) (Sekil 1.6.).

Sekil 1.6. Orneklerin mtDNA’sinin EcoRI enzimi ile kesimi sonucu olusan bant oriintiisii
(Smith,1990)
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Diger tiirlerde daha az ya da daha ¢ok fragment olusabilir, bdylece kesim sonucu
olusan fragmentlerin uzunluk ve sayisim1 karsilastirarak farkli alt gruplara ait mtDNA
farklilig1 ortaya konulabilmektedir.

PZR-KPUP giivenilir, uygulanmasi kolay, diger baz1 tekniklere goére daha ucuz, hem
de ¢ok kisa siirede ¢ok fazla 6rnegin calisilabilmesi ac¢isindan daha avantajlidir. Dizi analizi
kadar olmamakla birlikte taksonomik siniflandirmada mtDNA’nin KPUP metodu ile
calisilmas1 A. mellifera wklan icin olduk¢a agiklayici sonucglar vermistir. PZR-KPUP
metoduna dayanarak Apis mellifera alt tiirleri arasindaki mtDNA varyasyonunu belirlemek
icin yapilan arastirmalar Cizelge 1.5’de 6zetlenmistir (Sheppard ve Smith 2000).

mtDNA genomunun farkli restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesim sonucu olusan
farkli bant profillerinin karsilastirilmasina iligskin ilk caligmalar, PZR teknigi kullanilmadan
dogrudan KPUP teknigi kullanilarak tiim mtDNA genomuna yonelik olarak yapilmistir. Bu
ilk arastirmalardan birinde Avrupa bal arilart (A. m. ligustica, A. m. caucasica, A. m.
carnica)’nin mtDNA genomu 7 farkli restriksiyon endoniikleaz enzimi (Kpnl, Accl, BamH-I
Pst-1, Hind-111, EcoR-1, Bgl-I) ile kesilerek bu irklarin s6z konusu enzimlere iliskin kesim
bolgeleri bakimindan farkli olup olmadigi arastirilmistir. Bgl-I hari¢ diger tiim enzimlerin
olusturdugu kesim oriintiisiiniin iic Apis mellifera irkinda da aym oldugu goriilmiistiir. Yalniz
BglI-1 enzimi ile kesim sonucu A. m. caucasica’da 4 bant olusurken digerlerinde iki bant 2
bant olusmustur (Moritz ve ark. 1986).

flerleyen yillarda PZR tekniginin gelistirilmesiyle birlikte tiim mtDNA genomu
degilde genom iizerindeki bazi gen diniteleri ¢alisilmaya baslanmistir. Bu gen iiniteleri
arasinda arastiricilarin en fazla tercih ettigi gen bolgelerinden bazilart Ribozomal DNA’nin
biiyiik alt iinitesi (I-sSRNA), Sitokrom Oksidaz-I geni (COI), Sitokrom Oksidaz-b geni (Cyz-b)
ve Malatdehidraz-2 geni (ND2) gen iiniteleri ve COI-COII (protein kodlamayan gen bolgesi)
gen bolgesi olmustur ( Hall ve Muralidharan 1989, Crozier ve ark. 1991).
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Cizelge 1.5. Apis mellifera populasyonlarinda mtDNA ve PZR-KPUP tekniklerine
dayanilarak yapilan arastirmalar

Arastiricilar Ornegin alindig1 Ulke Irka Koloni Calisilan Uygulanan yontem
sayis1 gen
Moritz ve ark. Avusturalya A.m.ligustica 3 mtDNA KPUP(7 enzim)
1986 Avusturalya A. m. carnica 3
Avusturalya A. m. caucasica 3
Smith 1988 Amerika Avrupa kok. bal arilar 3 mDNA KPUP(1lenzim)
Brezilya Afrika kok. bal arilar 5
Meksika Afrika kok. bal arilari 2
Fransa A. m. mellifera 2
Rusya A. m. caucasica 1
Almanya A. m. carnica 2
Almanya A.m.ligustica 2
Almanya A.m.capensis 2
Smith ve Amerika Avrupa kokenli 3 mtDNA KPUP(10 enzim)
Brown 1988 Brezilya Afrika kokenli 5
Hall ve Amerika Avrupa kokenli 20 mtDNA KPUP(EcoRI ve Bgl-1I)
Muralidharan | Meksika Avrupa kokenli 6
1989 Meksika Afrika kokenli 19
Venezuela Afrika kokenli 10
Kosta Rika Afrika kokenli 3
Giiney Afrika A.m.scutellata 10
Smith ve ark. Norveg, 1sveg:,Danimarka, Fransa | A. m. mellifera 22 mtDNA KPUP(15 enzim)
1989 Avusturya,Slovenya,Crotisa, A. m. carnica 17
Almanya. A.m.ligustica 9
Italya A.m.scutellata 19
Giiney Afrika Afrika kokenli 39 mtDNA KPUP(EcoRI ve BgI-1I)
Meksika Afrika kokenli 10
Venezualla Afrika kokenli 10
Brezilya
Smith ve Avusturya, Slovenya, Crotia A. m. carnica 15 mtDNA KPUP(15 enzim)
Brown 1990 Norveg, 1sveg:, Danimarka, A. m. mellifera 9
Cornuet ve ark. A. m. mellifera Protein Niikleotit dizi analizi
1991 A. m. carnica kodlamayan
A. m. caucasica gen bolgesi
A.m.capensis
A.m.ligustica
Crozier ve ark. Afrika kokenli ve Cyt-b KPUP (BgI-1I)
1991 afrika kokenli
olmayan
Hall ve Smith | Italya A.m.ligustica 18 Is rRNA, PZR-KPUP(EcoR]I,
1991 Avustuya, Slovenya A. m. carnica 14 COlI, Hincll, Xbal)
Rusya A. m. caucasica 2 COI-COoll
Norveg,isveg, Danimarka, Fransa | A. m. mellifera 11
Ispanya A.m.iberica 28
Giiney Afrika A.m.scutellata 52
Giiney Afrika A.m.capensis 4
Garnery ve Fransa A. m. mellifera 19 mtDNA,COI | PZR-KPUP(16 enzim),
ark. 1992 Avusturya A.m.canica 6 -con Niikleotit dizi analizi
Kafka daglari A. m. caucasica 3
Italya A.mligustica 9
Morocca, Algeria. A.m.intermissa 3
Giiney Afrika A.m.capensis 1
Ispanya A.m.iberica 15
Malawi A.m.monticolo 9
Malawi A.m.scutellata 2
Congo A.m.adansoni 1
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Arastiricilar Ornegin alindig1 Ulke Irka Koloni Cahsilan Uygulanan yontem
sayis1 gen
Garnery ve Skandinavya, Ingiltere,Fransa A. m. mellifera 138 COI-Coll PZR-KPUP (Dral)
ark. 1993 Ispanya A.m.iberica 75
Italya (Sicilya) A.m.sicula 2
Algeria, Morocco A.m.intermissa 6
Giiney Afrika,Malawi A.m.scutellata 22
Malawi A.m.monticola 11
Kongo A.m.adansoni 2
Kafkas daglari A. m. caucasica 3
Italya A.m.ligustica 12
Iran A. m. meda 2
Avusturya, Macaristan, Isvicre A. m. carnica 4
Tiirkiye A. m. anatoliaca 2
Meixner ve Italya A.m.ligustica 10 mtDNA PZR-KPUP(5enzim)
ark. 1993 Avusturya,Slovenya A. m. carnica 42
Italya Hibrid 10
Moritz ve ark. | G. Afrika, A.m.scutellata ve 102 COI-Ccoll PZR-KPUP (Dral)
1994 G. Afrika A.m.capensis
Garnery ve Ispanya A.m.iberica 173 COI-Coll PZR-KPUP(Dral)
ark. 1995 Moroco A.m.intermissa, 192
Moroco A.m.major ve
Moroco A.m.sahariensis
Arias ve Avusturya Slovenya A. m. carnica 2 t(RNA™ ve Niikleotit dizi analizi
Sheppard 1996 | Italya A.m.ligustica 3 ND2
Yunanistan A.m.macedonica 2
Fransa, Ispanya ve Norveg A. m. mellifera 3
Suriye A. m. meda 2
Nijerya,Senegal A.m.adonsoni 2
G. Afrika A.m.capensis 1
Portekiz A.m.iberica 2
Morocco A.m.intermissa 2
Misir A.m.lamarcii 2
Kenya A.m.monticola 2
Morocco A.m.sahariensis 2
Kenya, G.Afrika A.m.scutellata 2
Italya(Sicilya) A.m.sicula 2
Sheppard ve Avusturya, Slovenya A. m. carnica 16 mtDNA KPUP (EcoRI, Hinfl)
ark. 1996 Italya A.m.ligustica 11
Fransa, Norveg A. m. mellifera 14
Portekiz, Ispanya A.m.iberica 46
Morocco A.m.intermissa 23
Misir A.m.lamarckii 25
Kenya A.m.monticola 10
Morocco A.m.saharensis 11
Kenya A.m.scutellata 16
Smith ve ark. | Tiirkiye Anadolu bal arilar1 65 Is rRNA, PZR-KPUP
1997 COl,
COI-Coll
,Cytb
Sinacori ve Italya A.m.sicula 16 mtDNA KPUP(EcoRI)
ark. 1998
Harizanis ve Girit A.m.adami Is rRNA, PZR-KPUP
Bouga 2001 COI
Palmer ve ark. | Tiirkiye Anadolu bal arilar1 110 Is rRNA, PZR-KPUP
2000 COl,
COI-Coll
,Cytb
Bouga ve ark. | Yunanistan A.m.macedonica Is rRNA, PZR-KPUP
2005 Giiney Kibris A.m.cecropia COl,
Ege adalan A.m.adami ND5
A.m.cypria
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Arastiricilar Ornegin alindix Ulke Irka Koloni |~ Cahgilan Uygulanan yontem
sayis1 gen
Kandemir ve Tiirkiye Anadolu bal arllan mtDNA PZR-KPUP COI-
ark. 2006a COIl/Dra
COV/Hinf,Taql
Kandemir ve Kibris A.m.cypria ND2, COI- PZR-KPUP
ark. 2006b COoIl
Kandemir ve Etiyopya, A.m.scutellata Cytb/Bglll, PZR-KPUP
ark. 2006¢ A.m.yemenitica COV/Hinfl
A.m.monticola
Misir, A..m.lamarcii
Suriye, A.m.syriaca
fran. A.m.meda
Kibris, A.m.cypria
Tiirkiye A.m.anatoliaca

PZR temeline dayanan KPUP metodunun Apis mellifera mtDNA’sina ilk uygulandigi
calismalardan birinde de Smith ve ark. (1989), neotropikal Afrika arilarinda IrRNA/EcoRI
kesim sitesini arastirmiglardir. Smith’in bu ¢alismasindan sonra Hall ve Smith, (1991) hem
Avrupa hem de Afrika bal arilarinda IrRNA/EcoRI kesimini ayrica COI/Hincll ve COI-
COIl/Xbal kesim bolgelerini arastirmiglardir. Bu caligmalar sonucunda: I'RNA/EcoRI kesim
bolgesinin yalnizca Dogu Avrupa arilarinda, COI/Hincll kesim bolgesinin de yalnizca Bati
Avrupa arilarinda oldugu goriilmiistiir. COI-COIl/Xba-1 kesimi sonucunda ise Dogu Avrupa,
Bati Avrupa ve Kuzey Afrika arilarinda farkli kesim Oriintiileri olustugu bildirilmistir. Dogu
Avrupa arilarinin bir grubunda 848 bp, diger grubunda 195 ve 649 bp uzunlugunda iki bant,
Kuzey Afrika arillarinda (iberica, intermissa) 918 bp uzunlugunda tek bir bant goriilmiistiir.
Bati Avrupa arilarinda da 918 ve 1118 bp uzunlugunda iki farkli kesim Oriintiisii olugsmustur.
Bu calisma kapsaminda Dogu Avrupa bal arilarinda goriilen iki farkli kesim oriintiisiiniin
hibridizasyonun degil dublikasyonun bir sonucu oldugu belirtilmistir. Nitekim daha once dizi
analizi yapilan COI-COII gen bolgesinin baz1 gen iinitelerinin insersiyonu ve delesyonuyla
olustugu bildirilmisti (Cornuet ve ark. 1991b),

Diger bir calismada ise Crozier ve ark. (1991), Avrupa ve Afrika arilarinin mtDNA
genomunda Cytb/Bg/lIl kesimini aragtirmislardir. Bu calismada Afrika arilarinin Cytb geninde
BglII resitriksiyon enziminin tanima bolgesinin bulunmadigi buna karsilik Avrupa arilarinda
bulundugu belirlenmistir. Bu sonuca gore Amerika’daki Apis mellifera populasyonun yapisi
degerlendirilmistir. Arastirmada incelenen Ornekler arasinda kesim bolgesi tasimayan
orneklerin bulunmasi Afrikalilagmanin isareti olarak gosterilmistir (Cizelge 1.6.).

Bu calismada Tiirkiye’nin Apis mellifera populasyonundaki varyasyonu belirlemek
icin tercih edilen COI (oksidasyondan sorumlu sitokrom oksidaz geni) ve 16s rDNA
(ribozomal DNA’n1n biiyiik alt iinitesidir ) gen bolgelerinin Crozier ve ark. (1991) tarafindan

niikleotit dizi analizi yapilmistir. Bundan sonra bir¢ok arastirici (Garnery ve ark. 1992, 1993,
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Smith ve ark. 1997, Palmer ve ark. 2000, Kandemir ve ark. 2006a,b,c) tarafindan bu gen
bolgelerinin niikleotit dizilimi géz 6niinde tutularak PZR-KPUP metodu ile farkli restriksiyon
endoniikleaz enzimlerinin meydana getirdigi kesim oriintiileri incelenmistir. Bu incelemelerin
ortak sonucu olarak bu gen bolgelerindeki bazi kesim sitelerinin yalmizca Afrika, bazi kesim
sitelerinin ise yalnizca Avrupa haplotip gruplarina 6zgii oldugu agiga cikarilmistir (Cizelge
1.6.).

COI gen bolgesinde Hincll resitriksiyon endoniikleaz enziminin kesim sitesi bulunan
mtDNA haplotipleri bati Avrupa orijinli (M); IsrRNA gen bolgesinde EcoRI kesim sitesi
tastyan mtDNA haplotipleri dogu Avrupa orijinli olarak tanimlanirken; COI ve Is rDNA gen
bolgelerinde bu resitriksiyon enzimlerinin tanima bolgelerine rastlanmayan bal arilar1 Afrika
orijinli olarak tanimlanmistir. COI-COIl/Dral kesiminde ise alt tiirler arasinda ¢ok farkli

kesim oOriintiileri olustugu gozlenmistir (Pinto ve ark. 2003).

Cizelge 1.6. PZR-KPUP teknigine dayanarak iic ana mtDNA haplotip grubunun tanimlanmasi

PZR Bél. RESlt.rlk. Kesim bol. Kesim bol. Arastirict
Enzim Bulunan Bulunmayan
Cyt-b Bglll Afrl}l::r?;ﬂarl Afrika arilar1 Crozier ve ark. 1991
IrRNA “EcoRI Dogu Avrupa Bati Avrupa Hall ve Smith 1991
arilari
col Hincll Bati Avrupa Dogu Avrupa | Hall ve Smith 1991
arilari
Dogu Avrupa .
COI Xbal Bat1 Avrupa Hall ve Smith 1991
arilari
COI Hinfl A.m.lamarcii Diger gruplar Nielsen ve ark. 2000
COI-coll °Dral 60 farkli mtDNA haplotipi var. Garnery ve ark. 1993

a) Bazi1 A.m.ligustica varyetelerinde olmadig: belirlenmistir.
b) Tiim mtDNA haplotip gruplarinda ve grup ici alt tiirlerde farkli bir kesim oriintiisii olusturmaktadir

1.3. Mitokondiriyal DNA (mtDNA)

Mitokondri Okaryotik hiicrelerde aerobik solunumdan sorumlu organeldir. Bu
organeller hiicre c¢ekirdeginden ayr1 olarak kendilerine 06zgii DNA igerirler. Hiicre
cekirdeginde yalmizca tek bir nDNA bulunurken mitokondri igerisinde birka¢ kopya mDNA
bulunmaktadir.

Insan, hayvan ve bocek mtDNA’lar1 yaklasik olarak 16.000-17000 bp uzunlugunda
halkasal molekiildiir. Bu tiirlerde mtDNA’nin 13 protein kodlayan gen (bazen 12) bolgesi, 22
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tRNA geni ve 2 adet Ribozomal DNA (16S ve 12S) geni ve protein kodlamayan yalnizca
replikasyon orijini iceren bazi gen bdlgeleri (noncoding)’nden olustugu bilinmektedir
(Anderson ve ark. 1982)

Memeli hayvanlarin mtDNA genomu genetik ekonomiye iyi bir Ornektir. Niiklear
DNA’dan farkli olarak genler arasinda ya ¢ok az kodsuz bolge bulunur ya da hi¢ bulunmaz.
Maya mtDNA’smin sitokrom-b geni 5 intron bolgesi icerirken insan ve hayvan mtDNA’sinda
intron bolgesine rastlanmamaktadir. Yalmz replikasyonda H-zincirinin baslangi¢ bolgesi ve
transkripsiyon icin promotor yeri olan D-loop bélgesinde biiyiikk bir kodsuz bolge
belirlenmistir. Kodlanamayan bolgeler (noncoding bdlgeler:Pseudogenler) niikleotit sirasi
bakimindan fonksiyonel gene c¢ok benzerler. Fakat protein kodlamayan gen bolgeleri
(pseudogenler)’nde durdurma (stop) ve anlamsiz kodonlar, kiiciik delesyon ve insersiyonlar
bulunur. Bundan dolay1 bu bolgeler protein kodlamazlar (Klug ve Cummings 2002).

Apis mellifera wklarinin mtDNA genomunda da replikasyon orijinin, protein
kodlanamayan bdolge (pseudogen) olarak belirtilen COI-COIl gen bolgesinde oldugu
bildirilmistir (Crozier ve Crozier, 1993). Replikasyon orijini omurgali mtDNA’smin yalnizca
agir zincirinde yer alirken, Apis mellifera ve Drosophila yakuba’nin her iki zincirinde bulunur
(Brown 1985, Wolstenholme ve ark. 1987).

Apis mellifera mtDNA’s1 ile farkli tiirlerin mtDNA’lar1 arasinda protein kodlayan

genler ve bu genlerin diizeni bakimindan ¢ok az farkliliklar vardir (Cizelge 1.7.).

Cizelge 1.7. Insan, maya, misir, Drosophila ve bal arist mtDNA’larinin tasimis olduklar
genler

Gen Uriinleri Insan Maya Misir Drosophila Bal aris1
IrDNA + + + + +
stDNA + + + + +
5srDNA - - + - -
tRNA 22 25 ? 22 22
Replikasyon orijini(D-loop, SL) 2 7 ? + +
Sitokrom oksidaz(COI,COII,COIII) + + + + +
Apositokrom-b(Cyt-b) + + + + +
NADH-dehidrogenaz(6 alt birim) + ? ? + +
ATP sentetaz (6, 8ve 9) +* + + +* +*

+:var, -:yok, *: altbirim 9 yok. Ayrica mayalarda bazt RNAase genleri var (Topaktas 2004)
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NADH-dehidrogenazin alt birimleri’nin genleri sitrik asit dongiisii sirasinda eksprese
olurlar. Enerjice zengin molekiillerdir ve yiiksek transfer potansiyeline sahip birer ¢ift
elektron tasirlar. Kreps dongiisiiniin sonunda NADH, mitokondrilerin i¢ zarinda bulunan
elektron tasima sisteminde oksijen tarafindan oksitlenirler. Bu sirada agiga c¢ikan enerji
oksidatif fosforilasyon ile Adenozin Tri Fosfat (ATP) yapimim saglar. Cyt-b (Apistokrom b),
COl, COIl, COIII ( Sitokrom oksidaz I’den III’e kadar olan alt birimlerin genleri) hem grubu
iceren proteinlerdir. Solunum enzimleri olarakta bilinirler. IrDNA, ribozomal DNA genin
biiyiik alt tinitesi, S'tDNA geni ise kiiciik alt iinitesinin genleridir. ATPaz 6, 8 ve 9, ATP
sentetaz kompleksinin 6, 8 ve 9. alt birimlerinin genleridir. D-loop LSH, H ipliginin
sentezinin baslama noktasi; SL ise L ipliginin sentezinin baslama noktasidir (Giinalp ve ark.
1986).

mtDNA’da niiklear DNA (nDNA)’da oldugu gibi histon gibi koruyucu proteinleri
yoktur. Ayrica etkili bir tamir mekanizmasindan da yoksundurlar. Bu nedenle mtDNA
mitokondrinin i¢ zarinda meydana gelen oksidatif fosforilasyon sonucu olarak ac¢iga c¢ikan
oksijen radikalleriyle dogrudan iliski igerisindedir. Oksidatif fosforilasyon sonucu ig
membranda meydana gelen oksijen radikalleri alkilleyici ajanlardir. Bunlarin etkisiyle
meydana gelen O6-metilguanin, Timinle (T) eslesme 6zelligi gosterir. Bunun sonucu olarak
C:G ciftleri T:A ciftleri ile yer degistirir. Tamir mekanizmasi islevsel olan hiicrelerde
mutasyonun tamirinden sorumlu O6-metil transferaz enzimi metil grubunu bir sistein yan
zincirine tasir ve hiicre membranindan uzaklastirir. Bu enzim kendi kendini yok eden enzim
olarak da bilinir. Ciinkii enzim metil grubunun son alicisidir ve gorevini yaptiktan sonra

inaktif olur (Daly 1985, Giinalp ve ark. 1986, Crozier ve Crozier 1993).

1.3.1. Nicin mtDNA?

mtDNA’nin yiiksek kopya sayisina sahip olmasi onun en 6nemli 6zelliklerinden
birisidir. Hiicre cekirdeginden farkli olarak her bir mitokondri organeli birka¢ kopya mtDNA
icerir. Dolayisiyla molekiiler genetik ¢alismalar i¢in hayvansal dokulardan yeterince mtDNA
izole etmenin miimkiin oldugu bildirilmistir (Rokas ve ark. 2003).
Molekiiler teknikler ile yapilan ¢alismalarda mtDNA’nin tercih edilmesinin bir diger nedeni
boyutunun kii¢iik olmasidir. Simdiye kadar izole edilerek calisilan mtDNA genomlarinin
14.000 -39.000 bp arasinda degistigi goriilmiistiir (Smith 1991).

mtDNA genomu sadece bocekler arasinda degil tiim hayvanlar alemi igerisinde dnemli

benzerlikler gostermektedir (Crozier ve Crozier 1992). Ayrica mtDNA niiklear DNA gibi

40



kodlanmayan gen bolgeleri (Intron bolgeleri) icermediginden farkli tiirler arasinda mtDNA
genomu bakimindan karsilagtirma yapilmasi daha kolaydir (Brown 1985).

mtDNA’nin gen igerigi ve diizeni bakimindan da evrim ¢alismalar1 i¢in ¢ok Onemli
avantajlara sahip oldugu belirlenmistir. Genellikle ayn1 taksonomik sinifta yer alan canlilarda
protein kodlayan genlerin genom iizerindeki yerlerinin baz tiirler arasinda degistigi bazi tiirler
arasinda ise ayn1 oldugu goriilmiistiir. Hatta birbirlerinden ge¢ donemlerde ayrilarak meydana
gelen farkl tiir ya da alt tiirler arasinda cogu gen bolgeleri i¢in niikleotit diziliminin bile ayn1
oldugu tespit edilmistir (Moritz ve ark. 1986, Crozier ve Crozier 1992, 1993, Crozier ve ark.
1991).

mtDNA’nin dstiinliigtinii ortaya koyan bir diger faktorde mtDNA iizerindeki bir
bolgenin evrimlesme hizidir. mtDNA’nin farkli gen bolgelerinin evrimlesme hizlar farklidir.
Bu nedenle farkl tiir ve alt tiirlerin olusumu ve birbirleriyle iligkisini arastiran filogenetik
calismalarda olduk¢a sik kullamlan iyi bir genetik aractir Omurgasiz hayvanlarin
mtDNA’larinda A+T niikleotitleri bakimindan zengin protein kodlamayan gen bolgeleri ¢ok
hizli evrimlesirken COI, COII ve rRNA gen bolgeleri ¢ok yavas evrimlesir. mtDNA {izerinde
hizli evrimlesen gen bolgeleri (COI-COIl: protein kodlamayan gen bdlgesi) ancak
evrimlesmenin baslangicindaki tiirleri birbirinden ayirmakta faydaliyken, ¢ok iyi korunan
(yavas evrimlesen ) gen bolgeleri tiirlerin ¢ok eskiye dayanan ge¢misini arastirmak icin
faydalidir (Smith ve ark.1991).

Populasyon biyolojisi ¢alisan arastirmacilar agisindan mtDNA’nin en énemli 6zelligi
ise maternal kaliim materyali olmasidir. Ozellikle bal arilariin mtDNA varyasyonu
bakimindan arastirilmasi bu 6zellik nedeniyle ¢ok yararli sonuclar vermektedir. Ciinkii
kolonideki tiim yavrular kralice artya ait ayn1 mtDNA’y1 tagirlar. Ayrica mtDNA’nin anneden
gelen kalinm materyali olmasi ve rekombinasyon gecirmemesi (bitki mtDNA’s1 harig)
nedeniyle hibrit bireylerin orijinlerini caligmak i¢in ¢ok uygun bir tanimlayici genetik
materyaldir (Lansman ve ark. 1983, Brown 1985, Gyllensten ve ark. 1985, Hall ve
Muralidharan 1989, Smith ve ark. 1989).

1.3.2. Apis mellifera mtDNA’s1

Apis mellifera tirli, Drosophila yakuba’dan sonra mtDNA materyali hakkinda en fazla
arastirma yapilan bocek grubudur. Ayni zamanda protein elektroforezi araciliiyla alloenzim
polimorfizmi calisilan ilk organizmalar arasindadir (Mestriner 1969, Mestriner ve Contel

1972, Briickner 1974 ).
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Apis mellifera  mtDNA’simin  niikleotit diziliminin c¢ikarilmasimna yonelik ilk
calismalarda tiim genomun degil yalnizca belirli bazi gen bolgelerinin dizi analizi yapilmstir.
Bu ilk calismalarda niikleotid dizi analizi yapilan gen bolgeleri sunlardir: IrRNA (Vlasak ve
ark. 1987), Cyt-c (COI, COII) ve 4 farkli tRNA geni (Crozier ve ark.1991), protein
kodlamayan gen bolgesi (COI-COII) (Cornuet ve ark. 1991b), ATPase ve Cyt-b genleri
(Crozier ve Crozier, 1992). Daha sonra Crozier ve Crozier (1993), tim mtDNA genomunun
niikleotit dizilimini belirleyerek Drosophila yakuba ve diger bazi boceklerin mtDNA’s1 ile
karsilastirmiglardir.

Apis mellifera mtDNA’s1 yaklasik olarak 16.000-17.000 bp uzunlugunda halkasal bir
molekiildiir. Bu organel 13 protein kodlayan gen bolgesi (NDI-ND6, Cyt-c (COI, COIII,
COIID), Cyt-b, ATPase-6,8, ND4L), 22 tRNA geni, 2 adet rDNA geni ve protein kodlamayan
(noncoding) yalnizca replikasyon orijini iceren gen bolgeleri (COI-COIl)’nden olugmustur

(Smith ve Brown 1988, Smith 1991; Crozier ve Crozier 1992) (Sekil 1.7.).
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Sekil 1.7. Apis mellifera mtDNA’s1
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COlI, COII, COII genleri Cytochrom-b ve ATP,—6 ve ATP,-8 gen bolgelerinin
Drosophila yakuba mtDNA’s1 ile benzer pozisyonlarda oldugu goriilmiistiir. Yalniz 22 tRNA
geninden 11’inin farkli pozisyonda oldugu ve yalmzca iki tRNA genin Drosophila
yakuba’dan farkli bir antikodon tasidigi belirlenmistir. Ayrica protein kodlayan genler,
ribozomal riboniikleotit asit (rRNA) genleri ve kontrol bolgelerine iliskin niikleotit dizilimi
bakimindan da Drosophila yakuba ile benzer oldugu goriilmiistiir. I'RNA geni ve srRNA gen
bolgeleri niikleotit dizilimi bakimindan sirasiyla %71,5 ve %68,3 diizeyinde Drosophila
yakuba ile benzer bulunmustur (Crozier ve Crozier 1993). Dolayisiyla IrRNA gen bolgesinin
¢ok yavas evrimlesen bir gen bolgesi oldugu goriilmektedir.

Apis mellifera’da ¢ogu gen bolgelerinin ortak replikasyon ve ortak sonlanma
bolgelerine sahip oldugu, bazi genlerin tamamlanmamis durdurma (stop) kodonu (T ve TA)
nedeniyle poliadenilizasyon kuyrugu (pAAAAA) ile sonlandig1 belirlenmistir. COI ve COII
gen iinitelerinin her ikisi de tamamlanmamis terminasyon kodonlar1 (T bazi) icerir ve
translasyon poliadenilizasyon kuyrugu ile sonlandirilir. Tiim protein kodlayan genlerin
baslangic kodonlarinin metionin (ATG, ATA) ve izol6sin (ATC, ATT) aminoasitleri oldugu,
bitis kodonlarinin da TAA oldugu belirlenmistir. COI ve COII gen bolgeleri arasinda yer alan
tRNA [, ve tRNA,,,, tiniteleri ayni stop kodonuna (TAA) sahiptir. Ayrica ND2 ile tRNA_y, ve
ATPy.-8 ile ATP,.-6 bolgelerinin de birbirleriyle oOrtiistiigii goriiliir. Bu gozlemler Apis
mellifera da polisistronik translasyonun s6z konusu oldugunu gostermektedir (Wolstenholme
1992). Bir gen iinitesi igerisinde diger bir genin baslangi¢ (promotor) bolgesi bulunan
genlerde bu tip translasyon soz konusudur. Gen iiniteleri birbirleri ile cakistigi i¢cin de
translasyonun sonlanmasi poliadenilazasyon kuyrugu ile olmaktadir (Crozier ve Crozier,
1993).

Niikleotit dizi analizi sonucunda Apis mellifera mtDNA’sinin A+T bazlarinca bir hayli
zengin (%43.2 A, %41.7 T, %5.5 G ve %9.6 C) oldugu ve A,T bazlarimin daha ¢cok A+T
zengin gen bolgesinde ve COI-COIl (noncoding=pseudogen) bolgesinde yogunlastig
belirlenmistir. Diger tiirlere gore Apis mellifera mtDNA’sinda A+T bazlarinin daha fazla
olmasinin iki nedenden kaynaklanabilecegi belirtilmistir: Bunlardan biri mitokondrinin
fonksiyonu nedeniyle olusan alkilleyici ajanlarin, O6-metilguanin mutasyonlarina neden
olmasi ve bu tip mutasyonlara kars1 islev goren DNA tamir mekanizmasi (metil-
transferaz) nin islevsel olmamasi1 (mitokondri igerisine tasinamamasi)’dir. Digeri ise Apis
mellifera’da transversiyon tipindeki mutasyonlara kars1 daha fazla egilim olmasidir (Crozier
ve Crozier, 1993). Diger tiirlerde daha ¢ok transisyon tipi mutasyonlara egilim vardir.

Transisyon tipi mutasyonlarda Piirinler (A,G) piirinler ile, primidinler (C,T) primidinler ile
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yer degistirirken, transversiyon tipi mutasyonlarda ise piirinlerin primidinler ile ya da
primidinlerin piirinler ile yer degistirmesi sdz konusudur. Dolayis1 ile transversiyon tipi
mutasyonlar yiliksek oranda A=T ciftinin olusumuyla sonuglanacaktir. Diger taraftan O6-
metilguanin’in timinle eslesme o©zelligi de yine ayni sekilde A=T ciflerinin artisiyla
sonuglanacaktir (Klug ve Cummings 2002).

Yapilan arastirmalarda COI-COII gen bolgesi Apis mellifera alt tiirleri arasinda gerek uzunluk
gerekse gen iinitelerinin kombinasyonu (Q, PQQ, PQQQ) bakimindan diger gen bolgelerine
gore 6nemli derecede varyasyon gostermistir. Bu bolgeye iliskin Cornuet ve ark. (1991) nin
ayrintili incelemeleri sonucu COI-COIl gen bolgesinin %92 oraninda AT niikleotidleri
bakimindan zengin oldugu, DNA helix yapisinin bu bolgede stabilitesinin diisiik oldugu ve bu
gen bolgesinin bazi gen {initelerinin insersiyonu veya delesyonu ile meydana gelmis oldugu
belirlenmistir. Dolayisiyla bu 6zellikler nedeniyle replikasyon orijinin bu bolgede olabilecegi
belirtilmistir. Bu bolgenin sekonder yapisinin sag¢ tokasi seklinde olmasi ve D-loop bolgesi

iceriyor olmas1 da bu diisiinceyi destekler nitelikte bulunmustur (Crozier ve Crozier 1993).

1.3.3. mtDNA genomundaki farklihga gore bal aris1 wrklarimin evrimsel tarihi ve

filogenetigi

mtDNA’nin yalnizca belli bir gen bolgesinin incelenmesine yonelik arastirmalarda
mtDNA genomunun protein kodllamayan COI-COIl gen bolgesi hem Apis tiirleri (A.
mellifera, A. cerana, A. flora, A. dorsata, Bombus leucorum), hem de Apis mellifera rklarn
arasindaki filogenetik arastirmalar i¢in en ¢ok tercih edilen ve en fazla varyasyonun
gozlendigi gen bolgesi olmustur. Bu gen bolgesi morfometri ve alloenzim varyasyonu
bakimindan birbirine ¢ok yakin oldugu belirlenen Apis mellifera ile Apis cerana’nin genetik
yakinhigin1 ve Apis mellifera’nin cografik orijinini belirlemek acisindan son derece yararh
sonuclar vermistir.

Smith ve ark. (2000), Kore, Filipinler, Cin, Hindistan, Japonya’da dogal olarak
yayllmis olan Apis cerana ve Apis mellifera mtDNA’sinin COI-COIl gen bolgesini
karsilastirmal1 olarak incelemislerdir. Hindistan ve Srilanka’da yayilmis olan Apis cerana’nin
COI-COII gen bolgesi diger bolgelerde yayilmis olan Apis cerana’ninkine gére hem daha
uzun hem de AT niikleotitleri bakimindan daha zengin (Apis mellifera’da oldugu gibi) ve
sekonder yapis1 bakimindan Apis mellifera’nin COI-COII gen bolgesine son derece benzer
bulunmustur. Buna karsilik Kore ve Flipinlerde COI-COII gen bolgesinin yok denecek kadar

kisa oldugu goriilmiistiir. Cin’deki Apis cerana populasyonlarinin aragtirilmasina yonelik

44



diger bir calismada da (COI-COIl/Dral kesimi ve ND2 gen bolgesinin niikleotit dizi analizi
yapilmis) Cin populasyonu Hindistan ve Sirilanka populasyonunda oldugu gibi Asya tipi
mtDNA haplotipi gostermistir (Tan ve ark. 2006).

Smith (1991)’in yaptig1 bir arastirmaya gore A. mellifera, A. cerana, A. florea, A.
dorsata  ve Bombus leucorum’un tRNA'"'-COIl gen bolgesinin niikleotit dizisi
karsilastirildiginda A. mellifera ve A. cerana, 3’-COl, tRNA™ gen bolgelerine homolog ekstra
bir bolge ile diger bal ansi tiirlerinden ayrilmustir. Bu arastirmada COI ve tRNA™ gen
bolgesinin duplikasyonu A. mellifera ve A. cerana tirlerinin ortak o©zelligi olarak
belirlenmistir. Bu bakimindan A cerana’ya en yakin Apis mellifera grubunun ise Dogu
Akdeniz grubu (A. m. ligustica, A. m. caucasica, A. m. carnica ve A. m. lamarckii) oldugu
belirtilmistir (Cornuet ve ark. 1991). Ayrica Dogu Akdeniz (Dogu Avrupa) grubundaki Apis
mellifera alt tiirlerinin ve Apis cerana’nin COI-COII gen bolgesi diger gruplardan daha kisa
bulunmustur (Smith 1991). mtDNA varyasyonuna gore belirlenen bu arastirma sonuglar
Ruttner (1988a)’in  Apis mellifera’nin  orijini  ve yayilmasina iliskin hipotezini

desteklemektedir (Cizelge 1.8.).

Cizelge 1.8. Apis mellifera irklarinin mtDNA biiyiikliigtine gore siniflandiriimasi

Apis mellifera tiir ve Bcl kesimi sonucu
irklart Uzunluksinift | gNAS -cOIL

A.cerana
A. mellifera

9]

1.05 kb

ligustica

carnica

caucasica

lamarcii

intermissa 1.14 kb

scutellata

unicolor

mellifera

intermissa 1.32 kb

scutellata
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mellifera
scutellata XL 1.56 kb
mellifera XL
scutellata XXL 1.86 kb

Smith (1991)
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mtDNA varyasyonuna gore bal arilar1 (Apis mellifera) arasindaki filogenetik iliskiyi
ortaya koymak icin yapilan ilk caligmalarda tiim mtDNA genomunun farkli restriksiyon
enzimleri ile kesimi sonucu olusan farkli bant profilleri karsilastirilirmistir (Moritz ve ark
1986; Sheppard ve Berlocher 1984a, Sheppard ve ark. 1991a,1991b, 1997). Daha sonraki
yillarda ise mtDNA’nin tamami degil de yalmzca belli bir gen bolgesinin restriksiyon
enzimleri ile kesimi sonucu olusan farkli bant profillerinin karsilastirilmasina dayanan
arastirmalar yapilmistir (Moritz ve ark. 1986, Cornuet ve Garnery 1991, Garnery ve ark.
1991, 1992, 1993, Arias ve Sheppard 1996). Bunlarin yani sira mtDNA’nin bazi1 gen bolgeleri
(ND2, COI-COIl)’nin niikleotit dizi analizi yapilarak, mikrosatellit bolgeleri incelenerek
(Garnery ve ark. 1992, Estoup ve ark. 1995a,b,c, Frank ve ark. 1998) ve AFLP ve RAPD
teknikleri kullanilarak, bal arilarinin genetik varyasyonu arastirillmig ve bulunan
farkliliklardan bal arilarinin evrimsel tarihi hakkinda yorumlar yapilmistir.

Smith (1991)’in, bildirdigine gore Ruttner’in morfolojik karakterlere dayanarak
tammlamis oldugu 24 Apis mellifera alt tiiriinden 10’unun (Danimarka, Norveg, Fransa, Isveg
ve Avusturya’dan A. m. mellifera; Almanya, Avusturya ve Yugoslavya’dan A. m. carnica,
Italya’dan A. m. ligustica, Giircistan’dan A. m. caucasica; Ispanya’dan A. m. iberica,
Misir'dan  A.  m. lamarckii, Madagaskar’dan A. m. unicolor ve Giiney Africa
Cumbhuriyeti’nden A. m. scutellata ve A. m. capensis) mtDNA genomunun 6-bazlik 6zel
dizileri tamiyan 16 farkli resitriksiyon endoniikleaz enzimi ( Accl, Afl 11, Aval, Bcll, BgIll,
EcoO, EcoRl, EcoRV, Hindll, Hindlll, Ndel, Pstl, Pvull, Spel, Xbal ve Xhol) ile olusturdugu
kesim Oriintlisii incelenmis ve s0z konusu enzimlere ait kesim sitelerinin goreceli
pozisyonlaria gore Apis mellifera’nin mtDNA genom haritas1 olusturulmustur (Smith ve

Brown 1988, 1990; Smith 1991) (Sekil 1.8.).
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Sekil 1.8. mtDNA’nin Resitriksiyon Endoniikleazlar ile kesim haritas1 (Smith 1991)
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mtDNA genom haritasina gore alt tiirler arasindaki iliski istatistiki yontemler sekans
ayrilma yiizdesi ve UPGMA (Unweigted pair group analyse) ile degerlendirildiginde ii¢ ana
mtDNA haplotip grubu belirlenmistir (Smith 1991).

1. Dogu Akdeniz grubu (C) ( A. m. ligustica, A. m. carnica, A. m. caucasiaca ve A. m.
lamarckii),

2. Bat1 Avrupa grubu (M) ( A. m. mellifera ve bazi A. m. iberica 1rklari),

3. Afrika grubu (A) (A. m. intermissa, A. m. scutellata, A. m. capensis ve bazi A. m. iberica
wrklari ile A. m. unicolor).

Kesilmis uzunluk pargaciklarinin polimorfizmi (KPUP:Restriction Fragment Lenght
polymorphism) esas alinarak yapilan caligmalarin ortak sonucu olarak incelenen bal arisi
populasyonlarinda yalnizca birka¢ enzime iliskin kesim sitelerinin (Cytb/BgIII, IrRNA/EcoR]I,
COI/Hincll, Xbal) varligina ya da yokluguna gore populasyonlarin bu 3 ana mtDNA haplotip
grubundan hangisine ait oldugunu tanimlamani miimkiin olabilecegi belirlenmistir (Cizelge
1.6.). Bundan sonraki ¢alismalarda incelenen mtDNA bélgesinde yalnizca bu kesim sitelerinin
varligi, yoklugu ya da olusturdugu kesim Oriintiisii dikkate alinarak orneklerin Afrika orijinli
mi, bat1 Avrupa orijinli mi yoksa dogu Avrupa orijinli mi oldugu kolayca belirlenmistir (Hall
ve Smith 1991, Garnery ve ark. 1993, Nielsen ve ark. 2000)

Aries ve Sheppard (1996), morfometrik olarak tanimlanmis 14 farkli Apis mellifera
irk1 (Slovenya ve Avusturya’dan A. m. carnica, Fransa, Isvicre ve Norveg’ten A. m. mellifera,
Italya’dan A. m. ligustica, Yunanistan’dan A. m. macedonica, Suriye’den A. m. meda, Nijerya
ve Senegal’den, A. m. adonsonii, Gliney Afrika’dan A. m. capensis, Portekiz’den A. m.
iberica, Morocco’dan A. m. intermissa, Misir’dan A. m. lamarcii, Kenya’dan A. m. monticola,
Morocco’dan A. m. sahariensis, Kenya ve Afrika’dan A. m. scutellata, Italya’dan A. m.
sicula)y’m1 ND2 gen bolgesinin niikleotit dizi analizine gore karsilastirmistir. Bu calismada
mtDNA’nin restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesimine gore yapilan gruplamadan farkli
olarak 3 degil 4 ana mtDNA haplotip grubu oldugundan s6z edilmistir.

Aries ve Sheppard (1996)'1n calismalarina paralel olarak Frank ve ark. (2000)
ozellikle 4. mtDNA haplotip grubunu tamimlamaya yonelik bir arastirma yapmislardir.
Arastirmada 5 farkli Apis mellifera irk1 (Liibnan’dan A. m. syriaca, Misir’dan A. m. lamarcii,
Morocco’dan A. m. intermissa, Fransa’dan A. m. mellifera, Italya’dan A. m. ligustica) nii
COI-COII gen bolgesinin niikleotit dizisi bakimindan, Suriye arilarimi ise ayrica ND2 gen
bolgesinin niikleotid dizisi bakimindan karsilastirmiglardir. Sonuglar Aries ve Sheppard
(1996)’1n sonuglart ile uyumlu bulunmustur. A. m. syriaca ve A. m. lamarcii digerlerinden

farkli fakat birbirlerine ¢ok benzer niikleotit dizilimi ile dordiincii bir mtDNA haplotip
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grubunu (O) temsil eden bir genetik yap1 ortaya koymuslardir. Frank ve ark. (2000) nin
yapmis oldugu arastirmada A. m. intermissa, A. m. mellifera ile aym grupta degil diger Afrika
alt tiirleri ile ayn1 grupta yer alirken Suriye’den alinan baz1 A. m. meda 6rnekleri de A. m.
syriaca ve A. m. lamarcii ile birlikte Orta Dogu (O) grubunda yer almistir. Dordiincii mtDNA
haplotip grubunda (Ortadogu (O)) Suriye’den A. m. syriaca, Misir’dan A. m. lamarcii ve bazi
Apis mellifera meda alt tiirleri yer almaktadir. “O” grubuna 6zgii mtDNA, tRNA™"-COII
bolgesinin niikleotit dizilimine gore Afrika bal arilariminki (Pg)’ne cok benzer bir P iinitesi
(P=Py‘in 5 baz delesyonu ) ve oregin alindig1 cografik alana gore degisen Q iinitelerinden
olusmaktadir (Frank ve ark. 2000). Dogu Avrupa grubunda P tinitesinin bulunmadigi yalnizca
Q {iinitesinin bulundugu; Afrika ve Bat1 Avrupa gruplarin da ise P iinitesi ve farkli uzunluk ve
kombinasyonlarda Q iinitelerinin bulundugu bilinmektedir.

COI-COII gen bolgesinde P ve Q tinitelerinin farkli kombinasyonlar1 nedeniyle 4 ana
mtDNA haplotip grubu (Afrika, Batt Avrupa, Dogu Avrupa ve Orta dogu)’nda farkli uzunluk
varyasyonun goriilmesi Cornuet ve ark. (1991) tarafindan iki farkli senaryo ile agiklanmistir

(Sekil 1.9).

A: Seneryo 1

4 leu .
Temel basamak 3-COI I tRNA I AIS I 5’-CO

Diiplikasyon

1 Basamak ——CO! | (RNA™ | AIS | 3'-COI | (RNA®" | AIS | 5'-COI
' | P [Ql Q2 (@ |

Delesyon
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2.Basamak 3°-COl % tRNA ’ Ql I Q2 I Q3 I 5’-COI
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B: Senaryo 2

’ leu s
Temel basamak 3"-COI I tRNA I AIS I 5-CO

Diiplikasyon

1 Basamak > CO! | (RNA®" | 3°-COI | (RNA™ | AIS | 5°-COI
| | Q@ @ |

Diiplikasyon

s leu ,
2.Basamak 3-COl % tRNA ’ Ql I Q2 I Q3 I Ql I Q2 I Q3 % 5’-COI

Delesyon

’ leu ,
3.Basamak ——COL ItRNA ’83 | Q1 ’Q2 |Q3 %S—COI

Sekil 1.9. Apis mellifera wrklarimin COI-COII gen bélgesi icin belirlenen 4 farkli uzunluk
kombinasyonun olusumu (Cornuet ve ark.1991)

Yukaridaki sekle gore Apis mellifera alt tiirlerinde olusan Q, PQ;, PQ»Q3 ve PQ;Q,Q3
dizilim kombinasyonlar, COI ve tRNA™ genlerinin dublikasyonun sonucu gibi
goziikmektedir. Q1=3-COI’ bolgesine; Q2=tRNA"" bolgesine; Q3=P iinitesine benzer
bulunmustur.

Tim bu arastirma sonucglarina gore Apis mellifera alt tiirlerinin morfometrik
karakterlere, mtDNA’nin kesim haritasina ve niikleotit dizi analizine gore gruplanmasi
birbirlerine gore farkliliklar gostermektedir. Bu farkliliklardan bazilari sunlardir: Anadolu
arist A. m. anatoliaca morfometriye gore yapilan siniflandirmada Ortadogu (O) grubunda yer
alirken molekiiler teknikler ile yapilan aragtirmalarda C grubuna 6zgii mtDNA haplotipi
sergilemistir (Smith ve ark. 1997, Palmer ve ark. 2000, Kandemir ve ark. 2006a). Diger bir
farklilik da morfometrik aragtirmalar sonucu Afrika (A) grubunda yer alan A. m. lamarcii’nin
mtDNA’sinin restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesimi sonucunda A. m. carnica ve A. m.
ligustica ile birlikte C grubunda yer aldiginin belirlenmesi, niikleotit dizi analizi bakimindan
ise Orta Dogu (O) grubunda yer almasi olmustur (Cornuet ve Fresnaye 1989, Arias ve
Sheppard 1996). Morfometrik ve alloenzim varyasyonuna gore A. m. intermissa ve baz1 kuzey
Afrika alt tiirleri Bat1i Avrupa (M: A. m. mellifera) irklari ile ayni grupta yer almaktadir. Oysa
mtDNA sonuglarina gore A. m. intermissa Orta Afrika arilaryla birlikte ayni1 grupta yer

almistir (Arias ve Sheppard, 1996). KPUP analizine gore ii¢ temel mtDNA haplotip grubu

50



oldugu belirlenirken niikleotit dizi analizine gore yine morfometrik verilere gore yapilan
gruplamada oldugu gibi dort temel mtDNA haplotip grubu bulundugu ancak morfometrik
tanimlamaya gore O ve C gruplarinin kompozisyonun farkli oldugu belirlenmistir.
COI-tRNA™" intergenik bolgesinin dizi analizine iliskin sonuglar ve mtDNA
genomunun restriksiyon enzimleri ile kesimi sonucu olusturulan genom haritasi birlikte
degerlendirildiginde Apis mellifera alt tiirlerinin filogenetik akrabaligina iliskin oldukga
tanimlayict sonuclara varilmistir. Ancak tiir ve wkler arasindaki filogenetik akrabaligi
belirlemek i¢cin mtDNA’nin restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilmesi ya da dizi analizi
yapilmasi yeterli degildir. Gercek bir tamimlama yapabilmek icin elde edilen verilerin
istatistiki analiz yontemleri ile degerlendirilmesi gerekmektedir. En yaygin uygulanilan
istatistiki analiz yontemi dizi ayrilma yiizdesinin belirlenmesidir (Nei ve Tajima 1983 ). Bu
analizin temeli iki ayn tiir ya da alt tiir arasinda mutasyon nedeniyle olusan niikleotit dizi
farkliligin1 tahmin etme yiizdesine dayanmaktadir. Dizi ayrilma yiizdesi KPUP‘nden ya da
mtDNA iizerinde olusturulan kesim haritasina iligkin verilerden tahmin edilmektedir. Ancak
%5’ten biiyiikk sapmalar i¢cin KPUP’den dizi ayrilma yiizdesini tahmin etmek ¢ok giivenilir
bulunmamaktadir. KPUP sonuglart ile UPGMA metoduna dayanarak filogenetik akrabaligi
gosteren ayrilma dendogrami olusturulur. Bu dendogram major mtDNA tiiriinii ve veya tiirler
arasindaki gruplasmayr gosterir. Bu yOntemde restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile
belirlenen kesim siteleri Olgiilemeyen bir karakter olarak degerlendirilir ve bilgisayar

programiyla siniflama analizi yapilir (Smith 1991).

1.4. Morfometrik, Biyokimyasal ve Molekiiller Teknikler (PZR-KPUP, DNA dizi
analizi)’e Gore Tiirkiye’deki Bal Aris1 Cesitliligi

Tiirkiye’nin bal aris1 populasyonu ilk defa Buttel Reepen (1906) tarafindan
tanimlanmaya calisilmistir. Sadece Ege ve Marmara bolgelerinin arilart iizerinde bazi
goriislerin ileri siiriildigii bu ilk girisimden sonra Bodenheimer (1941), Anadolu bal arilarin
morfolojik yapilarina gore tanmimlayarak Anadolu’yu farkli ekotiplerin bulundugu 7 farkh
cografik bolgeye ayirmistir. Kuzeydogudaki ar1 populasyonunu A. m. caucasica Gorb. ve Sar1
Trans Kafkas aris1 olarak tamimlarken, Orta Anadolu’daki arilarin tipik Anadolu arisi
oldugunu belirtmistir. Bodenheimer Elazig yoresindeki arilar ise genel bir tanimlama ile A.
m. remipes olarak yorumlamustir. Tiirkiye'nin batisindaki (Istanbul-Bursa hattinin batis)
arilarin digerlerinden farkli 6zellikler gosterdigi, diger ii¢ tipin Anadolu arisi, Kafkas arisi,

Sar1 Trans Kafkas aris1 ve Suriye arisinin ara formlari oldugu belirtilmistir.
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Maa (1953)’da Anadolu arilarim1 morfometrik yapilarina gore karakterize ederek
Anadolu arisim alt tiir olarak A.m.anatoliaca sistematik adiyla ilk kez tanimlayan arastirici
olmustur.

Maa’ nin calismalarindan 30 yil sonra, 1983 yilinda Adam iilkemizdeki bal arilarim
genel goriiniim ve davraniglarina gore inceleyerek Bodenheimer’in bulgularina yakin sonuglar
ortaya koymustur. Adam (1983)’a gore Tiirkiye’nin batisi, kuzey-dogusu, giiney-dogusu ve
Anadolu'nun merkezinde olmak tiizere 4 belirgin balaris1 ki ve bircok alt ekotip
bulunmaktadir. Bu bulgulara dayanilarak Anadolu’nun bal aris1 irklarinin yuvasi oldugu hatta
topografik yapis1 nedeniyle Anadolu’da kapali ceplerde olusmus 6zgiin bal aris1 ekotiplerinin
bulundugu ifade edilmistir. Giiniimiizde molekiiler tekniklere dayanilarak yapilan caligmalar
da. mtDNA/EcoRl kesimi sonucunda Balikesir populasyonun digerlerine gore farkh
uzunlukta bir kesim Oriintiisii olusturmasi, morfometri ve enzim ¢aligmalarina gore Kirklareli,
Mugla, Diizce ekotiplerinin bildirilmesi bu ifadeyi destekler niteliktedir (Kandemir ve ark.
2005, 2006a).

Apis mellifera’nin cografik dagilimina iligkin bilimsel olarak kabul gérmiis olan ilk
calismalar Ruttner (1988a) tarafindan yapilmistir. Rutner (1988a) Tiirkiye’de dogal olarak
yayllmis 4 Apis mellifera alt tirtinin oldugunu belirtmistir. Ruttner (1988a)’a gore
Tiirkiye’nin kuzeydogusundan Samsun’a kadar olan kesimde A. m. caucasica ekotipi,
Giineydogu’da A. m. meda, Giineyde Tiirkiye-Suriye sinirina yakin ¢ok kiiciik bir alanda A.
m. syriaca, Trakya da dahil olmak iizere Tiirkiye’nin geri kalan kisimlarinda ise A. m.
anatoliaca bulunmaktadir. Ayrica Anadolu arilari, Balkan arilann ve diger komsu iilke
arilanyla karsilastirilarak incelenmistir. Anadolu arilar1 oldukca siki bir grup olustururken
Bursa-Istanbul-Eskisehir-Isparta hattinin batisinda kalan grup Anadolu grubundan ayri bir
grup olusturmustur. Buradan alinan 6rnekler ayr1 bir grup olusturmakla birlikte bu 6rneklere
ayrt bir irk tamimlamasi yapilmamistir. Buradaki ar populasyonun Dogu Ege adalarinin
etkisinde kaldig1 vurgulanmistir.

Bir¢ok arastirici tarafindan Tiirkiye’de bulunan ar1 irklart morfometrik karakterleri ve
alloenzim varyasyonu bakimindan arastirnllmis ve Ruttner (1988a)’in bulgularia yakin
sonuclar bulunmustur (Darendelioglu ve Kence, 1992; Kandemir ve Kence 1995, Giiler ve
Kaftanoglu 1999a,b,c, Giiler ve ark. 1999, Kandemir ve ark.1995, 2000, Giiler ve ark. 2002,
Kandemir ve ark. 2003. ).

Tiirkiye’de bulunan ar1 irklar1 morfometrik ve mtDNA varyasyonun yanisira Apis
mellifera alt tiirlerinde polimorfik oldugu bilinen 6 farkli enzim lokusu (Mdh, Pgm, Hk, Est,

Pgi ve Mi) bakimindan da arastinnllmistir. Tiirkiye’de bulunan Apis mellifera populasyonlan 4
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enzim lokusu (Mdh, Pgm, Hk, Est) bakimindan polimorfik bulunmustur. Tiirkiye’de en fazla
goriilen alleller Mdh®% R Mdhloo, Pgm75 s Pgmloo, EsthO, Hk'% olarak belirlenmistir. Tiirk bal
arillar1 Pgm lokusu disinda diger enzim lokuslari bakimindan H-W (Hardy-Weinberg)
esitligine uygun bulunmustur. Ayrica Trakya bolgesinde Mdh® frekans yiiksek bulunmustur
(Kandemir ve ark. 1995, 2000, 2005).

Bal aris1 populasyonlarinda en yaygin calisilan sitoplazmik malatdehidrogenaz
(Mdh1), enzim lokusu bakimindan Dogu Avrupa, Bati Avrupa ve Afrika bal arilar1 arasinda
onemli allel frekans farklihg goriilmiistiir. Tirkiye’'nin kuzeyinde o6zellikle Trakya
bolgesinde yiiksek oranda Mdh® allelli goriiliirken giineye dogru inildikce Afrika bal
arilarinda dominant oldugu bilinen (Nunamaker ve Wilson 1981, Sheppard ve Huettel 1988,
Sheppard ve Berlocher 1989, Meixner ve ark. 1994) Mdh1'® (hizli) frekansinin arttigi
goriilmektedir. Mdh® allel frekansi Tiirkiye nin kuzeyinden giineyine dogru inildikce azaliyor
ve hatta Tiirkiye nin giineyinde hi¢ goriilmiiyorken iran’da yeniden goriilmektedir (Moradi ve
Kandemir 2004).

Sheppard ve Smith (2000)’e gore Badino ve ark. (1988), Sheppard ve Huettel (1988)
wklar arasinda, Sheppard ve Berlocher (1989) tiirler arasinda alloenzim varyasyonunu
arastirmiglar ve bu arastirma sonuglarina dayanarak Apis mellifera’da izoenzim varyasyonun
diisiik oldugunu belirtmislerdir. Yani genel olarak Apis mellifera gruplan arasinda alloenzim
varyasyonu bakimindan kesin bir siir olmadigi belirtilmektedir. Ornegin Pgm'®, hem Tiirk

100, Tiirkiye’de, italya’nin kuzeyinde ve

bal arilarinda hem Afrika bal arilarinda goriilityor. Est
Afrika’da goriilityor. Yiiksek frekansta Mdh'® allel frekansi Afrika arilarina 6zgii (Sylvester
1982) olmasina ragmen bu allel gen frekansi A. m. caucasica ve A. m. anatoliaca alt
tiirlerinde de %100’e yakin frekansta goriilmektedir ( Kandemir ve Kence 1995). Oysa gerek
morfometrik gerek molekiiler isaretleyiciler ile yapilan arastirma sonuclari, Afrika ve Dogu
Avrupa bal anlarinin birbirlerinden farkli oldugunu kesin olarak ortaya koymustur. Pgm
enzim lokusu ile yapilan bir baska ¢alismada (Kence ve ark. 2006) belirlenen ilgin¢ sonug ise
alloenzim polimorfizmine gore varyasyonun belirlenmesinin ne kadar dogru olabilecegi
siiphesini de beraberinde getirmistir. Bu ¢alismada yaz ve kis arillarinda bile Pgm allellerinin
farklilik gosterdigi bulunmustur. Kis arilarinda %100 Pgm75/100 heterozigotlugu goriiliirken
yaz arilarinin bu enzim lokusu bakimindan homozigot oldugu belirlenmistir.

Gerek alloenzim gerekse morfometrik teknikler ile yapilan aragtirmalara gére daha

kesin sonuglar veren molekiiler teknikler ile yapilan farkli arastirma sonuglar Tiirkiye’de 5

farkli bal aris1 (Apis mellifera) alt tiiriiniin oldugunu gostermistir (Cizelge 1.9.) (Sekil 1.10.).
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Cizelge 1.9. Tiirkiye’de bulunan 5 farkli Apis mellifera ik

A. m. anatoliaca Ruttner 1988a; Smith ve ark. 1997; Palmer ve ark. 2000; Kandemir ve ark. 2006a

A. m. caucasica Ruttner 1988a; Smith ve ark. 1997; Palmer ve ark. 2000; Kandemir ve ark. 2006a

. Bodenheimer 1941; Smith ve ark. 1997; Palmer ve ark. 2000; Kandemir ve ark.
A. m. carnica

2006a
A. m.syriaca Ruttner 1988a; Palmer ve ark. 2000; Kandemir ve ark. 2006a,c
A. m. meda Ruttner 1988a

BULGARIA BLACK SEA

‘ | MEDITERRANEAN
‘hl SEA

Sekil 1.10. Tiirkiye’de bulunan Apis mellifera irklarinin bolgelere gore dagilimu

Smith ve ark. (1997)’'min Tiirk bal arilarmin mtDNA varyasyonu bakimindan
aragtirtlmasina iliskin yaptig1 ilk caligmada, Giircistan smnirina yakin yerlerden alinan
orneklerin %77’si, Erzurum yakinlarindan alinan 6rneklerin %29’u ve Van cevresinden alinan
orneklerin ise %25’i A. m. caucasica mtDNA haplotipi ile uyumlu bulunurken Trakya
bolgesinden almman Ornekler %?24 oraninda A. m. carnica mtDNA haplotipi ile uyumlu
bulunmustur.

Kafkas dag aris1 A. m. caucasica, Kafkas daglarinda, Kafkas vadisinin giineyinde,
Kafkasya’nin kiiciik bir kesimindeki yiiksek yerlerde, Giircistan ve Azerbaycan’in bir

parcasinda dogal olarak bulunur (Alpatov 1948, Bilash ve ark. 1976; Awetisjan 1978, Ruttner
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1988a). Ruttner (1988a), morfometrik incelemeleri sonunda A. m. caucasica’ya benzer
arllarin Karadeniz sahillerinin Samsun’a kadar olan kesimlerinde de bulundugunu ifade
etmistir. Fakat Kafkas’in bir¢ok varyetesinin bulunmasi nedeniyle bu arilarin gercek kafkas
soyu olup olmadiklar1 tartisma konusu olmustur (Ruttner 1988a). Giiler (2001), Kafkas
bolgesi oldugu bilinen Artvin yoresindeki Apis mellifera populasyonunu morfometrik
yontemler ile arastirmis ve buradaki arillarin Kafkas irkinin yoreye uyum saglamig bir ekotipi
oldugunu bildirmistir.

A. m. anatoliaca ve A. m. caucasica’nin mtDNA’lan dikkatli incelendiginde iki tiir arasinda
COI-COII gen bolgesinin niikleotit dizilimi bakimindan cok biiyiik bir fark bulunmamistir.
Genel olarak Anadolu arilari bu gen bolgesinin niikleotit dizilimi bakimindan A. m.
caucasica’ya ¢ok yakin olarak bulunmustur (Palmer ve ark. 2000). Molekiiler teknikler ile
yapilan ilk caligmalarda tiim mtDNA genomunun bir¢ok farkli restriksiyon endoniikleaz
enzimleri ile kesimi sonucu mtDNA genom haritas1 olusturulmus ve A. m. caucasica A. m.
ligustica ve A. m. carnica‘nin hemen hemen ayni kesim Oriintiisiinii olusturdugu belirlenmisti
(Smith 1991). Bu arastirma sonuglar1 A. m. anatolica’nin A. m. caucasica A. m. ligustica ve A.
m. carnica ile aynt mtDNA haplotip grubunda oldugunu gosteriyor.

Ruttner (1988a) daha yillar 6nce Tiirkiye’nin giineyinde Hatay, Antakya yoresinde A.
m. syriaca’nin bulundugunu bildirmisti. Son yillarda yapilan arastirmalarda Hatay yoresinden
alian orneklerin mtDNA ’larindaki protein kodlamayan gen bolgesi (COI-COII)’nin niikleotit
dizi analizi yapilmis ve sonuglar A. m. syriaca mtDNA’sindaki niikleotit dizilimi ile uyumlu
bulunmustur (O=ortadogu grubu) (Kandemir ve ark. 2006, Palmer ve ark. 2000).

A. m. syriaca’nin Akdeniz’in dogu sahillerini iceren bazi kesimlerde, kuzey Negev
collerinde, Israil’in bazi kesimlerinde, Urdiin, Suriye ve Liibnan’da dogal olarak bulundugu
bilinmektedir (Ruttner 1988a). Liibnan’dan alinan Apis mellifera drneklerinin COI-COII gen
bolgesinin niikleotit dizisi diger mtDNA haplotip gruplani (Dogu Avrupa, Bati Avrupa,
Afrika) ile karsilastinldiginda A. m. syriaca’min niikleotit dizilimi bakimindan diger ii¢
gruptan (C, M, A) da farkli oldugu, bu nedenle Apis mellifera syriaca alt tiirtiniin 4. bir
mtDNA haplotip grubu (O)’nu temsil ettigi bildirilmistir (Frank ve ark. 2000).

1.4.1. Tiirkiye’deki ar1 irklarim tammmlamak icin yapilan bazi arastirma sonuclari

Son yillarda PZR-KPUP ve DNA-sekans gibi molekiiler teknikler ile Tiirkiye’deki
Apis mellifera rklarina iliskin yapilan arastirmalarin ortak sonucu asagida Ozetlenmigtir

(Cizelge 1.10).
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Cizelge 1.10. Tiirk bal arilarinda PZR-KPUP’ne gore gozlenen kesim Oriintiisii

BgIIl | EcoRl | Xbal | Hincll | Hinf | Taq | Dral | Arastirici

Smith ve ark. 1997, Palmer ve

Cyt-b + ark. 2000, Kandemir ve ark.
2006¢.
Smith ve ark. 1997; Palmer ve
1IrRNA + ark. 2000; Kandemir ve ark.

2006; Ozdil ve ark., 2006.
Smith ve ark. 1997; Palmer ve
COI + + - - + ark. 2000; Kandemir ve ark.
2006a,c; Ozdil ve ark. 2006.
Palmer ve ark. 2000; Kandemir

COI-Cconn + | ve ark. 2006b; Ozdil ve ark.
2006
mtDNA + Kandemir ve ark. 2006a
ND2 . . .,
Dizi A. m. ar'z.atolta.ca,.A.. m. syriaca ve Am cypria’da Kandemir ve ark. 2006b
.. farkli niikleotit dizileri belirlenmistir.
analizi
C.O.I-COII Tiirk bal arilarinda yalnlzc“a Q segmenti goriiliirken Palmer ve ark. 2000; Kandemir ve
Dizi yalnizca Hataydan alinan orneklerde PQ
. . . . . ark. 2006a
analizi kombinasyonu belirlenmistir

Cizelgede enzimlere ilgkin kesim bolgelerinin olup olmadigi +:var, -:yok seklinde ifade edilmistir.

Dogu Avrupa grubu (Dogu Akdeniz)’'nda yer alan Apis mellifera klann (A. m.
caucasica, A. m. ligustica ve A. m. carnica)’nin mtDNA genomunda cytb/Bglll, COl/Xbal,
IrRNA/EcoRI kesim bolgeleri bulunmaktadir. Taksonomik siniflandirmaya gore Tiirk bal
arilart da aym grup (Dogu Akdeniz mtDNA haplotip grubu)’da yer almaktadir ve ayn1 kesim
bolgelerini tasitmaktadir.

Tiirkiye genelinde incelenen bal arilart (Apis mellifera)’ nin mtDNA genomunun COI
gen bolgesi tek bir Xbal kesim bolgesi icermektedir. Buna karsilik Trakya’dan alinan
orneklerin ayni gen bolgesinde ikinci bir Xbal kesim bolgesi tasidiklar: goriilmiistiir (Smith ve
ark. 1997, Palmer ve ark. 2000). Daha once yapilan arastirmalarda ikinci bir Xbal kesim
bolgesine Avusturya ve Balkanlar’da A. m. carnica alt tiriinii temsil eden Orneklerde
rastlanmistir (Smith ve Brown 1990, Meixner ve ark. 1993). ikinci Xbal kesim bolgesi tagiyan
ve tasimayan is¢i ar1 Orneklerinin ileri derece de analizi icin bu gen bolgesinin niikleotit
dizilimi incelenmistir. COl/Xbal bakimindan farklilik gosteren bu iki grup arasinda yalnizca
tek bir nokta mutasyon farklihg bulunmustur Ikinci Xbal kesim bolgesini tasiyan arilarda
TCTAGA seklinde olan niikleotit diziliminin, tasimayanlarda TTTAGA seklinde oldugu

goriilmiistiir. Hatay’dan alinan 6rneklerde COI/Xbal kesim bolgesine rastlanmamistir. Ayni
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zamanda bu kesim bolgesinin Afrika arilarinda da bulunmadigr bilinmektedir (Smith ve ark.
1997).

IrRNA/EcoRI kesimi bolgesinin tiim Diinyada yapilan calismalar sonucu yalmiz Dogu
Avrupa arilarinda (A. m. anatoliaca, A. m. caucasica ve A. m. carnica) bulundugu,
COI/Hincll kesim bolgesinin de yalmzca Bati Avrupa arilarinda oldugu bildirilmistir.
Tiirkiye’yi temsil eden Apis mellifera oOrneklerinde IrRNA/EcoRl kesimi goriiliirken
COI/Hincll kesim bolgesine rastlanmamaistir. (Smith ve ark. 1997, Palmer ve ark. 2000, Ozdil
ve ark. 2006).

Tiirkiye’den alinan 6rneklerinin tiim mtDNA genomunun EcoRI restriksiyon enzimi
ile kesiminde 3 farkli kesim Oriintiisii olusmustur. Hatay’dan alinan orneklerde Afrika
mtDNA haplotipi goriilirken Tiirkiye’'nin genelinde A. m. ligutica/carnica haplotipi
goriilmiistiir. Balikesir’den alinan ornekler ise cok farkli bir kesim Oriintiisii olusturmustur
(Kandemir ve ark. 2006a).

Tiirkiye’yi temsil eden Orneklerin COI gen bolgesinin Hinfl kesimi sonucu Hatay
orneklerinin tlimii Afrika mtDNA haplotipi sergilemistir. COI gen bdlgesinin Tagl
resitriksiyon enzimi ile kesimi sonucunda ise A.m.ligustica/carnica ve Afrika gruplarim
temsil eden iki farkli kesim Oriintiisii olusmustur. Hatay oOrneklerinin Afrika mtDNA
haplotipiyle uyumlu oldugu geri kalan tiim 6rneklerin ise A.m.ligustica/carnica haplotipi ile
uyumlu oldugu ortaya ¢cikmistir (Kandemir ve ark. 2006a).

COI-COIl/Dral kesimi, tim Dogu Avrupa bal arilarinda dolayisiyla Tiirk bal
arilarinda farkli sayida kesim oriintiisii olusturmustur (Frank ve ark. 1998, Pinto ve ark. 2003,
Kandemir ve ark. 2006a, Ozdil ve ark. 2006). Kandemir ve ark. (2006a) nin arastirmalari
sonucunda bu bolgenin Dral ile kesiminde Tiirk bal arilarimin 7 farkli kesim Oriintiisii
olusturdugu goriilmiistiir. Bunlardan 4’ C (Dogu) grubu Apis mellifera alt tiirlerinde goriilen
ve Tiirkiye’de yaygin olan mtDNA haplotipi iken diger 3’ii yalnizca Hatay’dan alinan
orneklerde goriilmiistiir.

Apis mellifera iklarint mtDNA varyasyonu bakimindan arastirmak i¢in siklikla tercih
edilen protein kodlamayan gen bolgesi (COI-COII) nin dizi analizi Tiirkiye’nin Apis mellifera
populasyonu icinde yapilmistir. Bati Avrupa arilarinda (A. m. mellifera, A. m. iberica) ve
Afrika arillarinda (Afrika arillarinda P bolgesi Py olarak ifade edilmektedir ve diger irklarin
ayni gen bolgesine gore daha uzundur) P bolgesi ve bunu takip eden Q iiniteleri bulunurken,
Anadolu arilarinin yer aldigi Dogu Avrupa (A. m. ligustica, A. m. caucasica, A. m. carnica, A.
m. anatoliaca) grubunda yalnizca Q initelerinin bulundugu ve P iinitesinin olmadig1 tespit

edilmistir (Palmer ve ark. 2000).
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COI-COII gen bolgesi A. m. ligustica’da ATTTCCCC baz dizisi ile baglamaktadir. A.
m. caucasica’da ise ATTTCCC ile baslamaktadir. Tiirkiye’den alinan 6rnekler bu gen
bolgesinin niikleotit dizilimi bakimindan A. m. caucasica’nin niikleotit dizilimi ile uyumlu
bulunmustur (Palmer ve ark. 2000). Kandemir ve ark. (2006a) ise Hatay hari¢ Anadolu’nun
geri kalan tiim kesimlerinin A. m. ligutica/carnica kesim Oriintiisii olusturdugunu ifade
etmistir. Kandemir ve ark. (2006a), Hatay’dan aldiklar1 6rneklerin mtDNA genomunun COI-
COII gen bolgesinden 639-641 bp uzunlugunda ve Tiirkiye’nin geri kalan tiim bolgelerinden
alman 6rneklerin COI-COII gen bolgesinden ise 570-572 bp uzunlugunda PZR iiriinii elde
etmislerdir. Daha 6nce belirtildigi gibi Tiirk bal arilarinin yer aldigi Dogu Avrupa grubu Apis
mellifera irklariin COI-COII gen bolgesinde yalnizca Q bolgesi goriilmektedir. Bu nedenle
daha kisa bir PZR iiriin meydana gelmektedir

Yukaridaki aragtirma sonuclar1 dikkatli olarak incelendiginde molekiiler tekniklere
dayanilarak belirlenen genetik varyasyonun morfometrik analiz sonuglarina gore belirlenen
varyasyondan bazi farkliliklar gosterdigi goze carpar. Ruttner’in morfometrik ozelliklere
dayanarak yaptigi siniflamada Anadolu arist A. m. anatoliaca, A. m. caucasica, A. m.
armeniaca ve A. m. adami ile birlikte Orta Dogu (O) grubunda yer almisti (Ruttner 1992).
Oysa mtDNA varyasyonuna iliskin arastirma sonuglarina gore A. m. anatoliaca, A. m.
caucasica, A. m. carnica ve A. m. ligustica ile birlikte Dogu Avrupa (C) grubunda yer
almaktadir (Garnery ve ark. 1993, Smith ve ark. 1997, Palmer ve ark. 2000, Kandemir ve ark.
2006a).

Diger bir farklilik da morfometrik verilere dayanilarak Anadolu arisindan farksiz
oldugu belirtilen Trakya arilarinin, Anadolu aris1 (A. m. anatoliaca)’dan farkli bir mtDNA
haplotipi sergilemesidir. Trakya arilar1 Avusturya ve Slovenya A. m. carnica 6rneklerinde
oldugu gibi ( Smith ve Brown 1990, Meixner ve ark. 1993) mtDNA’nmin COI-COII gen
bolgesinde iki Xbal kesim sitesi icermesi nedeniyle Tiirkiye’nin diger bolgelerindeki arilardan
ayr1 bir grup olusturmustur (Palmer ve ark. 2000, Kandemir ve ark. 2006a). Ayrica Trakya
arillar1 morfometrik ve alloenzim karakterleri bakimindan da Avusturya’dan alinan 6rnekler
ile birlikte ayn1 grupta yer almistir (Kandemir ve ark. 2005).

Morfometrik verilere gore A. m. syriaca Tiirkiye’de bulunan diger irklardan A. m.
anatoliaca, A. m. caucasica ve A. m. meda ile birlikte Orta Dogu grubunda yer almaktadir
Ancak molekiiler tekniklere dayanilarak yapilan arastirmalar sonucu A. m. syriaca irkinin

farkli bir mtDNA haplotipi sergiledigi goriilmiistiir (Franck ve ark. 2000).
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2. MATERYAL METOD

2.1. Materyal

Temel ¢alisma materyalimiz olan bal aris1 Tiirkiye’nin 7 bolgesini temsil eden 55

farkli yerlesimden temin edilmistir (Sekil 2.1.).

Sekil 2.1. Ornekleme yapilan yelesimlerin harita iizerinde gosterilmesi

Calismanin ERASMUS progranu ¢ercevesinde Atina Ziraat Universitesi Aricilik ve
Ipekbocekgiligi laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir. Baslangigta arastirmaya iligkin yapilan
planlamada Tiirkiye’nin tiim illerinden Ornekleme yapilmas1 kararlastirilmistir. Ancak
ERASMUS program cercevesinde Atina Ziraat Universitesine gidilmesi zorunlu olan tarihe
kadar yalnizca Sekil 2.1.’de gosterilen yerlesimlerden 6rnekleme yapilabilmistir.

Trakya bolgesinde Edirne’ye bagli Kesan ilcesinden 3 ariliktan, Tekirdag’a bagh
Saray ilgcesinden 2 ariliktan, Kirklareli merkezden 2 ariliktan; Kocahidir, 1psa1a, Enez ve
Meric ilgelerinden 1’er ariliktan; Cerkezkdy, Muratli, Corlu, Malkara Hayrabolu ilgelerinden
I’er ariliktan; Kirklareli'nin Liileburgaz ilcesinden bir ariliktan, Istanbul’'un Avrupa

yakasindaki Catalca ilcesinden bir ariliktan 6rnek alinmustir.
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Marmara Bolgesi’nden Izmit, Diizce, Yalova, Bursa, Balikesir, Canakkale illerinden
I’er anliktan ve Canakkale’ye bagli Gokceada ve Bozcaada’dan 2’ser ariliktan Ornek
alinmistir.

Karadeniz bolgesinden Rize, Bayburt, Trabzon, Giimiishane, Giresun, Corum, Sinop,
Cankiri, Bartin, Zonguldak illerinden 1’er ariliktan; Dogu Anadolu bolgesinden Artvin, Agri,
Erzincan, Bingol, Van, Hakkari, Elazig, Malatya illerinden 1’er ariliktan; Giineydogu
Anadolu  bolgesinden = Adiyaman, Diyarbakir illerinden; Akdeniz  bdlgesinden
Kahramanmaras, igel, Adana, Osmaniye; Isparta illerinden; Orta Anadolu Bolgesinden
Eskisehir ve Aksaray illerinden; Ege bolgesinde Kiitahya, Usak, Denizli, Aydin, Mugla, [zmir
illerinin tiimiinden Mugla hari¢ birer ariliktan, Mugla’da 2 ariliktan 6rnek alinmistir.

Toplam 62 arilik, her ariliktan 5’er koloni (62x5=310) olmak iizere toplam 310 koloni
ve her koloniden 10’ar adet isci arn olmak iizere (310x10=3100 adet isci ar1) toplam 3100
adet is¢i ar1 Ornegi alinmistir. Fakat ¢alisma kapsaminda her ariliktan yalnizca 3’er koloni
aragtirma materyali olarak kullanilmistir. mtDNA varyasyonun arastirilmasina yonelik
boliimde ise morfolojik olarak tanimlanmis olan her ii¢ koloniden ikisinin mtDNA analizi
yapilmistir.

Bu caligmada 6rnekleme yapilan yerlesimler literatiirler 1s181inda Tiirkiye’de yasadig
bildirilen bal aris1 irklarin1 temsil edecek sekilde belirlenmistir. Anadolu ve Avrupa arasinda
gecit bolgesi olan Trakya kesiminden ¢ok sayida ornek alinmistir. Trakya bolgesinde A. m.
carnica grubundan ar1 rklarinin bulundugu bildirilmektedir (Smith ve ark. 1997, Palmer ve
ark. 2000, Kandemir ve ark. 2005). Literatiirlere gére buradan daha fazla 6rnek alinarak farkl
genetik isaretleyicilerle calisilmasi ve elde edilen sonuglar dogrultusunda yapilan tiim
arastirmalarin aym goriisii destekleyip desteklemediginin belirlenmesi gerekmektedir. Bu
nedenle 6zelikle de Meric¢ sinirindan ¢ok sayida 6rnekleme yapilarak komsu iilke bal arilariyla
da karsilastirilmistir.

Adalar genel olarak izole bolgeler oldugu icin ar1 populasyonlarinin kara
populasyonlarindan farkli olabilecegi ve bir 6rnek oldugu diisiiniiliir. Bunun i¢in Gokgeada ve
Bozcaada’dan da (2’ser ariliktan) daha fazla 6rnek alinarak ¢aligilmistir.

Karadeniz ve Dogu Anadolu’dan daha fazla oOrnekle calisilmasinin nedeni ise
arastiricilarin Dogu Anadolu’da Artvin’den Van géliine kadar olan kesimde ve Karadeniz’in
de kuzeydogusundan Samsun’a kadar olan kesimde A. m. caucasica bulundugunun
bildirmesinden (Ruttner 1988a, Smith ve ark. 1997, Palmer ve ark. 2000) kaynaklanmistir.

Mugla arisinin ise farkli bir ekotip oldugunun belirtilmesi nedeniyle buradan da iki

ariliktan 6rnek alinarak incelenmistir.
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2.2. Metod

2.2.1. Orneklerin alinmasi, laboratuvara tasinmasi ve muhafazasr:

Ornek almaya gitmeden once arilarin konulacag: sintilasyon siseleri hazirlanmistir.
Siseler yarisina kadar %96’lik alkolle doldurularak alinacak ornek hakkindaki bilgileri
yazmak i¢in lizerlerine etiket yapistirilmistir.

Morfometri ve mtDNA analizinde kullanilacak isci ar1 6rneklerini temin etmek icin 41
ayri il (Canakkale, Balikesir, Bursa, Kocaeli, Kirklareli, Istanbul, Yalova, Diizce, Zonguldak,
Bartin, Cankiri, Sinop, Corum, Trabzon, Giimiishane, Rize, Bayburt, Giresun, Kiitahya, izmir,
Aydin, Mugla, Usak, Denizli, Eskisehir, Aksaray, Adiyaman, Diyarbakir, Isparta, Mersin,
Adana, Osmaniye, Kahramanmaras, Erzincan, Elazig, Malatya, Bing6l, Agri, Van, Hakkari,
Artvin), iki ada (Bozcaada ve Gokgeada); Tekirdag’a bagh 6 ilce (Cerkezkoy, Malkara, Corlu,
Hayrabolu, Muratli, Saray) ve Edirneye bagh 5 ilce (Enez, ipsala, Kesan, Meri¢, Kocahidir)
ve Kirklareli’ne bagh bir ilge (Liileburgaz) ‘ye gidilerek sabit aricilik yapilan ariliklar ziyaret
edilmistir.

Ornek almak igin ziyaret edilen her arilikta birbirine ¢ok yakin olmayan 5 ayr1 kovan
belirlenmistir. Sise iizerindeki etikete kovan numaralar1 6rnegin alindigi il, ilce ve aricinin adi
yazilmistir. Gidilen her arilikta 5 ayr1 kovandan 10’ar adet olmak iizere bir arilig1 temsilen
toplam 50 adet (5x10=50) is¢i ar1 6rnegi alinmistir. Arilar bir pens aracilifiyla tek tek alinarak
icerisinde %96’lik alkol bulunan sintilasyon siselerine konulmus ve siselerin agzi sikica
kapatilmistir. Ornekler bu sekilde kullanilincaya kadar +4 °C’de muhafaza edilmistir (Resim

2.1.).

Resim 2.1. Sintilasyon siselerinde 6rneklerin muhafazasi
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Aynt zamanda caligma sonunda elde edilecek sonuclar1 aricilarm bildirisleriyle
karsilastirmak amaciyla her ariciya yetistiriciligini yaptigi aris1 hakkinda tanimlayici bilgiler
verebilecegi bir form doldurtulmustur. Diizenlenen bu formlardaki sorulardan ar1 irki ve ana
arinin  nereden saglandigina iliskin cevaplardan c¢aligmanin yiiriitiilmesi ve arastirma
sonuclarinin degerlendirilmesinde yararlanilmistir. Arastirmada 6rnekleme yapilan birimlere

iliskin tanitic1 bilgi formu asagida verilmistir.

Bilgi formu:

Ornegin Alindig1 Kurum veya Kisi Adi

Egitim Durumu Tkokul Lise Universite Diger
Kag Yildir Aricilik Yapiliyor

Is TIf: GSM: Ev TIf:

2{11;16(%; l: Tge: Koy/Belde:

Ornegin 1rks Kafkas Arisi Anadolu Aris1 | Karniyol Arist Italyan Arist Bilinmiyor
Ana Arinin Saglandig1 Yer

Kurum Adz: Kisi Adr: Kendiniz

Ornegin Alindig1 Koloniden 1 Yilda Alinan Ortalama Uriin Miktar

Bal: Bal mumu: Propolis: Polen: Arn zehiri:
Goger aricilik Sabit aricilik

Eger ar1 tiiriintiz yukarda ki tiirlerden farkli ise bunu belirtiniz. Ayrica aricilik konusunda ki kendi
diistince ve fikirlerinizi kisaca yaziniz.

Aragtirmanin tamanu Atina Ziraat Universitesi, Aricilik ve Ipekbocekgiligi
laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir. Dolayisi ile 310 adet koloniden ibaret alkol igerisindeki arilart
Tiirkiye’den Atina’ya saghkli bir sekilde tasiyabilmek icgin sintilasyon siselerine uygun

bolmeler iceren kutular hazirlanmigtir (Resim 2.2.).
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Resim 2.2. Orneklerin laboratuvara Tasinmasi

2.2.2. Orneklerin kodlanmasi:

Ornekler laboratuvara tagindiktan sonra karisikligi 6nlemek icin drneklere kodlama
yapilmistir. Ornek alinan her yerlesimdeki farkli ariliklar a, b, c, d, e olarak, farkli koloniler
de 1, 2, 3, 4, 5 seklinde kodlanmustir. Orneklere iliskin tim bilgiler zaten 6rnek alma islemi
sirasinda sintilasyon siselerinin iizerine yazilmistir. Sintilasyon siseleri tizerine yazilmis olan
bu bilgiler 310 koloni i¢in hazirlamis olunan kodlama cizelgesine tek tek islenmistir. Asagida

ornek olarak bu ¢izelgenin yalnizca kiigiik bir boliimii verilmistir (Cizelge 2.1.)

Cizelge 2.1. Ornek kodlama cizelgesi

Sira No | koloni Yer COlIl rDIIiI A Morfometri
1 la |Gokceada| X X X
2 2a “ X X X
3 3a “ X X X
4 4a “ X X X
5 Sa “ X X X
6 1b “

7 2b “
8 3b “
9 4b “
10 5b “
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Omnek kodunun hemen yamindaki siitunda 6rnegin alindigi il ya da ilge adi, diger
siitunlarda calisilan gen bolgeleri ve morfometri kismi yer almaktadir. Boylece analizi yapilan
her 6rnek ve ornege iliskin hangi analizlerin yapildigi cizelgeden isaretlenerek ¢alismanin

saglikli bir sekilde ilerlemesi saglanmistir.

2.2.3. Olciim icin preperatlarin hazirlanmasi (Kanatlar, Bacaklar, Dil)

Isci arlar 96%’hik alkolden alinarak bas ve viicut kisimlart bir makas yardimiyla
ayrilmistir. Dillerin (Proboscis) Olciimii i¢in bag kismi 30%’lik alkol igerisinde, kanat ve
bacaklarin Olciimii icin de viicut kismi 70%’lik laktik asit icerisinde 24 saat dinlenmeye
birakilmistir. Bu islemin yapilmasi dokularin yumusatilmasi igindir. Boylece dil, kanat ve
bacak gibi 6l¢iimii yapilacak organlar zarar gérmeden kolayca koparilabilmistir.

Kanatlar:

% 70’1ik laktik asit icerisinde dinlendirilen viicut kismindan 6n ve arka kanatlar bir
pens yardimiyla koparilarak icerisinde su bulunan petri kabina birakilmistir. Kanatlar petri
kabindan yine bir pens araciligiyla tek tek alinarak 5x5 cm’lik slayt cercevesi izerine diizgiin
bir sekilde konulmus ve saydam bir bant araciligi ile sabitlenmistir (Resim 2.3.). Sabitleme
isleminden ©once kanatlar ile birlikte slayt cercevesi iizerine tasinan fazla su hassas bir
peceteye dikkatlice kenarlardan emdirilerek uzaklastirilmigtir. Aksi taktirde fazla su ve hava

kabarciklar1 yanlis 6lciimlere neden olacaktir.

Resim 2.3. Olciim i¢in hazirlanmis kanatlar

(a:0n kanat, b:arka kanat)
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Bacaklar:

Bacaklar yine ince uclu bir pens aracilifiyla viicuttan ayrilarak su bulunan petri kabina
birakilmistir. Daha sonra petri kabindan tek tek alinarak diiz mikroskop lamu iizerine diizgiin
bir sekilde yerlestirilmistir. Bacaklarin lam iizerine sabitlenmesi i¢in entellan kullanilmistir.
Cam bir ¢ubukla alinan entellan lam iizerindeki bacaklarin yiizeyini tamamiyle kaplayacak

sekilde konularak kurumaya birakilmistir (Resim 2.4)

Resim 2.4. Olciim icin hazirlanmis bacaklar

Diller (Proposcis):

Dil ince uclu bir pens aracilifi ile alt ceneye baglantili kok kismu ile birlikte ¢ikarilarak
icerisinde 96%’lik alkol bulunan petri kabina birakilmistir. Diller lam {izerine sabitlenmeden
once kanat ve bacaklardan farkli olarak alkol icerisinde kisa bir siire bekletilerek alkoliin
etkisiyle miimkiin oldugunca uzamasini saglanmistir. Petri kabindan mikroskop lami iizerine
cikarilan diller entellan ile mikroskop lamui iizerine sabitlenerek ol¢iime hazir hale getirilmistir

(Resim 2.5.).

Resim 2.5. Olciim icin hazirlanmis olan diller
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2.2.4. Morfometrik olciimlerin alinmasi

2.2.4.1. Kanatlara iliskin karakterlerin ol¢iilmesi

Kanatlara iliskin karakterlerin olctimii 32 kat biiyiitillerek yapilmistir. Biiyiitme
isleminde referans olarak 1 cm’lik diizgiin karelere boliinmiis slayt ¢ercevesi kullanilmistir.
Her olciim oncesi projektdor bu referans slayt ile 32 kat biiyiitme yapabilecek sekilde
ayarlanmigtir. Ayrica her seye ragmen olas1 bir hatayr dnlemek i¢in tiim Olclimler bitinceye
kadar projektoriin yeri degistirilmemistir.

Slayt projektor ile 32 kat biiyiitiilerek ekrana yansitilan kanatlarda, 6n kanat uzunluk
ve genisligi, arka kanat uzunluk ve genisligi ve a, b damar uzunluklar1 olmak iizere toplam 6
karakter bir cetvel araciligiyla ol¢iilmiistiir. Sekil 2.2.”de Rutner, (1988a)’1n belirlemis oldugu
sinirlara gore On kanatta Olciillen karekterler gosterilmektedir. Arka kanat uzunluk ve

genigligine iligkin 6l¢iimlerde 6n kanatta oldugu gibi yapilmstir.

(Ruttner, 1988a)

Sekil 2.2. On kanat karakterleri icin 6lgme sinirlari

(KU: kanat uzunlugu, KG: kanat genisligi, a,b: damar uzunluklar)
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Olgiim sonucu belirlenen uzunluk degerleri her koloni icin ayr1 ayr diizenlenen kayit

cetveline yazilmistir (Cizelge 2.2.).

Cizelge 2.2. Morfometrik ol¢iimler i¢in tutulan 6rnek kayit cetveli

enez |
6n kanat (cm) arka kanat (cm) bacak (cm) dil (cm)
uzunluk| genislik] a b a/b | uzunluk|genislik] femur u.| tibia u. | basit u. | basit g dil uzunlugu
1 28,0 10,0 ] 1,91 0,7 | 2,7 | 20,3 5,7 52,0 61,0 41,0 25,0 55,0
2 28,6 10,5 ] 201 0,9] 2.2 21,5 5,9 52,0 65,0 45,0 24,0 55,0
3 28,0 9,5 1,51 0,7 ] 2,1 20,2 6,2 54,0 64,0 40,0 24,0 55,0
4 29,3 10,0 ] 201 0,7 ] 2,9 20,1 5,8 52,0 60,0 40,0 20,0 65,0
5 28,3 9,5 1,808 23 20,5 6,0 44,0 61,0 41,0 25,0 65,0
6 28,7 10,3 ] 20 ] 0,7 ] 2,9 20,5 6,0 55,0 65,0 40,0 23,0 65,0
7 28,7 10,3 | 1,6 | 0,7 | 2,3 20,9 6,0 54,0 64,0 40,0 22,0 66,0
8 28,7 10,0 | 1,91 0,7 | 2,7 19,9 6,0 50,0 60,0 40,0 21,0 55,0
9 28,2 10,0 | 1,7 ] 0,8 ] 2,1 19,5 6,0 50,0 59,0 40,0 21,0 55,0
10| 29,0 104 | 19108 24 | 205 6,1 50,0 60,0 41,0 22,0 65,0
11 28,2 10,0 | 1,81 0,9 ] 2,0 20,4 6,2 50,0 61,0 40,0 22,0 65,0
12| 28,6 10,0 | 1,9 ] 0,9 ] 2,1 20,0 6,3 51,0 61,0 42,0 22,0 65,0
13| 285 9,9 1,91 09] 2,1 20,5 6,2 50,0 63,0 41,0 23,0 63,0
14 | 28,4 9,9 1,8 108 23 20,5 6,0 54,0 65,0 42,0 22,0 63,0

2.2.4.2. Bacaklara iliskin 6lciimlerin alinmasi

Bacaklara iliskin karakterleri dlgme islemi yine Ruttner (1988a)’1n belirlemis oldugu
simirlar esas alnarak yapilmugtir (Sekil 2.3.). Olgiim igin hazirlanan preparatlar olgekli
steoromikroskop altinda 20 kat (20x) biyiitiillerek femur, tibia, basitarsus uzunlugu ve
basitarsus genisligi olmak {izere toplam 4 bacak karakterinin 6l¢iimii yapilarak kayit cetveline

islenmistir.
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(Ruttner, 1988a
Sekil 2.3. Bacak karakterleri i¢in belirlenen 6lgme sinirlar
(FU: femur uzunlugu, TU: tibia uzunlugu, BU: basitarsus uzunlugu, BG: basitarsus genisligi)
2.2.4.3. Dil Uzunlugunun Olciilmesi

Dillerin ol¢timii de dlgekli steoromikroskop altinda 10 kat (10x) biiyiitiilerek Sekil

2.4.de gosterilen sinirlara gére yapilmstir.
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DU

(Ruttner, 1988a)

Sekil 2.4. Dil uzunlugu (DU)’ nu 6l¢me sinirlar1 (Ruttner, 1988a)

2.2.5. Morfometrik verilerin istatistiki analizi

Arilarin kanat, bacak, dil organlarina iligkin morfometrik karakterlerin 6l¢iimleri “cm”
cinsinden yapilmistir. Ancak simdiye kadar yapilan arasgtirma sonuglarmin birimleri “mm”
olarak bildirilmistir. Bu nedenle Oncelikle tiim verilerin EXCEL’de “mm™’ye
standardizasyonu yapilmistir. Daha sonra koloni ortalamalar1 ve bireysel verilere gore veri
dosyalan hazirlanarak SPSS.15 paket programinda ve S-PLUS.2000 (Venables ve Ripley
1999) paket programinda diskiriminant analizi (DA) yapilarak degerlendirilmistir. Ayrica
diskriminant analizi ile elde edilen sonuglar SPSS paket programinda tek degiskenli varyans

analizi (ANOVA) ve cografik yapi ile degiskenler arasindaki iliskinin derecesini belirlemek

69



icin regrasyon analizi yapilarak desteklenmistir. Diskriminant analiz teknigi yardimiyla,
siniflama modeline bagli olarak diskriminant fonksiyonu sayis1 ve bunlarin toplam varyansi
izah yoOniinden goreceli onemleri, genotipler arasinda varsa morfolojik varyasyon diizeyi ve
kanonik diskiriminant fonksiyonlar1 yardimiyla iki boyutlu bir diizlem igerisinde grup
ortalamalarinin yerinin saptanmasi ve gercek grup iiyeligi ile tahmin edilen grup iiyeligi
belirlenmistir (www.SPSS.com.tr).

Ayrica S-PLUS.2000°de yapilan Ayirma (diskiriminant) analizinde grup ortalama
vektorleri arasindaki Mahalanobis uzakligi (D% hesaplanarak UPGMA (Sneath ve Sokal
1973) metodu ile gruplarin birbirine yakinligimi gosteren dendogram c¢izilmisti. UPGMA
(Unweighted Pairs Group Method with Arithmatic Mean) ile Tiirkiye’deki orneklenen bal
arist populasyonlart dlgiilen morfometrik karekterler bakimindan fenotipik benzerliklerine
gore gruplandirilmastir.

Degerlendirme, 182 kolonin ortalamalar1 ve 12 morfolojik karakter {iizerinden,
yapilmistir. Daha sonra ayrica 55 lokal bolge icin bireysel verilere diskiriminant analizi
uygulanarak lokal bolge populasyonlarinin iki boyutlu ortamda dagilimi ve grup tiyelikleri

belirlenmistir.

2.2.6. mtDNA analizi

mtDNA analizi i¢in uygulanan molekiiler tekniklerin hepsi (DNA ekstraksiyonu, PZR,
KPUP ve elektroforez) her defasinda 12 6rnek calisilacak sekilde uyarlanmistir. Boyle bir
uyarlamanin yapilmasi iki nedene dayanilarak yapilmistir. Bunlardan biri populasyon
diizeyinde yapilan arastirmalarda ¢ok fazla 6rnekle calisildigindan zamani en verimli sekilde
kullanmak ve miimkiin oldugunca ¢ok sayida ornegin analizini en kisa zamanda tamamlamak
temel prensiplerden biridir. Bu calismada da bu temel prensip ilke edinilerek toplam 110 adet
isci art Ornegine iliskin mtDNA analizleri kisa siirede tamamlanmistir. Diger faktor ise
calismada kullanilan bazi laboratuvar malzemelerinin (birlestirilmis PZR tiipleri ve kesim
reaksiyonunda kullanilan 96-kuyucuk plakasi) boyle bir uygulama yapilmasina olanak

saglamasi olmustur ( Resim 2.7 ve Resim 2.8).

2.2.6.1. DNA izolasyonu

Calisma kapsaminda 55 lokal bolgeyi temsilen 1’er ariliktan 2°ser koloni ve her

koloniden de 1’er adet is¢i ar1 6rneginin mtDNA analizi yapilmistir. Ayrica zaman zaman
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olumsuz sonuclanan baz1 drneklerden yeniden DNA izolasyonu yapilmistir. DNA izolasyonu
yapilacak 110 koloni 12’serli gruplara ayrilarak her defasinda 12 adet is¢i ar Srneginden
DNA izolasyonu yapilacak sekilde bir planlama yapilmistir.

Ornekler alkol igerisinde muhafaza edildiginden dolay1 izolasyon 6ncesi alkoliin 6rnek
iizerinden uzaklastirilmasi saglanmistir. Bu islem icin 6rnekler, 6nceden bolmelere ayrilarak
numaralandirilmis olan jelatin {izerinde evaparasyon firinina konulmus ve yaklasik 30 dak.

kadar evaporasyon firminda bekletilerek alkoliin u¢masi saglanmistir (Resim 2.6.).

Resim 2.6. DNA izolasyonundan 6nce alkoliin uzaklastirilmasi

[k 24 6rnegin toplam DNA izolasyonu kit (DNAeasy doku kiti: cat no G9 504) ile, geri
kalan tiim orneklerin DNA izolasyonu ise klasik DNA ekstraksiyon protokolii (Phenol-
Kloroform-izoamil alkol) ile yapilmistir.

a) Kitile DNA izolasyon protokolii (DNAeasy doku kiti, Cat No G9 504):

Evaporasyon firinindan c¢ikarilan 6rnekler ependorf tiiplerinin igerisine konularak
iizerlerine hangi 6rnege ait oldugunu belirten bir numara verilmis ve hangi 6rnegin hangi
numara ile ifade edildigi laboratuvar defterine kaydedilmistir.

1. Orneklerin her biri bas ve toraks kismindan kesilirek 25 mg gelecek sekilde hassas
terazide tartilmistir.

Protokol 25 mg’a gore uygulanacagi icin yaklasik 25 mg olmasina dikkat edilmistir.
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2. Ependorf igerisindeki her bir 6rnegin iizerine 180 pl PBS solusyonu konulmusg ve plastik
spatula (ezici) araciligi ile parcalanarak homojenize edilmistir.

3. Homojenize edilmis Orneklerin iizerlerine 20 pl proteinaz-K ve 200 pl buffer-AL
eklenerek elle karistirilmistir.

4. Daha sonra 70 °C ’lik inkiibatore konularak 10 dak bekletilmistir.

5. Inkiibatorden alinan drneklerin iizerine 200 pl ethanol eklenerek vortexle karistirilmustir.

6. Elde edilen homojen karisim DNAeasy kolonlara alindi ve 8000 rpm’de 1 dak santrifiij
edilmistir.

7. Altaki tiipler atilarak Spin DNAeasy kolonlar (iistteki kisim) yeni tiiplere alindi.
Uzerlerine 500 pul AW 1 buffer eklenerek. 8000 rpm’de 1 dak santrifiij edilmistir.

8. Yine alttaki tiipler atilarak istteki spin DNAeasy kolonlar yeni tiiplere alinmis ve
tizerlerine 500 wl AW?2 buffer eklenerek 13000 rpm’de 3 dak santrifiij edilmistir.

9. Spin DNAeasy kolonlar yeni tiiplere alinarak iizerlerine 100 ul Buffer AE eklenmistir.
Oda sicakliginda 1 dak bekletildikten sonra 8000 rpm’de santrifiij edilmistir. Daha sonra
kolon igerisindeki pelet iizerine 50 pl buffer-AE eklenerek tekrar 8000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Bu asamaya kadar DNA iist tiip icerisinde kaldigindan iisteki tiip alinmigtir.
Fakat son asamada DNA altta toplandigindan iistteki tiipler atilarak alttaki tiipler
alinmistir.

Icerisinde DNA bulunan tiiplerin iizerine hangi 6rnege ait oldugu ve o giiniin tarihi
yazilarak —20 °C ’de muhafaza edilmistir.

Bu protokolde sozii gecen spin kolonlar tiim buffer ve solusyonlar DNAeasy doku
kitinin icerisinde ticari olarak bulunmaktadir.

b) Klasik DNA izolasyon Protokolii
Protokol Hunt ve Page (1992)’e gore uygulanmustir.

1. Orneklerin bas ve toraks kisimlari kesilerek 6nceden hazirlanan 1.5 ml ‘lik ependorf
tiiplerine yerlestirilmistir.

2. Tiiplere 200 pl lysis solusyonu I eklenmistir.

3. 1 wl proteinaz K eklendi ve sterilize edilmis plastik bir eziciyle iyice homejenize
edilmistir. Plastik ezici herbir islem sonrasi diger ornekte kullanilmadan once iki ayri
kapta distile suyla yikanmig ve laboratuvarda kullanilmak {izere hazirlanmis 6zel bir kagit
mendil ile silinmistir. Kontaminasyonla ilgili bir siiphe duyuldugunda plastik spatula

mutlaka degistirilmistir.
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10.
11.
12.

13.

14.

15.

16.

Homojenizasyon islemine viskos bir yap1 olusuncaya kadar devam edilmis, viskos yapi
alan Ornekler onceden 55-60 °C’ye ayarlanmis inkiibatore konularak 1-4 saat inkiibe
edilmistir.
Daha sonra 50 pl lysis solusyonu II eklenerek 55 °C ‘de 10 dak. daha inkiibe edilmis,
inkiibasyon sonunda hizl bir sekilde buz iizerine alinmistir.
(Bundan sonraki basamaklardaki tiim islemler buz iizerinde yiiriitiilmiistiir.)
Once 250 I Kloroform:izoamil alkol (24:1); ardindan siiratle 250 pl Fenol eklenmis ve
her bir tiip elle cevrilerek iyice karismasi saglanmistir.
Ornekler 13000 rpm’de 10 dak. santrifiij edilmistir.
Ustteki faz (yaklasik 150 ul) pipetle dikkatlice almarak yeni ependorf tiiplerine
aktarilmistir.
150 pl kloroform izoamil alkol eklenmistir.
13000 rpm’de 2 dak. santrifiij edilmistir.
Ustteki faz (yaklagsik 130 ul) pipet araciligiyla yeni tiiplere alinmistir.
Her bir tiipe 1/10 hacim (13ul) NaAc (PH:5.2) ve iki hacim (260ul) soguk ethanol (%
99) eklenerek elle iyice karismasi saglandiktan sonra -70°C’de 15 dak bekletilerek
DNA’nin ¢okmesi saglanmistir.
8000 rpm’de 20 dak. santrifiij edilmis ve santrifiij sonrasi ethanol uzaklastirilmistir.
Pelet tekrar 1 dak 8000 rpm’de santrifiij edildikten sonra ependorf dibinde kalan alkol
pelete dokunmadan pipet araciligla uzaklagtirilmastir.
Pelet hic alkol kalmayacak sekilde kurutulduktan sonra 75 pl sterilize edilmis saf H,O
eklenerek peletin iyice ¢oziilmesini saglamak icin 65 °C’de 5-10 dak inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras1 orneklerin bulundugu ependorflarin iizerine gerekli bilgiler ve o
giiniin tarihi yazilarak —20 °C’ye ayarli derin dondurucuda kullanilincaya kadar
muhafaza edilmistir.

Her DNA ekstraksiyonu sonrasinda toplam DNA izolasyonlarinin olup olmadigi %2’lik

agoroz jel elektroforezi ile UV 15181 altinda goriintiilenerek test edilmistir.

2.2.6.2. Elektroforez ile DNA’min goriintiilenmesi

%0,8’lik Agaroz Jelin Hazirlanmasi: Agaroz eritilmeden Once agarozun dokiilecegi

jel kab1 hazirlanarak jel tarag: diizgiin bir sekilde yerlestirilmistir.
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1 gr agaroz hassas terazide tartilirak bir erlen igerisine konulmus ve iizerine 50 ml
TBE (0.5x) eklenerek mikrodalga firina yerlestirilmistir. Agaroz tam olarak eridikten sonra
erlen mikrodalga firindan alinarak magnetik karistirici iizerinde elle tutulacak sicaklik
seviyesine getirilmis ve dnceden hazirlanmis jel kabina dokiilmiistiir. 30 dakikalik donma
siiresinden sonra jel kabi jelle birlikte icerisinde 0.5X TBE tamponu bulunan elektroforez
tankina yerlestirilmistir.

Orneklerin kuyulara yiiklenmesi isleminde, izole edilen total DNA 6rneklerinden 5-8
pl alimarak 3.5 pl yiikleme tamponu (loading buffer:Bromphenol blue) ile ependorf tiipii
icerisinde kanstirlmistir. Karisim otomatik transfer pipetler aracilifiyla jel kuyularina
yiiklenmistir. Elektroforez islemi 85V/85mA kosullarinda 45 dakika siirdiirtilmiistiir.

Jelin UV i¢cin Hazirlanmast ve DNA’rmin gozlenmesi: Siire sonunda jel, dikkatlice
almarak genis bir calkalama kabina yerlestirilmistir. Jele yiiklenen orneklerin yiiklenme
yoniiniin ~ kanistirllabilecegi  diisliniilerek  calkalama  kabimin  kenarlari  dnceden
numaralandirilarak isaretlenmistir. Jel, bir numarali tarafa Srnegin yiiklenmeye baslandigi
taraf gelecek sekilde kaba yerlestirilerek {izerine 350 ml distile su konulmus, ardindan 18 pl
EtBr eklenerek 30 dakika kadar otomatik calkalayici lizerinde calkalanmaya birakilmistir.
Yaklagik yarim saat sonra kabin icerisindeki su dikkatlice dokiilerek uzaklastirilmistir. Jelin
bulundugu kabin kapag: ortiilerek bir poset icerisinde karanlik odaya gotiiriilmiis ve UV 15181
altinda goriintiilenerek fotografi cekilmistir.

UV 151811 zararh etkisine minimum diizeyde maruz kalmak icin karanlik odada ¢ok
uzun siire kalmamaya 6zen gosterilmistir. Ayrica EtBr kanserojen etkiye sahip son derece
tehlikeli bir kimyasal oldugundan tiim bu islemler yapilirken ¢ok dikkatli calisilmistir. Birgok
laboratuvarda yapildig: gibi EtBr jel kabina dokiilen agaroza degil calkalama kabi icerisindeki
suya ilave edilmistir. Boylece yalmizca calkalama kabi EtBr ile kontamine olmustur. Bu
calkalama kabi1 bir poset icerisinde herkesin ulagsamayacag bir yerde muhafaza edilerek her
asamada c¢ift eldiven giyilmis ve herhangi bir kontaminasyon siiphesinde eldiven

degistirilmistir.

2.2.6.3. DNA miktar tayini, spektrofotometrik yontem

Izole edilen DNA molekiillerinin saflig1 ve miktarmin tayini spektral ve elektroforetik

yontemler ile Olgun ve Topal (1999)’a gore yapilmistir.
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Spektral yontemlerin esas1 suna dayanmaktadir: Niikleotidlerin heterosiklik halkalar
260 nm dalga boyundaki 15181 maksimum emme 6zelligi tasidigindan, bu dalga boyundaki
emme derecesi niikleik asitlerin miktarinin bir dl¢iisiidiir. Bir optik densite ¢ift iplikli DNA
icin 50ug/ml’dir ve cift iplikli DNA miktarinin belirlenmesinde asagidaki formiilden
yararlanilmistir.

DNA (ug/ml) = 260nm’deki OD X sulandirma oran1 X katsayis1 (50)

Spektral 6l¢iim yapilmadan once spektrofotometre sifirlanir. Sifirlama islemi DNA ne
ile sulandirilacaksa onunla yapilir. Bu ¢alismada DNA distile su ile sulandirildigindan
sifirlama yapilirken distile su kullanilmigtir.

Quartz kiivete Iml ddH,O konarak spektrofotometreye yerlestirildi ve makine
sifirlanarak oOlctime hazir hale getirildi. Daha sonra Quartz kiivetlere 995ul ddH20 + Spl
DNA kondu ve spektrofotometreye yerlestirilerek 6l¢iim yapildi. Spektrofotometrede okunan
deger Sul’deki DNA miktaridir. Dolayisiyla bu miktar goz oniinde tutularak kullanilan DNA
¢ozeltisi icerisinde ka¢ ng DNA oldugu hesaplanarak stok DNA’dan ka¢ pl alinacagi
belirlenmistir. PZR isleminde toplam karistm 50 pl’dir. 50 ul’lik reaksiyon karigimi icin
gereken DNA miktar1 1-5 ng’dir. Genel olarak DNA 1-1.8 ng/ul arasinda bulunmustur. DNA
miktar1 daha az bulunan 6rneklerin PZR reaksiyon karigimi hazirlanirken toplam DNA’nin

miktar yiikseltilir.

2.2.6.4. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve reaksiyon kosullar:

Polimeraz zincir reaksiyonu spesifik bir DNA parcasinin kopyalarinin primerler
tarafindan yonlendirilerek, enzimatik olarak sentezlenmesi seklinde tanimlanan invitro bir
yontemdir. 1983 yilinda Karry Mullis tarafindan gelistirilen PZR teknigi giinimiizde DNA
klonlama, kalitsal hastaliklarin teshisi, analik-babalik tayini, DNA parmak izi ¢ikarma, soy
kiitiigii belirleme, tiirler ve 1rklar aras1 polimorfizmin belirlenmesi gibi pek ¢ok alanda yaygin
olarak kullanilmaktadir (Soysal 2006, Temizkan ve ark. 1999).

Bu calismada PZR teknigi kesilmis uzunluk polimorfizmine (KPUP) gore incelenecek
olan CO-I (sitokrom oksidaz-I) ve 16s rDNA (16s ribozomal DNA) gen bolgelerinin
cogaltilmasi i¢in uygulanmistir. Kalip DNA olarak kullanilan COI geni, mtDNA iizerinde
1794-3359 niikleotid dizisi arasinda bulunur. Ancak calismada 2095-3123 niikleotid dizisi
arasindaki 1028 bg¢’lik kisim kalip olarak kullanilmistir. 16s tDNA geni ise mtDNA iizerinde
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13291-14661 niikleotid dizisi arasinda bulunur. Calismada 14443-13479 niikleotid dizisi
arasidaki 964 be’lik kisim kalip olarak kullanilmistir.

Literatiir aragtirmasinda ¢ogaltilacak gen bolgesine spesifik primerlerin Nielsen ve ark.
(1994, 1999) tarafindan dizayn edildigi belirlenmistir. Bu nedenle yeniden primer dizayni
yapilmamustir. Primer c¢iftlerinin niikleotit dizilimi Cizelge 2.3’te verilmistir. Bu primerler

ticari bir firmadan (BioLab) 1smarlanarak PZR i¢in kullanilabilir hale getirilmistir.

Cizelge 2.3. Primerler

primer I (geri) 5> AAT CTG GAT AGT CTG AAT AA 3’
primer II (ileri) 5> GAT TAC TTC CTC CCT CAT TA 3

COI

16s primer I (geri) 5> GTA CCT TTT GTA TCA GGG TTG A 3’
rDNA primer II (ileri) 5> CAA CAT CGA GGT CGC AAA CATC 3’

Nielsen ve ark. 1994, 1999

Glinlimiiz ~ sartlarinda teknoloji kullamiminin yaygimlasmasina paralel olarak
incelenecek gen bolgesinin niikleotid dizilimi biliniyorsa ¢esitli programlar vasitasiyla
kolaylikla primer dizayni1 yapilabilmektedir. Apis mellifera mtDNA’sinin niikleotid dizilimi
Crozier ve Crozier (1993) tarafindan belirlenmistir. Bu nedenle Apis mellifera mtDNA’sinin
arastirilacak her bir gen bolgesi icin kolaylikla primer dizaym yapilabilmektedir.

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov, http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer).

PZR yontemi Saiki ve ark. (1988)’na gore yapilmistir buna goére her bir 6rnek icin
PZR reaksiyonu 2.4 iinite Taqg polimeraz, 5 pl 10X reaksiyon tamponu, 5 ul dNTP (2 mM)
karisimi, 3 ul MgCl, (2 mM), yaklasik 100 ng DNA, her bir primerden 0.68 UM ve toplam
hacmi 50 pul’ye tamamlayacak kadar ddH,O bilesenlerinden olusmaktadir. Ancak diger
laboratuvar islemlerinde oldugu gibi PZR isleminde de her defasinda 12 6rnegin PZR’1 ayn1
anda yapilmistir. Reaksiyonun bilesenleri ve kullanilan miktarlar kalip DNA hari¢ her 6rnek
icin ayn1 oldugundan 6nce 12 6rnege gore H,O, dANTP, 10X Tampon, Primerler, MgCl, ve

Tag-polimeraz’1 igeren ortak bir reaksiyon karisimi hazirlanmistir (Cizelge 2.4.).
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Cizelge 2.4. Oniki Ornek I¢in Hazirlanan PZR Reaksiyon Karigimi

Reaksiyon Bilesenlerinin
Cinsi Stok 12 6rnek igin 1 6rnek i¢in Final
konsantrasyon Alinan miktar | alinacak miktar | konsantrasyon
ul ul
H,0 420 30
Tampon 10X 70 5 1X
dNTP 2mM 70 5 0.2 mM
Primer 10 M 47.6 3.4 0.5 uM
Primer 11 10 uM 47.6 3.4 0.5 uM
MgCl 50 mM 6.72 3 1.5 mM
Tag- 5 U/l 4 0.58 | 1.5-2.5 Unite
polimeraz
Total DNA her 6rnek igin 2 pl

Resim 2.7. Birlestirilmis PZR tiipleri

Cizelge 2.4.°de verilen reaksiyon karigimi 1.5 ml’lik ependorf tiipii icerisinde
karistirildiktan sonra Resim 2.7.‘de goriilen birlestirilmis PZR tiiplerine her 6rnek icin 48 ul
olacak sekilde paylastirilmistir. Bundan sonra her 6rnegin kendi kalip DNA’larindan 2’ser pul
eklenerek toplam hacim 50 ul’ye tamamlanmistir. Buharlagsma riskine karsi bitkisel yag
(mineral oil) kullanilmamistir. Bunun yerine reaksiyon bilesenlerinin miktarlar1 buharlagsma
payr goz Oniinde tutularak hesaplanmistir. Cok gozlii PZR tiipleri, kapaklar1 sikica
kapatildiktan sonra Cizelge 2.5.’deki PZR sartlarina gore otomatik olarak ayarlanmig olan

PZR cihazina yerlestirilmistir (Resim 2.8.).
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Cizelge 2.5. PZR sartlari

Sinirl 6n denatiirasyon

-

94 °C’de — 4 dakika

Primerlerin baglanmasi

DNA zincirlerinin ayrilmasi—

-

DNA zincirlerinin sentezi —

94 °C’de — 1 dakika
55 °C’de — 1 dakika
72 °C’de — 2 dakika

35 dongii

final sentez

-

72 °C’de— 6 dakika

Resim 2.8. Calismada kullanilan PZR aleti (PTC-200)

Kalip DNA’nin reaksiyonun baglangicinda tam olarak denatiire edilmesi i¢in sinirli 6n
denatiirasyona gereksinim duyulmaktadir. Ciinkii tam olmayan denatiirasyonlar hem ilk

yiikseltgenme siklusunda kalip DNA’nin kullanim etkinligini azaltmakta oldukg¢a az bir PZR

tiriinii olusabilmektedir.

Yiikseltgeme dongiisii, ii¢ farkli sicaklik ve bunlarin dongiisel tekrarlarindan ibarettir:

Denaturasyon, primer baglanmasi, yeni DNA’nin sentezi
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Hedef DNA’nin denatiirasyonunda primerlerin ¢ogaltilacak DNA’ya baglanabilmesi
icin cift iplikli DNA’nm iki ipligi agilarak tek iplikli hale gelir. Bu asama i¢in sicaklik 94
°C’ye, siire ise yaklagik 1 dakikaya ayarlanmistir.

Primerlerin DNA’ya baglanma sicakligi (annealing) yiikseltgenmede oOnemli bir
etkendir. Ozgiin primerlerin tek iplikli formdaki DNA’ya baglanabilmesi i¢in uygun sicaklik
(Tm) asagida verilen formiile gore hesaplanmigtir:

Tm=[(A+T’lerin sayis1)x2 + (G+C’lerin sayis1)x4]
Apis mellifera mtDNA’sinda AT igerinin yiiksek olmas1 nedeniyle primerlerin kalip DNA’ya
baglanma sicaklig: diisiiktiir.

DNA polimeraz enzimi ortamda bulunan serbest ANTP’leri kullanarak kalip DNA’ya
uygun gelen dNTP’leri primerin 3’-ucundan baslayarak ekler. Boylece orijinal kalip DNA’nin
aynisi sentezlenmeye baslanir. Bu asama i¢in gereken sicaklik Taq DNA polimeraz enzimi
icin 72 °C’dir. DNA sentezi asamasindaki siire, kalip DNA’nin uzunluguna bagl olarak
belirlenir. Tag-polimeraz enzimi 1 dakikada 0.5 kb’lik DNA parcasim amplifiye
edebilmektedir. Calismada amplifiye edilmesini istedigimiz gen bolgesi yaklasik 1 kb
oldugundan sentez asamasi 2 dakikaya ayarlanmistir.

Her yiikseltgenme dongiisii her biri digerine bagli ve farkl sicakliklar gerektiren kalip
DNA zincirlerinin ayrilmasi, primerlerin baglanmasi ve DNA zincirlerinin sentezi olmak
tizere ii¢ ardisik reaksiyondan olusur. Yiikseltgenme dongiisii 35 kere tekrarlanir ve her tekrar
sonucu olusan yeni DNA’larda bir sonraki basamakta digerleri ile birlikte kalip DNA olarak
kullanilir. Bu nedenle yiikseltgenme asamasinda kalip DNA iissel olarak (2") cogalir. Sekil
2.5.‘de yanlhzca ilk li¢ dongiiye kadar PZR’1n isleyisi sematize edilmistir.
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Cogaltilacak
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Ayrilma 3 ~a
Déngii 1

Primer

DNA’nin

gogaltilmasi Yeni
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Primer
¥ ) ¥\

Dongii 2

N
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Sekil 2.5. PZR’nun isleyisi

|
|

X XN XN YN ¥

Dongti 35

Son polimerizasyon (final sentez) agamasindan sonra yeni sentezlenmis PZR {iriiniin

uclarinin doldurulmasi igin, ornekler genellikle 72 °C’de 5-6 dakika kadar daha inkiibe
edilmektedir.
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PZR islemi yaklasik 3 saat siirmiistiir. Siire sonunda PZR f{iriinleri agoroz jel
elektroforezi ile test edildikten sonra istenildiginde kullanilmak iizere +4°C’de muhafaza

edilmistir.

2.2.6.5. Kesilmis parcacik uzunluk polimorfzmi (KPUP)

Spesifik tanima bolgelerine 6zgii restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile farkli uzunluk
ve baz kombinasyonlarindaki DNA bolgelerinin  kesilmesi (fosfodiester baginin
degradasyonu) sonucu farkli bireyler icin aymi gen bolgesine iliskin farkli uzunlukta ya da
farkli sayida kesilmis DNA parcaciklar1 gozlenebilmektedir. Boylece aym tiir veya irk
icerisinde farkli genetik yapidaki bireyler tespit edilebilmektedir (Housman 1995).

EcoRl EcoRl E}:oRl _
Kesim yeri 1 Kesim yeri 2 Kesim yeri 3

A A | - w s T|T|:
YEEEE AR N WO EGC ANy ONAT
l_'_l
4 kb 5kb
EcoRl Mutasyonlu EcoRI
Kesim yeri 1 Kesim yeri Kesim yeri 3
m AAL DNA 2

= [9kb

4kb| ==

Sekil 2.6. Kesilmis parcacik uzunluk polimorfizmi (KPUP)’ne iligskin sematik gosterim
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Yukaridaki sekilde tek bir nokta mutasyon nedeniyle aymi gen bdolgesinin kesilen
uzunluk pargaciklarinin nasil degistigi goriilmektedir. ikinci kesim bolgesinde “A” niikleotidi
“C” ile yer degistirmistir. Bunun sonucu olarak EcoRI’1n tanima dizisi (GAATTC) degismis
ve 2. kesim bolgesinde kesim olmamistir. Bu nedenle mutasyon nedeniyle farklilasan ikinci
bireyin DNA’st 9 kb uzunlugunda tek bir bant vermistir (Sekil 2.6.)
(http://en.wikipedia.org/wiki).

KPUP yonteminin uygulanmasi restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin kullanimina
dayanmaktadir.  Restriksiyon  endoniikleaz ~ enzimleri, farkli uzunluk ve baz
kombinasyonlarindan olusan baz siralarini tanirlar. Tipl, Tipll, TipIll olmak iizere ii¢ alt
gruba ayrilirlar. Molekiiler biyolojik uygulamalarda en yaygin kullanilan enzimler Tip II
grubundaki enzimlerdir. Bu gruptaki enzimler, 4,5,6,7 veya 8 baz ciftlik bolgeyi tanirlar.
Restriksiyon enzimleri (RE) ile yapilan kesim sonucunda tanima bolgeleri igindeki baz
siralarindan kesim yapan enzimler, yapiskan (cohesive) veya kiit (blunt) u¢ olustururken,
tanima bolgeleri disindan kesim yapan enzimler ise sadece yapiskan ug¢ olusturma 6zelligine
sahiptirler (Temizkan ve ark. 1999).

Calismada kullanilan enzimler, optimum sicaklik kosullart ve tanima bolgeleri Cizelge
2.6.’da verilmistir. Bu enzimlerden Bstl, Dral, Hincll, Sspl kiit u¢ olustururken; tanima
bolgesinin disindan kesim yapan restriksiyon enzimleri (Fokl, SaU3a, Bcll, Styl, Ncol, Xhol)

yapiskan u¢ olusturmaktadir.
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Cizelge 2.6. Calismada kullanilan restriksiyon enzimleri, reaksiyon sicaklik dereceleri ve

tanima bolgeleri

Enzim Sicaklik | Tamima Bolgesi
S| 3TC |3 raTaALs
Sal3al | 37°C |37 (G s
Foll | 37°C |37 CCtacy o
syl | 37°C |37 GoAAce s
Bell | 37°C 13 aGT S
Nel | 37°C 137 GGmace
BaUL | 37°C |37 Gog0 s
Xiol | 37°C |37 GaGere 5
Hnell | 37°C |3 CARTG S
Al | 3700 |1 3TRGAT S
Dral | 37°C |3 AT o
EcoRl | 37°C 13" CrtaaG 5
Pul 37°C 37 GAcGTe. 3

BioLabs.(www.neb.com)

Restriksiyon enzimlerinin DNA iizerinde kesim aktivitesi gosterebilmeleri icin
sicaklik, pH, reaksiyon tamponu gibi bazi optimal kosullarin saglanmasi gerekir. Bu kosullar
restriksiyon enzimlerine gore degismektedir. Mezofilik bakterilerden elde edilen restriksiyon
enzimleri genellikle 37-40 °C’de aktif olmaktadirlar. Optimum kesim aktivitesi icin diger

onemli bir konu da kullanilacak enzim ve kesilecek DNA miktarlarinin dogru belirlenmesidir.
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Optimal reaksiyon kosullarinda Ipg DNA’nin tamamimin kesimini gerceklestiren enzim

miktart “bir linite” olarak tanimlanir (Cizelge 2.7).

Cizelge 2.7. Restriksiyon enzimlerinin stok konsantrasyonlari (U/ml)

Restriksiyon Enzimleri Stok Konsantrasyon (U/ml)
Sspl SaU3al Fokl 4000
Alul 8000
Hincll Bell, Styl, Ncol, Bstul 10000
Pstl EcoRI Dral Xhol 20000

Kesim reaksiyonlarinda star aktivitesini Onlemek icin enzime uygun reaksiyon
tamponlar1 kullanilmakta ve 10 puI’lik reaksiyonlarda 5 pg dan daha ¢ok DNA kesilmesinden
kacimilmaktadir. Star aktivitesi RE’nin uygun olmayan kosullarda 6zel kesim dizilerine benzer
dizilerden kesim yapmalar1 sonucunda istenmeyen fragmentlerin olugmasi olarak

tanimlanmaktadir.

2.2.6.5.1. Restriksiyon enzimleri ile PZR iiriinlerinin kesimi

PZR ile ¢ogaltilan DNA segmentlerinden COI, 8 farkli enzimle (SSpl, Sau3al, Fokl,
Bcll, Styl, Ncol, Bstul, Xhol); 16stDNA geni 7 farkli enzimle (SaU3al, Sspl, Hincll, Alul,
Dral, EcoRIl, Pstl ) kesilmistir. DNA izolasyonu ve PZR isleminde oldugu gibi kesim
isleminde de protokol bir defada 12 PZR iiriiniin kesimi yapilacak sekilde sekilde
diizenlenmistir.

COI genin PZR iiriinleri 8 restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesileceginden her bir
enzim reaksiyonu icin 8 ayr1 ependorf tiipii Cizelge 2.8’de verilen enzim sirasina gore
numaralandirilarak hazirlanmistir. Bu gen bolgesinin kesiminde kullanilacak her bir enzim
icin hazirlanan reaksiyon karisimlar1 12 6rnege pay edilmek iizere toplam reaksiyon karigimi

olarak hazirlanarak pay edilmis mistir.
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Cizelge 2.8. COI geni i¢in 12 6rnege gore hazirlanmis reaksiyon karisimlari

gﬁiﬁﬁﬁé’ﬁ SSpl | SaU3al | Fokl | BeIl | Styl | Neol | BstUT | Xhol
HL0 (ul) 80 | 786 | 80 | 874|856 8 | 87 | 90.5
Tampon (W) | 14 | 14 | 14 | 14 | 14 | 14 | 14 | 14
Enzim@l) | 14| 14 | 14| 7 | 7 | 7] 7 | 35
BSA (ul) 1.4 1.4

16stDNA genin PZR iiriinleri de 7 restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesileceginden
16stDNA genin kesim reaksiyonlar i¢in 7 ayr1 ependorf tiipii Cizelge 2.9.’da verilen enzim
sirasina gore hazirlanmistir. 16sTDNA bolgesinin kesiminde kullanilacak her bir enzim igin

hazirlanan reaksiyon karisimlari da 12 6rnege gore hazirlanmistir (Cizelge 2.9.)

Cizelge 2.9. 16stDNA geni icin 12 6rnege gore hazirlanmis reaksiyon karigimlar

Reaksiyon | ¢ 131 | SspI | Hinell | Alul | Dral | EcoRT| Pst1
bilesenleri

H20 ul) | 786 | 80 | 85.6 | 85.6 |90.5| 90.5 | 90.5
Tampon (u) | 14 14 | 14 14 | 14 | 14 | 14
Enzim (ul) | 14 14 | 7 7 135 | 35 |35
BSA(u) | 14 1.4

Daha sonra hazirlanan bu reaksiyon karigimlari Resim 2.9.°daki kesim
reaksiyonlarinin gerceklestirilecegi 96-kuyucuk plakasina COI geni igin 7.5ul reaksiyon
karistmi, 2.5ul PZR iiriinti; 16stDNA i¢in Sul reaksiyon karisimi, Sul PZR fiiriinii olacak
sekilde paylastirilmistir.
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Resim 2.9. Doksanalti-kuyucuk plakasi

Reaksiyon karisimindaki buharlagmayr Onlemek igin 96-kuyucuk plakasinin iizeri
iyice kapatilmistir. Daha sonra bir kopiik iizerine yerlestirilerek ©Onceden 37.5°C’ye
ayarlanmig inkiibatdrde 2.5-3 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda inkiibatorden
alinan oOrnekler 6nceden hazirlanmis jele hemen yiiklenebilmektedir. Eger inkiibasyon

sonrasinda hemen yiiklenmeyecekse +4 C® de yiikleninceye kadar muhafaza edilebilmektedir.

2.2.6.5.2. Kesim reaksiyonun agoroz jel elektroforezi ile goriintiilenmesi

Kesim reaksiyonu sonucunda olusan fragmentlerin boyutlar1 toplam DNA ve PZR
iriinlerine gore c¢ok daha kiiciik oldugundan kesim reaksiyonu sonucu olusan parcalari
goriintiillemek icin %?2’lik agaroz jel hazirlanmistir.

2%’lik agaroz jelin hazirlanmasi ve elektroforez islemi ve DNA’nin gozlenmesi:
Once 5.2 gr agaroz tartilarak bir erlen icerisine konulmustur. Agaroz iizerine 0.5X TBE’den
260 ml eklenerek agarozun erimesi i¢in erlen mikrodalga firina yerlestirilmistir. Erlen firindan
cikarildiktan sonra sivi haldeki agaroz magnetik karstirict iizerinde elle tutulacak sicaklik
seviyesine getirilerek 6nceden hazirlanmis jel kasetine dokiilmiis ve jel tarag: yerlestirilmistir.
Jel donduktan sonra (yaklasik 15-20 dakika sonra) tarak ¢ikrilmis ve jel kasetle beraber 0.5X
TBE tamponuyla dolu olan elektroforez tankina yerlestirilmistir. Son olarak 3.5 ul DNA 7 ul
yiikleme tamponu ile karigtinllarak otomatik pipetl araciligi ile kuyulara yiikklenmis vel60
volt’ta 1.5 saat siireyle yiiriitiilmiistiir. Siire sonunda jel biiyiikk bir kab icerisine alinarak
tizerine 350 ml distile su konulmustur. Su igerisine 18 pl EtBr (Ipg/ml) eklenerek
calkalanmaya birakilmistir. Yaklasik 30 dakika ( bu siire daha uzun tutulabilir) calkalandiktan

sonra kab igerisindeki su dokiilerek jel UV 15181 altinda goriintiillenmistir. Goriintiileme islemi
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sirasinda her bir jelin resmi c¢ekilmistir. Cekilen bu resimlerde DNA parcalarinin yiiriime
uzakliklar1 ile ayni1 resimdeki referans DNA parcaciklarinin  yiirime uzakliklari

karsilastirilarak DNAfrag 3.03 paket programi ile par¢a uzunluklar1 hesaplanmistir.

2.2.6.5.3. DNA parca uzunluklarimin belirlenmesi

DNA parcalarimin uzunlugu ayni jelde yiiriitiilen referans PZR isaretleyicisi
(marker)’sine gore DNAfrag 3.03 (Nash, 1991 ) paket programi kullanilarak belirlenmistir.
Bu paket programa gére KPUP sonucu olusan parcalarin uzunluklarini belirlemek icin ¢ekilen
resimlerden isaretleyiciye ait fragmentlerin kaginci cm’de oldugu belirlenerek paket
programin ilgili bolimiine yazilmistir. Ardindan ka¢ bp uzunlugunda oldugu bilinmeyen
orneklere iliskin pargaciklarin kacinci cm’de oldugu belirlenerek yazilmistir. Referans
isaretleyiciye ait parcalarin herbirinin ka¢ b¢ uzunlugunda oldugu bilindiginden program
orneklerin ve referans isaretleyicinin jel {izerindeki relatif ilerleme hizlari karsilagtirarak
orneklere iliskin DNA parcalarinin ka¢ bp uzunlugunda oldugunu otomatik olarak

hesaplamistir.
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3. BULGULAR

3.1. Anket Sonuclar

Ornek alma asamasinda 6rnekleme yapilan yerlesimlerdeki aricilik ve ari rklari ile ilgili
genel bir degerlendirme yapabilmek amaciyla anket formu doldurtulmustur. Calisma sonunda
mtDNA ve morfometrik analiz sonuclar1 aricilarin bu anket formlarindaki bildirigleri ile
karsilastirilarak degerlendirilmistir. Gidilen 55 yerlesimde 10’ar arici ile goriisiilerek yapilan
anket calismasina iliskin sonuglar ayr1 bir ¢alisma konusu olarak degerlendirilerek makale
(Kekecoglu ve ark. 2007) haline getirilmis ve yayinlanmistir. Bu nedenle tez kapsaminda
yalnizca bulgulart degerlendirmek i¢in onem teskil eden ar1 irklarin1 ve ana ariy1 tanimlayici
nitelikteki cevaplara yer verilmistir (Cizelge 3.1).

“Hangi arnn wkimin yetistiriciligini yapiyorsunuz?” sorusuna aricilardan %21.33’i
Kafkas, %25.33’ti Anadolu, %9.01’1 Karniyol, %5.33’ii Melez, %33’ii ise bilmiyorum
cevabim vermistir (Sekil 3.1.). Geriye kalan %6’lik kisimda ise Mugla’daki aricilar Mugla
arist ve Trakya’daki aricilardan Trakya arisi, bazi aricilardan da yoreye 6zgii saf an seklinde

ozel cevaplar gelmistir.

Sekil 3.1. Yetistiriciligi yapilan ar1 irklarinin yiizde dagilimlar
(I:Kafkas, 2: Anadolu,3:Karniyol, 4: Melez, 5. Bilinmiyor)
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Cizelge 3.1. Hangi ar1 irkinin yetistiriciligini yapiyorsunuz ve ana ariy1 nereden temin
ediyorsunuz sorusuna il ve ilgelere gore verilen genel cevaplar

il sira il ve ilceler Yet. Yap. irk Ana armin nereden alindig:
1 Malkara Bilmiyorum Kendisi 10
2 Hayrabolu Karniyol, Trakya, yerli, kara ar1 irki Kendisi 15 3
bilinmiyor
3 Murath Karni yol, Bilmiyorum Kendisi 20
4 Cerkezkoy Anadolu, Bilinmiyor Kendisi 5, 3 35
5 Corlu Anadolu, Bilinmiyor Kendisi, TKV 15
6 Saray Trakya, melez, bilinmiyor Kendisi 24 35
7 Liileburgaz Bilinmiyor, Kafkas, *Kendisi, Ozel kurulus, Artvin 20
8 Kirklareli(merk) Karniyol Kendisi 5 4
9 Kesan Bilinmiyor, Kafkas kirmast, Kendisi 40 30
10 Meri¢ Bilinmiyor Kendisi
11 Kocahidir Bilinmiyor Kendisi
12 Ipsala Bilinmiyor Kendisi
13 Enez Anadolu, Bilinmiyor Kendisi
14 Istanbul Anadolu Ozel kurulus
15 Bursa Anadolu Kendisi 15
16 Diizce Anadolu ekotipi Kendisi 24
17 Yalova Kafkas Ozel kurulus
18 Canakkale Anadolu Kendisi 15
19 Bozcaada Bilinmiyor Kendisi 3 5 karakovanda iiretim
20 Gokgeada Anadolu Kendisi 16
21 Balikesir Anadolu kendisi 25
22 {zmit Kafkas, Anadolu Kendisi
23 Aksaray Kafkas, Karniyol Kendisi, 6zel kurulug (Mersin)18 24
24 Eskisehir Bilinmiyor Kendisi 20
25 {zmir Anadolu, bilinmiyor Kendisi
26 Mugla Mugla arist Kendisi 34
27 Usak Anadolu kendisi
28 Kiitahya Anadolu kendisi 17
29 Denizli italyan, bilinmiyor Kendisi, 6zel kurulug 39
30 Aydin Anadolu Kendisi
31 Cankir Anadolu Kendisi 16
32 Zonguldak Bilinmiyor (yoreye 6zgii) Kendisi
33 Bartin Bilinmiyor Kendisi 20
34 Sinop Anadolu Kendisi 8
35 Corum Kafkas Ozel kurulug
36 Giimiigshane Kafkas ozel kurulug 26
37 Bayburt Bilinmiyor kendisi
38 Rize Kafkas Kendisi 14
39 Giresun Kafkas, Anadolu kendi 6zel kurulusu 20
40 Trabzon Kafkas Macahel (Ardahan iiret. ist.)
41 Artvin Kafkas Macahel (Ardahan iiret. ist.)
42 Hakkari Bilinmiyor Kendisi 10
43 Van Anadolu kendisi
44 Bingol Yoreye 6zgii Kendisi ilkel tip karakovan 501
45 Elaz1g Kafkas Kendisi ana ari iiretiyor 15
46 Erzincan Kafkas, Ana-Kaf melez Ardahan iiretim ist (Macahel) 20
47 Agri Kafkas Ardahan iiretim ist. 10
48 Malatya Kafkas, Kafkas melezi Ozel kurulus 13
49 Isparta Yerli Kendisi
50 Osmaniye Kafkas, Anadolu TKV, kendisi 35
51 Mersin Kafkas Kendisi
52 Adana Bilinmiyor ozel kurulug 2
53 Maras Anadolu Kendisi 20
54 Adiyaman Anadolu Kendisi 25
55 Diyarbakir Anadolu Kendisi 30

“Ana arty1 nereden temin ediyorsunuz?” sorusuna aricilarin %53 kendim dogal olarak

iretiyorum cevabimi verirken, %14’ ticari olarak ana ar yetistiren bazi1 6zel kuruluslarin
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isimlerini vermistir. %3’ vakif nitelikli kuruluslardan aldigini, %2’si bagka bir yetistiriciden

aldigini, %?2’si de Ardahan Aricilik Enstitiisiinden temin ettigini belirtmistir.

3.2. Morfometrik Bulgular

Calismanin materyalini Tiirkiye’nin 55 lokal bolgesindeki 182 koloniden alinan is¢i art
ornekleri olusturmustur. Toplam 888 is¢i ar1 Orneginden 12 morfolojik karaktere iligkin
Olctimler alinarak elde edilen veriler SPSS.15 paket programinda hem her degiskenin
bagimsiz (ayr1) degerlendirildigi varyans analizi (ANOVA) hem de tiim degiskenlerin aym
anda dikkate alindig1 ¢ok degiskenli varyans analizi (MANOVA) ile degerlendirilerek gruplar
karsilastirilmis diskiriminant analizi (DA) ile de gruplarin birbirlerinden ayrnstirilmalar
gerceklestirilmistir. Ayrica regresyon analizi yapilarak morfolojik karakterlerin cografik
konumla ilgisi belirlenmistir.

Ornek alinan yerel bolge sayisin fazla olmast nedeniyle analiz sonuglarmin
degerlendirilmesinin gii¢ olacag: diisiiniilerek 55 il ve ilge cografik bolgelerine gore 9 gruba
(Trakya, Marmara, 1(; Anadolu, Ege, Bati Karadeniz, Dogu Karadeniz, Dogu Anadolu,
Akdeniz, Giineydogu Anadolu ) ayrilmis ve analizler koloni ortalamalari1 esas alinarak bu 9
bolge populasyonu icin yapilmustir. 55 yerel bolgenin cografik gruplara dagilimi literatiir
bildirislerine gore farkli Apis mellifera alt tiir ve ekotiplerinin cografik dagilimi1 gdz Oniinde
tutularak yapilmistir. Ayrica yine literatiir bildirislerine gore morfometrik ¢alismalarda 6rnek
degerleri yerine koloni ortalamalariin kullanilmasinin daha uygun olduguna dair bildirisler
dikkate alinmistir (Ruttner 1978; Adam 1987; Daly 1985; Rinderer 1990). Fakat bolgesel
gruplara uygulanan diskriminant analizi ile lokal bolge populasyonlarmin tek tek
birbirlerinden farkliligi belirlenemediginden daha sonra 55 lokal bdlge populasyonu icin
bireysel degerleri esas alinarak ayrica diskriminant fonksiyon analizi uygulanmistir. Boylece
bolgeler ve iller arasindaki varyasyon sirasiyla koloniler arasi ve koloniler ici varyasyon
dikkate alinarak ortaya ¢ikarilmistir.

Cizelge 3.2. ve 3.3.’de yerel bolge populasyonlarimi temsil eden Ornek sayisi ve

morfolojik karakterlerine iliskin ortalama ve standart hatalar1 verilmistir.
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Cizelge 3.2. Ellibes yerlesim icin kanat karakterlerinin ortalama ve standart hatalar

* *

*

iler N OKU OKG a* b KI AKU AKG

X |£] Sx | X || Sx | X |+ Sx | X |[+] Sx | X |+| Sx | X |+| Sx | X |#*]| Sx
Malkara 15 | 9,08 [+]005[319|+[0,02]058[+]002]023]+][001][254]+[0,13]631[+]|005[1,89]+][0,01
Hayrabolu 15 | 882 [+]004[3,09]|+]0,02]054[+]002][023]+][001[239]+[0,09]6,11[+]|008][1,82]+][0,03
Muratls 15 | 9,04 [+]0,06[3,15|+]0,01]057[+]001]023]+][001[253]+[0,13]647[+]004][1,91]%]0,01
Cerkezkdy 15 [ 9,06 [+]0,04[315[+]002][055|+[0,02]0,24[+][0,01[234][+]014]6,35|+[0,03][1,88[+]0,01
Corlu 15 [ 9,04 [+][0,04[319[+]0,02]056|+[0,01]024][+][001][244][+]013]6,42]=[0,04][1,89][+]0,01
Saray 30 [899|+]003]318[+]002[055]+[0,01]024]+]001]228[+]007[631]+][004]1,89]=+]0,01
Lileburgaz | 10 [ 8,94 [ +] 0,06 [3,09]+]0,02] 047 [+]002]0,24|+[0,01]1,99][+]0,12][620]+]007]185]|+]0,02
Kirklareli 30 [895|+]004]313[+]001[055|+[001]025]+]001]224[+]006[633]+][0,03]1,89][=]0,01
Kesan 45 [ 9,00 |+[0,03]312]+]0,02]055[+[001[025]+[0,00][226]+[0,06]629]+]003][1,90]+][0,01
Meric 13 | 8,81 [+]006[315|+]0,03]056[+]001]025]+][001][227]+[0,10]6,28|+]|0,06][1,89]+]0,01
Kocahidir 14 [ 8,95 [+]0,03][3,17[+][0,01][055|+[0,02]0,25[+][0,01[225[+]0,11]6,34]=][0,04][1,90[+]0,01
ipsala 14 [8,86 | +]0,05[312[+]002]055|+[0,01]024][+][001]231][+]009]6,28]+[0,04][1,86][+]0,01
Enez 14 | 891 [+]003[313|+[0,02]057[+]001]025]+][001][236]+[0,08]637]+]|004][1,88]+]0,01
istanbul 15 | 914 [+]005[3,11|+[0,03] 054 +]0,01]023]+][001][239|+[0,06]640][+]|006]1,88]+]0,02
Bursa 13 | 9,01 [+]0,09[3,19|+[0,04055]+]0,02]029]+][001][193]+[0,09]640][+]|004]1,89]+]0,02
Diizce 15 | 9,26 [+]0,07[3,29|+[0,03]052]+|0,01]024]+]001][228|+[0,12]660][+]|0,04]1,99]+]0,02
Yalova 15 | 9,09 [+]0,05[3,19|+]0,03]054[+]002]024]+]001][227]+]0,14]6,36[+]|004]1,89]+]0,01
Canakkale 15 [ 8,99 [+]0,05[3,18[+[0,02]051[+[0,01][024[+][001][222][+]0,13]6,27|+[0,04][1,86][+]0,01
Bozcaada 30 [ 894 [+[003[3,18[+][002]054+[001]026]+]001[216[+]007]631[+[003]1,92]+]0,01
Gokgeada 30 [9,04|+]004]315[+]002][052]+[001]023]+]001]230[+]007[632]+][004]1,91]+]0,02
Balikesir 15 | 8,79 [+]0,06[3,05|+[0,03]054]+]002]023]+][001][242]+[0,15]|6,29]+]|0,06]1,85]+]0,02
izmit 15 | 9,10 [+]0,05[2,93 | +]0,08| 054 [+]0,02]023]+][001][245]+[0,09]6,47|+]003][1,90]+]0,01
Aksaray 15 [ 9,00 [+]0,05][3,11[+]0,03]|051|+[0,01][023[+][0,01][231][+]008]644]|+][0,04]1,88][+]0,01
Eskisehir 15 | 9,01 [+]0,03[3,18|+]0,01]053][+]002]026|+][001][210]+][0,14]642]+]|004]1,88]%]0,01
izmir 15 [ 8,76 [+]0,11[3,17 [+]0,03][050|+[0,01[0,24[+][0,01[214[+]011]6,32]+[0,05][1,89[+]0,01
Mugla 30 [897 [+]0,03[3,10[+[0,02]055[+[001][025]+][001[231[+][010][632]+][0,03]1,87]+]0,01
Usak 15 [ 8,90 [+]0,04[314[+]002]054]+[0,01]026[+][001[217[+]0,11]6,24]+[0,05[185[+]0,02
Kiitahya 15 | 9,08 [+]0,05[3,13|+[0,02]057[+]0,02]023]+][001][258|+[0,10]631[+]|004][1,86]%]0,01
Denizli 13 [ 9,05 [+]0,04[3,09]+]0,02]054]+]001]023]+][001][241]+][017]640]+]|004][1,88]+]0,03
Aydin 4 [895[+]007][3,07 +[0,09][052][+][002]021[+[002]225]+[0,09][630][+][010]1,90]+]0,02
Cankiri 10 [ 9,14 [+]0,04[323]+]003]051|+[0,01]024[+][001][220][+]0,12]6,28]+[0,04][1,91[+]0,02
Zonguldak 10 [ 9,11 [+]0,07[3,15[+]0,02]|051|+[0,02]0,25[+][0,01[209]+]014]651[+[0,07][187[+]0,04
Bartin 15 [ 9,27 [+]0,04[321[+]002]053]+[0,01[029[+][0,01[1,80[+]0,12]656][+][0,04][1,91[+]0,02
Sinop 15 [ 9,15 [+]0,04[318[+]0,02]054|+[0,01]021[+][001][257[+]006]647]+[0,04][193][+]0,02
Corum 15 | 9,00 [+]0,03[3,17|+[0,02]056[+]001]025]+[001[235][+[0,13]6,33[+]|004][1,84]+]0,01
Gumishane | 15 [ 9,16 [+] 0,04 [3,20 | +]0,02| 054 [+]0,01]0,26|+]0,01[214]+]0,10]6,50|+]0,04]1,89]+]0,01
Bayburt 15 [ 9,22 [+][0,04[319[+]0,02]056|+[0,01][0,23[+][0,01[250][+]0,15]6,43|+[0,04][1,89[+]0,01
Rize 15 [ 9,16 [+]0,04[317[+]0,02]053|+[0,01[0,25[+][0,01[215[+][0,09]655]+][0,04][188][+]0,02
Giresun 15 [ 9,11 [+]0,02[3,07[+]0,03]051|+[0,02]0,26[+][0,01][1,96]+]007]6,60]=][0,04][1,90[+]0,01
Trabzon 15 [ 9,24 [+]0,03[325[+]002]052]+[0,01[024[+][0,01][221]+]009]656]|+]0,04]1,95][+]0,02
Artvin 15 [ 8,96 |+]048[329[+]002]052|+[0,01]025[+][001][215]+]011]658|=[0,04][1,94][+]0,01
Hakkari 15 | 8,92 [+]0,06[3,11|+[0,03]054[+]002][023]+][001][241]+[0,09]631[+]005][1,86]+]0,01
Van 15 | 9,05 [+]0,03[3,17|+]0,01]054[+]001]027]+]001[201]+][008]643]+]003][1,92]+]0,01
Bingdl 15 [ 8,78 [+]0,05[3,09]+]0,01][054]+[0,01][021[+][0,01][263]+]0,15]6,20]+[0,05][1,84][+][0,02
Elazi§ 15 [ 9,25 [+]0,05[322[+]0,02]055|+[0,01[025[+][0,01[219[+]0,09]6,39[+][0,06][1,91[+]0,02
Erzincan 15 [ 9,18 [+]0,04[3,21[+]0,01]052]+[0,02]0,26[+][0,01[207][+]012]6,40|+][0,05][1,92][+]0,01
Agri 15 | 9,18 [+] 0,04 [ 3,24 | +]0,02|055[+]|0,02]024|+][001[232]|+[0,13]650|+]|004][1,92]+]0,01
Malatya 15 [ 9,04 [+][0,05[316[+]0,03]|054|+[0,01]024[+][001]225]+]011]6,30]=[0,06]1,89][+]0,01
Isparta 15 | 9,10 [+] 0,04 [3,17 | +[0,02] 052 [+]|0,02]023]+][001[236|+[0,18]6,45[+]|0,04]1,90]+]0,02
Osmaniye 15 | 8,83 [+]003[3,06|+[003]054]+]002]024]+][001][238]+[0,13]6,19][+]|0,04][1,78]+]0,02
Mersin 15 | 9,07 [+] 0,04 [320]+]0,03]053][+]001]025]+][001][212]+[0,11]640[+]005][1,90]+]0,01
Adana 8 [887|+]005][314[+[0,04][054[+][002]021[+[001][256]+[022]625][+]|008]1,84]+]0,04
Maras 15 [ 8,94 [+]0,05[313[+]0,02]054|+[0,02]026[+][001][211]+]009]623]+[0,04][1,83][+]0,01
Adiyaman 15 | 894 [+]008[3,14|+[0,05]055]+]0,02]024]+][001[238|+[0,11]633][+]0,07][1,81]+]0,02
Diyarbakir 15 | 8,86 [+] 0,04 [3,09|+[0,02]055]+]002]025]+][001][226|+[0,15]|6,41[+]|0,03]1,88]+]0,02
Toplam 888 9,02]+]0,01[315]+]0,00][054[+]000][024]+]000][227]+][0,02]637]+[0,01][1,89]+]0,00

N:koloni sayis1, X:ortalama Sx:standart hata, *Olgiim birimi “mm”dir.
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Cizelge 3.3. Bacak karakterleri ve dil uzunlugunun ortalamalan ve standart sapmalari,
ornekleme yapilan yerlesimlerin bulundugu cografik konum ve deniz seviyesinden yiikseklik

sira |iller N FU* TU* BU* BG* DU* E|B| Y

No X |4 Sx X [ Sx X |4 Sx X [ Sx X |4 Sx

1 Malkara 15 [ 2,74 |+ 0,01 | 3,28 |+ 0,04 | 2,11 |+ 0,03 | 1,20 | £ 0,01 | 6,33 | £/ 0,14 | 41 | 27 210
2 Hayrabolu 15 | 2,67 |+ 0,02 | 3,05 |+ 0,02 | 2,02 |+ 0,03 | 1,18 |/ 0,02 | 5,15 |+ 0,10 | 41 | 27 18
3 Murath 15 12,694 0,03 | 3,14 |+ 0,03 | 2,18 | £ 0,02 | 1,20 | £ 0,01 | 5,97 | £ 0,16 | 41 | 28 79
4 Cerkezkdy 15 2,724 0,02 | 3,29 | £ 0,07 [ 2,02 | £/ 0,04 | 1,18 | £/ 0,02 | 5,97 | #| 0,18

5 Corlu 15 | 2,67 |+ 0,02 | 3,06 | £ 0,10 | 2,07 | #/ 0,04 | 1,16 | £/ 0,05 | 6,03 | #| 0,14

6 Saray 30 |2,65|# 0,02 |3,13 |+ 0,02 |2,08 |+ 0,02 ] 1,19 |+ 0,01 | 6,03 | £ 0,13 | 41 | 28 151
7 Lileburga 10 | 2,67 |+ 0,03 | 3,01 | # 0,04 | 2,07 |+ 0,03 | 1,18 | +/ 0,02 | 5,90 | +{ 0,18 | 41 | 27 76
8 Kirklareli 30 [2,62 |+ 0,02 | 3,13 |+ 0,03 | 2,04 |+ 0,02 | 1,15 [+ 0,01 | 5,68 | # 0,13 | 42 | 27 199
9 Kesan 45 | 2,67 |+ 0,02 | 3,11 |+ 0,02 | 2,07 |+ 0,02 | 1,21 |4 0,02 | 6,13 | £ 0,09 | 41 | 27 97
10 Meri¢ 13 [ 2,52 |+ 0,01 | 3,00 |+ 0,03 | 2,08 |+ 0,03 | 1,10 | £ 0,02 | 6,28 | £/ 0,05 | 41 | 26 22
11 Kocahidir 14 12,69 |+ 0,02 | 3,19 | £ 0,02 | 2,13 | £/ 0,03 | 1,19 | 4 0,02 | 6,45 | #| 0,12

12 ipsala 14 | 2,61 |+ 0,02 | 3,09 |+ 0,03 | 2,06 |+ 0,02 | 1,10 | £ 0,02 | 6,21 | £ 0,12 | 41 | 26 36
13 Enez 14 | 2,56 |+ 0,04 | 3,10 | £ 0,03 | 2,05 | £ 0,02 | 1,13 | £ 0,02 | 6,12 | £ 0,13 | 41 | 26 3

14 istanbul 15 [ 2,57 |+ 0,03 | 3,07 |+ 0,05 | 2,11 |+ 0,03 | 1,23 | £ 0,04 | 5,83 | £ 0,11 | 41 | 29 24
15 Bursa 13 [ 2,70 |+ 0,02 | 3,17 | £+ 0,04 | 2,06 | #| 0,01 | 1,23 | 4/ 0,02 | 5,55 | | 0,17 | 40 | 29 188
16 Dilizce 15 2,81+ 0,03 | 3,23 |+ 0,01 [ 2,18 | #/ 0,02 | 1,20 | +| 0,05 | 6,25 | #| 0,14 | 41 | 31 168
17 Yalova 15 2,67 |+ 0,03 325 |+ 0,05[213 |4 0,03 | 1,26 |+ 0,03 |6,09 |+ 0,17 | 41 | 30 0

18 Canakkale 15 2,68 |+ 0,03 | 3,11 |+ 0,03 | 2,16 |+ 0,03 | 1,19 | £ 0,02 | 535 | £ 0,12 | 40 | 26 0

19 Bozcaada 30 | 2,70 | £ 0,03 | 3,20 | £/ 0,03 | 2,08 | +{ 0,02 | 1,24 | | 0,01 | 6,00 | ¥ 0,13 | 40 | 26 1

20 Gokgeada 30 [2,63 |+ 0,03 | 3,15 |+ 0,03 | 2,13 |+ 0,03 | 1,18 [+ 0,02 | 5,53 | # 0,09 | 40 | 26 135
21 Balikesir 15 | 2,66 |+ 0,03 | 3,17 |+ 0,02 | 2,16 |+ 0,04 | 1,18 | £ 0,03 | 5,20 | £/ 0,16 | 40 | 28 136
22 izmit 15 [ 2,72 |+ 0,02 | 3,08 |+ 0,02 | 2,12 | 0,03 | 1,19 | £ 0,02 | 5,89 | £| 0,15 | 41 | 30 0

23 Aksaray 15 [ 2,66 |+ 0,03 | 3,20 | # 0,05 [ 2,10 | #/ 0,03 | 1,21 | 4/ 0,01 | 6,14 | +{ 0,22 | 38 | 34 1044
24 Eskisehir 15 2,75+ 0,02 | 3,23 | £ 0,04 | 2,08 | +| 0,02 | 1,26 | +| 0,03 | 6,50 | | 0,12 | 40 | 30 870
25 izmir 15 2,67 |+ 0,03 | 3,17 |+ 0,04 | 2,08 |+ 0,03 | 1,20 | £+ 0,02 | 5,61 | £ 0,16 | 38 | 27 37
26 Mugla 30 | 2,67 | 0,02 | 3,10 | £ 0,02 | 2,09 |+ 0,02 | 1,14 | | 0,01 | 5,99 | ¥ 0,15 | 37 | 28 632
27 Usak 15 | 2,72 |+ 0,05 | 3,01 |+ 0,06 | 2,11 |+ 0,083 | 1,23 | 4/ 0,02 | 5,81 |+ 0,18 | 39 | 29 956
28 Kitahya 15 | 2,72 |+ 0,02 | 3,22 | # 0,03 [ 2,10 | #/ 0,02 | 1,23 | +| 0,04 | 5,61 |+ 0,19 | 39 | 30 935
29 Denizli 13 [ 2,72 |+ 0,02 | 3,15 |+ 0,04 | 2,12 | 0,03 | 1,20 | £ 0,02 | 5,65 | £| 0,18 | 38 | 29 418
30 Aydin 4 |1298]|# 0,13 [ 3,00 | £ 0,00 | 2,00 | +| 0,00 | 1,25 | +{ 0,00 | 4,98 | +| 0,02 | 38 | 28 57
31 Cankiri 10 [ 2,714 0,03 | 3,12 | £ 0,05 [ 2,07 | £ 0,03 | 1,24 | £/ 0,02 | 5,77 | £ 0,22 | 41 | 34 723
32 Zonguldak 10 | 2,73 |+ 0,01 | 3,13 |+ 0,04 | 2,08 | £ 0,02 | 1,20 | £ 0,01 | 5,02 | £/ 0,01 | 41 | 32 96
33 Bartin 15 [2,65|4 0,04 | 3,12 |+ 0,04 | 2,11 |+ 0,03 | 1,14 | £ 0,03 | 6,26 | £/ 0,20 | 42 | 32 12
34 Sinop 15 [ 2,64 |+ 0,03 | 3,15 |+ 0,05 | 2,12 | 0,03 | 1,19 | £ 0,01 | 5,95 | £{ 0,19 | 42 | 35 0

35 Corum 15 [ 2,74 |+ 0,01 | 3,23 | # 0,02 | 2,07 |+ 0,02 | 1,20 | +| 0,01 | 6,83 | #[ 0,07 | 41 | 35 864
36 Gimisha 15 (2,69 | 0,02 | 3,09 | £ 0,02 | 2,00 | #| 0,02 | 1,20 | +| 0,02 | 6,36 | +| 0,18 | 40 | 39 1228
37 Bayburt 15 [ 2,63 |+ 0,03 | 3,14 | # 0,04 [ 2,00 | +| 0,00 | 1,16 |+ 0,02 | 5,71 | +{ 0,19 | 40 | 40 | 1924
38 Rize 15 2,70 |+ 0,02 | 3,16 | £ 0,04 | 2,13 | £/ 0,03 | 1,24 | £/ 0,02 | 6,72 | £/ 0,19 | 41 | 41 1

39 Giresun 15 2,70 |+ 0,03 | 3,16 |+ 0,04 | 2,04 | £ 0,02 | 1,22 | £ 0,01 | 6,49 | £ 0,14 | 41 | 38 0

40 Trabzon 15 12,814 0,03 ] 3,12 | £ 0,03 | 2,09 | £ 0,02 | 1,19 | £ 0,02 | 5,87 | £ 0,19 | 41 | 40 191
41 Artvin 15 [ 2,74 | £/ 0,02 | 3,24 |+ 0,03 | 2,12 |+ 0,02 | 1,23 | £ 0,02 | 6,49 | £| 0,14 | 41 | 42 386
42 Hakkari 15 | 2,57 |4 0,02 | 3,04 | £+ 0,08 | 2,07 |+ 0,03 | 1,14 | 4/ 0,03 | 5,45 | +{ 0,15 | 38 | 44 1504
43 Van 15 2,714 0,03 | 3,29 | £+ 0,04 [ 2,09 |+ 0,02 | 1,19 |+ 0,01 | 5,69 |+ 0,19 | 39 | 43 1727
44 Bingdl 15 [ 2,56 |+ 0,03 | 3,08 |+ 0,03 | 2,07 |+ 0,03 | 1,05 | £ 0,02 | 5,97 | £ 0,13 | 39 | 40 1139
45 Elazi§ 15 [ 2,71 |+ 0,03 | 3,24 | £+ 0,04 | 2,10 | #/ 0,08 | 1,20 | +| 0,03 | 5,81 | +{ 0,24 | 39 | 39 1121
46 Erzincan 15 2,63 |+ 0,03 | 3,07 | £ 0,04 | 2,02 |+ 0,02 | 1,19 | 4/ 0,02 | 6,57 | | 0,14 | 40 | 39 1186
47 Agri 15 2,76 | £ 0,01 | 3,24 |+ 0,02 | 2,14 | £ 0,02 | 1,19 | £ 0,01 | 6,16 | £/ 0,18 | 40 | 43 1641
48 Malatya 15 [ 2,72 |+ 0,02 | 3,19 |+ 0,03 | 2,13 |+ 0,04 | 1,17 | £ 0,02 | 5,64 | £| 0,23 | 38 | 38 975
49 Isparta 15 [ 2,72 |+ 0,01 | 3,18 | # 0,03 [ 2,04 |+ 0,01 | 1,25 | 4/ 0,02 | 6,52 | +| 0,17 | 38 | 31 1085
50 Osmaniye 15 2,61+ 0,03 | 3,11 | £ 0,04 | 2,05 | #/ 0,02 | 1,08 | £/ 0,02 | 6,21 | +{ 0,12 | 37 | 36 110
51 Mersin 15 [ 2,70 | £/ 0,04 | 3,19 |+ 0,04 | 2,10 |+ 0,03 | 1,20 | £ 0,02 | 5,65 | £/ 0,14 | 37 | 35 0

52 Adana 8 |264|£0,09|294|40,07|212 |+ 0,06 | 1,14 |+ 0,04 | 6,53 | £ 0,20 | 37 | 35 13
53 Maras 15 | 2,66 |+ 0,02 | 3,18 | £ 0,04 | 2,10 | 4/ 0,03 | 1,22 | 4| 0,01 | 6,57 | +{ 0,07 | 38 | 37 654
54 Adiyaman 15 [ 2,64 | £/ 0,04 3 16 + 0,05]12,05|+0,02]1,19 | £ 0,02 | 6,17 | £ 0,23 38 38 685
55 Diyarbakir 15 [ 2,65 | £/ 0,03 + 0,04 | 2,10 |+ 0,02 | 1,20 | +| 0,02 | 6,46 | £| 0,16 40 663

[ Total | Toplam |888|268|+| ooo [3,15]+ 0,01 [ 2,00 [+ 0,00] 1,19 [+
E: Enlem B: Boylam Y: Yiikseklik (www.astroloji.com/enlem-boylam )  *Qlciim birimi “mm’ d1r.
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3.2.1. Tek degiskenli varyans analizi (ANOVA) ve cok degiskenli varyans analizi
(MANOVA)

Varyans analizinde incelenen morfometrik karekterlerin her biri tek tek ele alinarak
gruplar arasindaki farkliliklar degerlendirildiginde yalmzca OKU (0.001), AKU (0.000), AKG
(0.006) ve DU (0.000) gibi karekterlerin gruplar birbirinden ayirmak i¢in diger karekterlere
gore daha fazla onemli oldugu goriilmiistiir (P<0.01) (Cizelge 3.4). SPSS paket programinda
yapilan diskiriminant analizine gore belirlenen Cizelge 3.11°deki yap1 matrisi incelendiginde,
iki boyutlu ortamda kolonileri birbirinden ayirmada etkili olan ilk iki fonksiyon {izerinde de

bu dort morfolojik karakterin etkili oldugu goriiliir.

Cizelge 3.4. ANOVA ile gruplarin karsilastirilmasi

Gt e | o M ] w ]
OKU " 872 8 .109 3.693 .001*
OKG ! .098 8 .012 1.642 116

A ! .013 8 .002 1.492 163
B " .001 8 .000 235 984
Ki ! S12 8 .064 .646 738
AKU ! .866 8 .108 5.891 .000*
AKG ! .050 8 .006 2.835 .006*
FU " 113 8 .014 1.737 .093
TU ! .099 8 .012 963 467
BU " .056 8 .007 1.319 237
BG " .061 8 .008 1.772 .086
DU " 8.040 8 1.005 4.012 .000*
*P<0.05

Karakterlerin her biri bakimindan hangi gruplarin birbirinden farkliliginin &nemli
oldugunu belirlemek icin ise Post-Hoc test analizi ile gruplarin ikili karsilagtirmalari
yapilmistir. OKU bakimindan Trakya grubu ile Bati Karadeniz ve Dogu Karadeniz gruplari
arasindaki farklilik sirasiyla 0.37 ve 0.007 diizeyinde 6nemli bulunurken; Ege grubu ile Dogu
Karadeniz grubu arasindaki farklilik 0.021 diizeyinde 6nemli bulunmustur (P<0.05). AKU
bakimindan Dogu Karadeniz grubu ile Trakya grubu Marmara grubu, Ege grubu, Dogu
Anadolu ve Akdeniz gruplar arasindaki farklilik sirasiyla 0.000, 0.001, 0.000, 0.003 ve 0.000
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diizeyinde onemli bulunmustur (P<0.01). AKG bakimindan Akdeniz grubu ile Marmara ve
Dogu Karadeniz grubu arasindaki farklilik sirasiyla 0.015 ve 0.017 diizeyinde Onemli
bulunurken (P< 0.05); DU bakimindan Marmara grubu ile Dogu Karadeniz ve Akdeniz
gruplart arasindaki farklilik ise 0.011 ve 0.014 diizeylerinde 6nemli bulunmustur.

Tek degiskenli varyans analizi (ANOVA) ile gruplar, her bir morfolojik karakter tek
tek ele alinarak karsilastirilmaktadir. Ancak morfolojik karakterlerin birbirleri ile olan iligkisi
bilindiginden tiim karekterlerin aym1 anda degerlendirildigi cok degiskenli varyans analizi
(MANOVA)’ne gore yapilan degerlendirmeler daha giivenilir sonuglar vermektedir. Bu
nedenle gruplar biitiin degiskenler bazinda ortalamalarinin ayni olup olmadigi bakimindan test
edilmistir. Ozelliklerin tiimii aym anda dikkate alindiginda hangi gruplarin birbirlerinden
farkli oldugunu belirlemek icin ¢ok degiskenli varyans analizi (MANOVA) yapilmistir.
Koloni ortalamalar1 esas alinarak dort farkli test olgiitiine ( Pillai’s Trace, Wilks’ Lambda,
Hotelling’s Trace, Roy’s Largest Root ) gore yapilan degerlendirme sonucu en az bir karakter

bakimindan grup otalamalar1 arasindaki fark dnemli bulunmustur (P< 0.001) (Cizelge 3.5.).

Cizelge 3.5. SPSS ve S-PLUS paket programlarinda farkli test olciitlerine gore bolgesel
gruplarin karsilagtiritlmast

Test tiirii Ista. Deg. F Sd, Sd, p
1.794 3.527 108.000 1530.000 ,000
Pillai's Trace
0.8762 1.7322 96 1352.0 0.000028238
.000 30.491 108.000 1191.899 .000
Wilks' Lambda
Gruplar 0.3735 1.8063 96 1101.6 0.000008172
6397.617 9491.116 108.000 1442.000 .000
Hotelling's Trace
1.1182 1.8665 96 1282.0 0.000002047
, 6396.626 90618.864 12.000 170.000 .000
Roy's Largest
Root 0.4630 6.5201 12 169.0 0.000000002

Sd; .hip. serbestlik derecesi, Sd,. hata serbestlik derecesi Birinci satirdaki degerler SSPS paket programinda elde edilen
degerler, ikinci satirdaki degerler ise S-PLUS paket programinda belirlenen degerler

Dort farkli test Olciitine gore grup ortalamalarinin birbirinden farkli oldugu
belirlendikten sonra S-PLUS paket programinda Hotelling T ‘ye gore gruplarn ikili
karsilastirilmalart yapilmistir. Cizelge 3.6.’da yalmzca ortalamalar1 arasindaki fark 6nemli

olan gruplar ve bu gruplarin F test ve P 6nem diizeyine iliskin sonuglar verilmistir (P<0.05).
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Cizelge 3.6. Hotelling T ‘ye gore grup ortalamalarinin karsilastirilmast

Gruplar F sd1 sd2 P
A-DK 2.597 12 162 0.0034
A-E 1.929 12 162 0.0342
A-M 2.963 12 162 0.0009
BK-E 1.820 12 162 0.0487
BK-T 1.994 12 162 0.0277
DA-DK 2.750 12 162 0.0020
DK-E 3.947 12 162 0.0000
DK-M 4.250 12 162 0.0000
DK-T 4.540 12 162 0.0000
GDA-M 1.895 12 162 0.0382
M-T 2.479 12 162 0.0052

Ortalamalan arasindaki fark istatistik’i bakimdan 6nemli bulunan gruplarin hangi
karekterlere gore farkli oldugu ise S-PLUS paket programinda Hotelling T ‘ye gore sidak
metodu kullanilarak belirlenmistir. Bu metoda gore grup ortalamalar1 %95 giiven araliginda
sifir1 iceren gruplar ayni, icermeyenler farklidir (Cizelge 3.7.). Baska bir ifadeyle birinci ve
ikinci grubun ortalamasi ayni ise gruplar birbirinden farksiz demektir. Bu ifade Ho:pl1-u2=0

seklinde formiiliize edilebilir.
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Cizelge 3.7. %95 Giiven araliinda Sidak metodu ile tiim karekterler icin gruplarin ¢oklu
karsilastirilmasi

karakterler Gruplar | Tahmin edilen | Standart Alt sinir Ust simr Onem

deger hata diizeyi
OKU DK-T 0.17800 0.04720 0.0408 0.3140 Hokokk
OKU BK-E 0.18700 0.0612 0.0099 0.3650 ook
OKU BK-T 0.17400 0.0535 0.0186 0.3290 Hokokk
OKU A-DK -0.17900 0.0601 -0.3530 -0.0052 ook
AKU A-DK -0.23200 0.0474 -0.3700 -0.0950 ook
AKU DK-DA -0.17500 0.0435 -0.3010 -0.0486 ook
AKU DK-E 0.19100 0.0558 0.0297 0.3530 ok
AKU DK-E 0.22500 0.0440 0.0970 0.3520 hokokok
AKU DK-T 0.22400 0.03730 0.1160 0.3320 hokokok
AKU DK-M 0.17000 0.0397 0.0548 0.2850 hokokok
AKG A-M -0.05180 0.0146 -0.0942 -0.0094 hokokok
AKG A-DK -0.05750 0.0164 -0.1050 -0.0098 ok
DU A-E 0.59000 0.1710 0.0946 1.0900 Hokokk
DU DK-M 0.53200 0.1470 0.1070 0.9570 ook
DU DK-E 0.56900 0.1630 0.0979 1.0400 ook
DU A-M 0.55300 0.1560 0.1010 1.0000 Hokokk

*x*x*x pP<0.000

3.2.2. Ayrisim fonksiyon analizi

3.2.2.1. Koloni ortalamalarma gore ayrisim fonksiyon analizi

Koloni ortalamalarina gore dokuz cografik bolge populasyonun 12 morfolojik
karakterlerine iliskin tanimlayici1 (descriptive) degerler ve genel ortalamalar1 Cizelge 3.8.‘de
verilmigtir. Buna gore Giineydogu Anadolu populasyonu (GDA) en kisa 6n kanat uzunlugu
(OKU: 8.896)'na sahipken Dogu Karadeniz (DK) populasyonu en uzun kanat uzunlugu
(9.141)’na sahip bulunmustur. Arka kanat uzunlugu (AKU) ve arka kanat genisligi (AKG)
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bakimindan ise en yiiksek ortalama (6.538, 1.908) Dogu Karadeniz populasyonu i¢in tespit
edilirken, en diisiik ortalama (6.306, 1.850) Akdeniz populasyonu icin tespit edilmistir. Dil
uzunlugu bakimindan ise en diisiik ortalama Marmara grubunda goriiliitken en yiiksek
ortalama I¢ Anadolu grubunda goriilmiistiir. Bu sonuglara gére Dogu Karadeniz grubu kanat
uzunluklar1 bakimindan diger gruplardan daha yiiksek bir ortalamaya sahipken Akdeniz ve
Giineydogu Anadolu daha diisiik bir ortalamaya sahiptir.

Genel bir degerlendirme yapildiginda Anadolu’daki bal anlarinin morfometrik
karekterler bakimindan genis bir varyasyon gosterdikleri ve stabil olmadiklar
anlasilmaktadir. (Kandemir ve ark. 2005, Dodologlu ve Gen¢ 2004, Giiler ve ark 1999 ve
Kaftanoglu ve ark., 1993). En yiiksek dil uzunlugu (DU:6.83) Corum ili icin tespit edilmistir.
Ancak buradan Ornek alinan aricimin bildirisine gore burada Kafkas irkinin yetistiriciligi
yapilmaktadir. 6.83 degeri Ruttner’in A. m. caucasica ve A. m. armeniacacaca igin bildirmis
oldugu 7.05-6.65 degerleri arasinda yer almaktadir. En diisiik kiibital indeks degeri Bartin ili
icin tespit edilmis olup Ruttner’in A. m. adami i¢in bildirdigi kiibital indeks degeri ile birebir

aymidir. En bityiik OKU (9.27) degeride Bartm ili igin tespit edilmistir
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Cizelge 3.8. Dokuz cografik bolge populasyonun morfolojik karakterlerine iliskin ortalama degerleri ve standart hatalari

Trakya Marmara i¢c Anadolu Ege B. Karadeniz D. Karadeniz D.Anadol Akdeniz G.D.Anado

Karakter ort S. Sap ort S. Sap ort S. Sap ort s. sap ort S. Sap ort S. Sap Ort S. Sap ort S. Sap ort S. Sap
*OKU 8.963 | 0.120 9.030 | 0.168 | 9.007 | 0.124 | 8.950 | 0.169 | 9.137 | 0,120 | 9.141 | 0.301 | 9.058 | 0.194 | 8.961 | 0.135 | 8.896 | 0.211
*OKG 3.145 | 0.059 3.146 | 0.134 | 3.146 | 0.079 | 3.121 | 0.057 | 3.188 | 0,047 | 3.195 | 0.079 | 3.170 | 0.072 | 3.145 | 0.096 | 3.111 | 0.130
*a 0.551 | 0.038 0534 | 0.034 | 0.520 | 0.028 | 0.541 | 0.031 | 0.532 | 0,029 | 0.530 | 0.028 | 0.541 | 0.024 | 0.535 | 0.032 | 0.551 | 0.038
*b 0.243 0.024 0.242 0.027 0.241 0.021 0.242 0.029 0.248 0,035 0.248 0.022 0.244 0.024 0.240 0.029 0.245 0.033
Ki 2.309 | 0.230 2.264 | 0.279 | 2.207 | 0.242 | 2.311 | 0.300 | 2.230 | 0,325 | 2.185 | 0.285 | 2.273 | 0.240 | 2.306 | 0.337 | 2.323 | 0.378
*AKU 6.314 | 0.144 6.368 | 0.149 | 6.430 | 0.123 | 6.315 | 0.108 | 6.435 | 0,124 | 6.538 | 0.080 | 6.363 | 0.150 | 6.306 | 0.140 | 6.372 | 0.145
*AKG 1.884 | 0.043 1.902 | 0.050 | 1.878 | 0.017 | 1.872 | 0.029 | 1.891 | 0,048 | 1.908 | 0.039 | 1.894 | 0.040 | 1.850 | 0.073 | 1.847 | 0.079
*FU 2.652 | 0.076 2.678 | 0.094 | 2.707 | 0.065 | 2.694 | 0.048 | 2.690 | 0,091 | 2.714 | 0.073 | 2.664 | 0.097 | 2.664 | 0.111 | 2.648 | 0.127
*TU 3.125 | 0.123 3.161 | 0.109 | 3.213 | 0.109 | 3.125 | 0.122 | 3.153 | 0,088 | 3.151 | 0.063 | 3.166 | 0.121 | 3.121 | 0.122 | 3.165 | 0.136
*BU 2.074 | 0.073 2120 | 0.079 | 2.087 | 0.071 | 2.098 | 0.060 | 2.092 | 0,070 | 2.064 | 0.063 | 2.089 | 0.087 | 2.080 | 0.072 | 2.075 | 0.040
*BG 1.173 | 0.062 1.210 | 0.075 | 1.232 | 0.087 | 1.188 | 0.045 | 1.189 | 0,059 | 1.207 | 0.049 | 1.162 | 0.066 | 1.178 | 0.085 | 1.197 | 0.066
el 6.016 | 0.452 5.743 0.38 6.320 | 0.252 | 5.787 | 0.434 | 6.055 | 0,766 | 6.274 | 0.586 | 5.898 | 0.505 | 6.295 | 0.422 | 6.313 | 0.634

*Olgtim.birimi.“mm””dir.
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MANOVA sonuglarindan gruplarin morfometrik bakimdan birbirlerinden farklilig
hakkinda genel bilgi edinmek miimkiin olmustur. Ancak bireylerin ve kolonilerin ¢ok boyutlu
ortamda gruplara dagiliminmi belirlemek i¢in diskriminant analizi yapilmistir. Diskriminat
analizinde oncelikle koloni ortalamalar1 esas alinarak varyasyonun biiyiikk bir kismini izah
edebilecek diizeyde anlamli daha az sayida ayirict karakterler tespit edilmistir. Gruplarin
morfolojik acidan ayiriminda daha fazla 6nemli olan karakterler, Wilk’s lambda degerleri, F

test ve F 6nem diizeyine iliskin degerler Cizelge 3.9 verilmistir.

Cizelge 3.9. Morfolojik karakterlerin Wilk’s lambda degerleri F test ve F 6nem diizeylerine
iliskin degerleri

Karakterler Wilk(sl;gl,;linbda F degeri | Onem diizeyi
OKU .854 3.693 .001*
OKG .929 1.642 116

a 935 1.492 .163

b .989 235 .984
Ki 977 520 .840
AKU 786 5.891 .000*
AKG .884 2.835 .006%*
FU .926 1.737 .093
TU 957 .963 467
BU .943 1.319 237
BG 924 1.772 .086
DU .844 4.012 .000%*

Koloni ortalamalarina gore diskriminant analizinde gruplarin ayirimini yapmak icin,
arka kanat uzunlugu (AKU), dil uzunlugu (DU), 6n kanat uzunlugu (OKU) ve arka kanat
genigligi (AKG) sirastyla 0.000, 0.000, 0.001 ve 0.006 diizeyinde daha fazla ©nemli
bulunmustur. Populasyonlar1 ayirmada etkili olan karakterler ve Onem diizeyleri
belirlendikten sonra 9 cografik bolge populasyonun 12 morfolojik karaktere gore
siniflandirilmalarim1  saglayan diskriminanat fonksiyonlar1 belirlenmistir. Analize giren

fonksiyon sayilari, degiskenlere ait kanonik diskriminanat fonksiyonlarinin géreceli 6nemleri,
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Ozdegerleri (eigen), izah edilen varyans yiizdeleri, yigilmali varyans yiizdeleri ve kanonik

korelasyon diizeyleri koloni ortalamalarina gore belirlenmis ve Cizelge 3.10.’da sunulmustur.

Cizelge 3.10. Morfometrik karekterler i¢in populasyon diizeyinde belirlenen 6zdegerler,
fonksiyonlara tekabiil eden varyans diizeyleri, yigilmali varyans ve kanonik korelasyon
degerleri

Fonksiyon | Ozdegeri | Varyasyon | Yigilmah | Kanonical Wilk’s Onem
sayisi diizeyi varyasyon | korelasyon | lambda | diizeyi(p)
degeri
1 463 41.4 41.4 .563 374 .000%*
2 .280 25.0 66.4 468 546 L025%
3 137 12.2 78.7 347 .699 441
4 102 9.1 87.8 304 795 719
5 .089 8.0 95.8 .286 .876 .893
6 .024 2.1 97.9 153 954 .995
7 .022 2.0 99.9 .146 977 .984
8 .002 1 100.0 .039 .998 .998
#P<0.05

Cizelge 3.10. incelenirse ilk 8 diskiriminant fonksiyonu analize girmis fakat yalmzca
ilk iki fonksiyon sirasiyla 0.000 ve 0.025 diizeyinde 6nemli (P<0.05) bulunmustur. Cizelge
3.11°de verilen yap1 matrisi incelendiginde birinci diskiriminant fonksiyonu iizerinde AKU ve
DU’nun; ikinci diskiriminant fonksiyonu iizerinde ise OKU ve AKG ‘nin etkili oldugu
goriiliir. 0.000 ve 0.025 diizeyinde anlamli olan bu iki fonksiyon toplam varyasyonun

%66.4’inll agiklamaktadir.
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Cizelge 3.11. Koloni ortalamalarina gore analize giren fonksiyonlara iligkin yap1 matrisi

Fonksiyonlar
1 2 3 4 5 6 7 8

AKU .647(*) 494 -.089 -.168 -.185 344 -.077 -.163

DU 501(%) -.466 -.040 -.233 .033 -.257 216 .065
AKG .049 .565(*) -.442 -.231 -.298 -.057 A17 .036
OKU .386 .500(*) -.440 159 .160 -.035 104 410
OKG .282 170 -.463(%) .063 .069 -.162 127 114

FU .152 .303 .405(%) .360 -.226 -.254 -.308 277

BU -.169 .303 132 -.123 .435(*%) .041 .235 -.222

a -.202 -.295 -.253 -.051 -.312 .570(%) .034 .208

TU A1 181 -.026 -.372 .323 .035 -517(%) .480

BG 127 .308 .508 -.301 -.006 -.093 .353 .534(*)

b 105 .034 -.161 -.016 -.049 247 .037 .364(*)
Ki -174 -.181 .034 .052 -.004 133 .020 -.201(%)

*Fonksiyonlari temsil eden morfometrik karekterleri gostermektedir

[k iki fonksiyon iizerinde etkili olan bu karekterlerin onemliligi ilk basta yapilan

ANOVA ile desteklenmistir.
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Sekil 3.2. Morfometrik o6zelliklere iliskin ilk iki fonksiyona gore kolonilerin dagilimini
gosteren serpilme diyagrami
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Diskriminant analizinin son asamasinda ilk iki kanonik diskriminant fonksiyonu esas
almarak serpilme diyagrami cizilmistir (Sekil 3.2.). Bu diyagramda ilk iki diskriminant
fonksiyonuna gore kolonilerin iki boyutlu ortamda dagilim1 goriilmektedir. Bolgesel gruplarin
ayiriminda etkili olan ilk iki fonksiyondan birinci fonksiyon toplam varyasyonun %41.4’iinii,
ikinci fonksiyon ise %?25’ini agiklamaktadir. Serpilme diyagrami incelenecek olursa ilk yedi
grubun grup merkezlerinin birbirinden tamamen ayrildigi, ancak sekizinci grubun (Akdeniz
populasyonu) grup merkezinin dokuzuncu grup (Giiney dogu Anadolu populasyonu)
tarafindan ortiildiigii goriiliir. A. m. anatoliaca’y1 temsil eden i¢ Anadolu grubu A. m. meda’y1
temsil eden ve birbiriyle ortiiserek tek bir grubu temsil eden Akdeniz-Giineydogu Anadolu
grubu ile A. m. caucasica’yr temsil eden Dogu Karadeniz ve Bati Karadeniz grubunun
merkezinde yer almistir Tiirkiye nin bat1 populasyonlarin1 olusturan Trakya (1), Marmara (2)
ve Ege populasyonlarinin grup merkezleri birbirine diger gruplara olandan daha fazla
yakindir. Buradan anlagilacagi tizere Anadolu’nun dogu ve bat1 populasyonlar1 birbirlerinden
tamamen farklidir.

Serpilme diyagraminda grup merkezlerinin birbirinden ayrilmasi populasyonlar
olusturan genel olarak kendi grubunu temsil ettigini gOstermektedir Ancak ayni
populasyonlart temsil eden kolonilerin siki bir kiimelesme olusturdugu sinirlarla
belirlenebilecek bir ayirisim olmamistir. Serpilme diyagramu iizerinde farkli cografik gruplara
ait koloniler arasinda onemli derecede i¢ ice girmeler olmustur. Ancak serpilme diyagrami
ornek alinan aricilarin bildirisleri, regrasyon analizinin sonuglari, gruplar i¢i Ornekleme
yapilan lokal bolgelerin cografik konumlar1 g6z oniinde tutularak degerlendirildigi zaman
koloniler arasi i¢ ice gecmelerin bu faktorler nedeniyle meydana gelen dogal bir sonug¢ oldugu
anlasiimistir.

Glinlimiiz ticari yetistiricilik kosullarinda Tiirkiye'nin bal arsi cesitliliginin gocer
aricilik ve ticari ana an yetistiriciliginden etkilenmemesi miimkiin degildir. Boliimiin baginda
ornek alman aricilara uygulanan anket ¢calismasimin genel degerlendirilmesi verilmistir. Buna
gore aricilarin 6nemli derecede Kafkas irkina yoneldigi ve ticari olarak ana ar satin alirken de
yine Kafkas ana arisini tercih ettigi goriilmektedir. Dogu Anadolu grubunun Bati grubuyla
birlikte yer almasi da gocer ariciligin bir sonucu olarak yorumlanmistir

Ayirma fonksiyonlarina gore tahmin edilen grup tiyelikleri ve gercek grup iiyelikleri
arasindaki uyum ise Cizelge 3.12.°de Ozetlenmistir. Koloni ortalamalarina uygulanan
diskriminant analizi sonucuna gore tiim kolonilerden (182) %62.1°1 ait olduklar1 gruba
girmislerdir. Sirasiyla grup iiyelikleri Trakya %74, Marmara %52, I¢ Anadolu %50, Ege
%55, Bati Karadeniz %54 Dogu Karadeniz %78, Dogu Anadolu %52, Akdeniz % 47 ve
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Giineydogu Anadolu i¢in %100 bulunmustur. Trakya bolgesindeki 50 koloniden 37’si kendi
grubuna girerken 3’er koloni Marmara ve Dogu Anadolu bolgesine, 2’ser koloni I¢ Anadolu,
Ege bolgesi ve Giineydogu Anadolu bolgesine 1 koloni de Akdeniz bolgesine girmistir.
Giineydogu Anadolu’dan alinan tiim ornekler kendi grubunda kaldigindan grup iiyeligi %100

olarak belirlenmistir.

Cizelge 3.12. Bolgeleri temsil eden kolonilerin ayrisim fonsiyon analizinin sonuglarina gore
siniflandirilmasi

Bol. . . L.
Kodu Tahmin Edilen Grup Uyeligi Toplam
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1
37
1 %74 3 2 2 0 0 3 1 2 50
2 |6 |[J2 1202|401 33
%052
3
3 1 0 %50 0 0 0 0 0 2 6
11
4 7 0 0 %55 0 0 0 1 1 20
7
5 0 2 0 1 %54 0 0 1 2 13
6 0 0 2 1 0 14 1 0 0 18
%78
11
7 6 2 0 1 0 1 %52 0 0 21
7
8 2 2 0 1 1 0 2 wa7 0 15
6
9 0 0 0 0 0 0 0 0 %100 6

a % 62,1Tahmin edilen grup tiyeligi

3.2.2.2. Kiimeleme analizi

Son olarak S-PLUS paket programinda grup ortalama vektorleri arasindaki mesafenin
olciisii olan mahalanobis uzakliklari (D?) hesaplanarak gruplarin ikili karsilastirmalari
yapilmis ve mahalanobis uzakliklarina iliskin matris kullanilarak UPGMA metoduna gore

dendogram cizilmistir (Cizelge 3.13. ve Sekil 3.3.).
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Cizelge 3.13. Mahalonobis Uzakliklar

A BK DA DK E GDA M T IA

A 0

BK | 1.985667 |0

DA |2.149421|1.176641 | 0

DK |4.067983|1.572698 |3.63679 |0

E 2.885236 [ 2.960477 | 2.00066 |5.339902 |0

GDA | 1.63551 |3.883875|3.931268 | 4.639567 | 4.404063 | 0

M 3.683004 | 2.327158 | 1.211589 [ 4.677167 | 1.405681 | 4.785421 | 0

T 1.651098 | 2.476973 | 0.84558 |4.395976 | 1.564641 | 2.77466 |1.598648 |0

IA 2.721619 [ 2.971183 | 3.571975 | 2.407653 | 4.438856 | 2.350591 | 3.456269 | 3.589555 | 0

DA

1A

BK

DK

DA|

085 149 213 277 340
Coefficient

Sekil 3.3. Dokuz populasyon i¢in mahalonobis uzakliklarina gore cizilen dendogrami

104



(DA:Dogu Anadolu, T:Trakya, BK:Bati Karadeniz, M:Marmara, E: Ege DK: Dogu Karadeniz, A:Akdeniz,
GDA:Giineydogu Anadolu, IA:I¢ Anadolu)

UPGMA metoduna gore 3 ana Apis mellifera grubu belirlenmistir (Sekil 4.3.). Bu
gruplardan birinde A. m. caucasica’y1 temsil eden Dogu Karadeniz (DK), Bati Karadeniz
(BK) ile birlikte bir grup olusturmustur. Diger grupta A. m. anatolica’yr temsil eden Ig¢
Anadolu (IA), A. m. meda’y1 temsil eden Akdeniz (A) ve Giineydogu Anadolu (GDA) ile
birlikte diger grubu olusturmustur. Son grupta ise Ege (E) ve buna bagli Marmara (M),
Trakya (T) ve Dogu Anadolu (DA) populasyonlarimin bulundugu goriilmektedir. Agag
dikkatli incelendiginde A. m. anatoliaca grubunun A. m. meda grubu ile birlikte bir grup
oldugu ve A. m. caucasica grubuna c¢ok yakin oldugu goriilmektedir. Tiirkiye'nin bati
populasyonunu temsil eden {igiincii grubun ise her iki gruptan da c¢ok ayr1 bir grup oldugu
goze carpiyor. Ruttner (1988a), Tiirkiye’nin kuzeydogu’sunda A. m. caucasica,
giineydogu’sunda A. m. meda, Orta Anadolu’da A. m. anatoliaca olmak {iizere ii¢ temel 1rk
oldugunu Tiirkiye'nin batisinda (Istanbul-Bursa-Eskisehir-Isparta hattinin batis1) ise A. m.
anatoliaca’dan farkli bir ekotip oldugunu bildirmistir. Ayrica daha o donemlerde yapilan
gruplamada da A. m. meda ve A. m. anatoliaca’nmin kismen Ortiistiigii bildirilmistir. Bu
dendogram bazi farkliliklar disinda Ruttner (1988a)’in bildirisi ile tamamen uyumlu
bulunmustur. Bu farkliliklardan bazilari sunlardir. Dogu Anadolu (DA) ve Trakya (T) birlikte
bir grup olusturmustur. Bu durumun goger ariciligin bir sonucu olabilecegi diisiiniilmiistiir.
Diger taraftan Dogu Karadeniz (DK)’in Bati Karadeniz (BK) ile birlikte bir grup olusturmasi
Kafkas 1rkinin yetistiriciligine agirlik verilmesinin etkisi olabilir. Sonug¢ olarak bu agac ve
kolonilerin ¢cok boyutlu ortamda dagilim1 birlikte degerlendirildiginde ticari ve goger ariciliga
ragmen Tiirkiye bal aris1 ¢esitliliginin yok olmadig1 s6ylenebilir.

Akdeniz ve Giineydogu Anadolu bolgesinin grup merkezleri birbirleri ile ¢akismistir.
Rutner (1988a)’1n bildirisleri gbz 6niinde tutulursa Akdeniz ve Giineydogu’dan 6rnek alinan
cografik alan A. m. syriaca ile A. m. meda ve hatta A. m. anatoliaca’nin ortiistiigli cok hassas
bir cografik alandir. Dolayisiyla bu iki populasyonun grup merkezlerinin birbirleri ile

cakigmasi ve birlikte bir grup olusturmalar1 Ruttner (1988a) bildirisi ile uyumludur.

3.2.2.3. Ornek degerlerine gore ayrisim fonksiyon analizi

Calismada 55 lokal populasyondan 6rnekleme yapildigr belirtilmistir. Dolayisi ile bu

lokal populasyonlarin birbirlerinden farklilig1 sorgulanabilir diisiincesiyle 55 lokal populasyon
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icin ayrica diskriminant fonksiyon analizi yapilmistir. Ancak bu defa her bir lokal bolgeye
iliskin koloni sayisinin az olmasi goz Oniinde tutularak koloni ortalamalar1 yerine Ornek
degerleri esas almmistir. Diskirminant analizinin uygulanmast sonucunda 55 lokal
populasyonunu morfolojik bakimindan ayirmada etkili olan karakterlerin wilks lambda
degerleri, F test ve F 6nem diizeyine iliskin degerleri Cizelge 3.14’de verilmistir. Bireysel
verilere gore diskriminant analizinde populasyonlarin ayirimini yapmada a damar karakteri
0.02 diizeyinde O©nemli bulunurken diger tiim karakterler 0.000 diizeyinde Onemli

bulunmustur.

Cizelge 3.14. Gruplandirmay1 saglayan morfolojik karakterler, ayirmay:1 sagladiklart sira,
Wilk’s lambda degerleri F test ve F 6nem diizeylerine iliskin degerleri

Karekterler QZ rll?lifla F p
OKU .853 2.650 .000
OKG 732 5.639 .000

A 902 1.675 .002
B .849 2.733 .000
KI 877 2.164 .000
AKU 728 5.768 .000
AKG 776 4.464 .000
FU 172 4.560 .000
TU .816 3.471 .000
BU .865 2.403 .000
BG .805 3.737 .000
DU 11 6.271 .000

Populasyonlar1 ayirmada etkili olan karakterler belirlendikten sonra 55 lokal bolge
populasyonun 12 morfolojik karaktere gore siniflandirilmalarimi saglayan diskriminant
fonksiyonlar1 belirlenmistir. Degiskenlere ait kanonik diskriminant fonksiyonlarinin goéreceli
onemleri, analize giren fonksiyon sayilar, 6zdegerleri (eigen), izah edilen varyans yiizdeleri,
yigilmali varyans yiizdeleri ve kanonik koralasyon diizeyleri bireysel verilere gore ayr ayri

hesaplanarak Cizelge 3.15’de sunulmustur. Buna gore 12 diskriminant fonksiyonun analize
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girdigi ancak ilk 9 fonksiyonun 0.000 diizeyinde, 10. fonksiyonun ise 0.28 diizeyinde anlamli
oldugu goriiliir (P<0.05).

Cizelge 3.15. Populasyon diizeyinde belirlenen 6zdegerler, fonksiyonlara tekabiil eden
varyans diizeyleri, yigilmali varyans ve kanonik korelasyon degerleri

Fonksiyon | Gudeger | % Varyans | W BNG | IL | lvesn | e
1 637 23.9 23.9 100 .000 624
2 465 17.4 41.4 164 .000 563
3 314 11.8 53.1 240 .000 489
4 271 10.2 63.3 315 000 462
5 198 7.4 70.7 401 .000 407
6 184 6.9 77.6 480 000 394
7 157 5.9 83.5 568 .000 368
8 124 4.6 88.2 658 000 332
9 111 4.2 92.4 739 000 317
10 082 3.1 95.4 821 028 275
11 066 2.5 97.9 888 163 250
12 055 2.1 100.0 947 347 229

Cizelge 3.16.’daki yap1 matrisine gore birinci diskriminant fonksiyonu iizerinde AKU,
ikinci fonksiyon iizerinde DU, iiciincii fonksiyon iizerinde OKG, dérdiincii fonksiyon
tizerinde BG, besinci fonksiyon iizerinde TU, altinc1 fonksiyon iizerinde b damar uzunlugu,
yedinci fonksiyon iizerinde FU, sekizinci fonksiyon iizerinde BU, dokuzuncu fonksiyon
tizerinde AKG ve onuncu fonksiyon {izerinde a damar uzunlugunun etkili oldugu
goriilmektedir. Anlamli bulunan bu on fonksiyon toplam varyasyonun %95.4’iini

aciklamaktadir.
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Cizelge 3.16. Analize giren fonksiyonlara iliskin yap1 matrisi

Fonksiyonlar
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

AKU | .629(*) | .045 -.526 175 .008 222 .057 -.031 -.146 =095 | -.323 327
DU 305 | .808(*%) | -.044 -.150 .061 -418 -.031 .034 .105 -.121 131 -.076
OKG | .535 026 | .557(%) 504 -.076 -.063 .150 -.160 -.162 179 -.179 -.006
BG .366 -.167 155 -.488(%) .199 -.144 -410 150 -437 313 .064 .180
TU 275 .028 182 .030 .845(%) | .306 -.086 .036 -.124 -.167 118 -.128

b .188 .188 201 -.091 =271 | 564(%) | -.195 517 .031 -107 | -240 -.337
FU 457 -.256 113 -415 305 -051 | .526(%) | .261 305 -.088 012 .020
BU .075 -.137 -.141 265 342 -.370 -.010 | .680(*) | -.089 297 -.231 -.142
AKG | .506 -.197 -.064 373 -.023 -.037 -.465 024 | 517(%) | -.092 188 178

a -.109 159 .045 -.003 246 129 -.041 -.153 439 | .600(*) | -.477 .280
OKU | .39 -.069 -.196 .079 -.034 120 .053 -.270 .004 528 122 | -.644(%)
Ki -.203 -.025 -.144 .106 342 -312 .193 -418 .185 479 071 A81(%)

* fonksiyonlart temsil eden degiskenleri gostermektedir.

Iki boyutlu ortamda illerin dagilimimi gosteren serpilme diyagramu ilk iki kanonik

diskriminant fonksiyonu esas alinarak ¢izilen diskriminant fonksiyonu esas alinarak

cizlmistir.
il
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Sekil 3.4. Morfometrik 6zelliklere iliskin ilk iki fonksiyona gore arilarin dagilimina iliskin

serpilme diyagrami
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Serpilme diyagramu iizerin de 6rnek degerlerine gore illerin dagilimi incelendiginde
Diizce (16), Balikesir (21) ve Hayrabolu (2), Liileburgaz (7), Aydin (30), Osmaniye (50),
Trabzon (40), Artvin (41), ve Zonguldak (32), Bingdl (44) populasyonlarinin kenara ait ayr1 g
ruplar olusturdugu goriilmiistiir.

Bati Karadeniz’i temsil eden lokal bolge populasyonlarinin herbiri (Corum (35),
Cankir1 (31), Zonguldak (32)) ayr1 ayr1 gruplar olusturmuslardir. Agr1 (47) ve Elazig (45) ve
Sinop (34) populasyonlari birlikte bir grup olusturmustur. Mersin (51) ve Isparta (49) ayr ayn
farkli gruplarda yer alirken Osmaniye (50), Adana (52) ve Maras (53) birlikte bir grup
olusturmuslardir. Diyarbakir (55) Akdeniz grubu ile birlikte bir grup olustururken Adiyaman
(54) populasyonun bunlardan ayr1 bir grup olusturdugu goriilmektedir.

Ayirma fonksiyonlarina gore tahmin edilen grup tiyelikleri ve gercek grup iiyelikleri
arasindaki uyum belirlenerek Cizelge 3.17.’de Ozetlenmistir. Bireysel veriler esas alinarak
yapilan diskriminant analizi sonucuna gore tahmin edilen grup iiyeligi % 83 bulunmustur.
Yani bireylerin biiyiik bir cogunlugu goézlemle belirlenen ait olduklar1 gruba girmislerdir.
Grup iiyeligi %100 olan lokal bolgeler Malkara, Hayrabolu, Meri¢, Kocahidir, Ipsala, Diizce,
Canakkale, Aksaray, Aydin, Zonguldak, Corum, Giimiishane, Bayburt, Giresun, Erzincan,
Agri, Malatya, Mersin ve Adana’dir.
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Cizelge 3.17. llleri temsil eden 6rneklerin ayrisim fonksiyon analizinin sonuglarma goére

gruplandirilmasi
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3.2.3. Regresyon analizi

Mahalonobis uzakliklarina gore cizilen aga¢ (dendogram) Ruttner (1988)’1n bildirisi
ile uyumlu olarak Tiirkiye’de dort temel Apis mellifera ikinin (A. m. anatoliaca, A. m. meda,
A. m. caucasica ve Bati Anadolu populasyonu) bulundugunu gostermistir. Diskiriminat
analizine gore kolonilerin cok boyutlu ortamda dagilimi incelendiginde ise koloniler arasinda
onemli derecede i¢ ice gecmeler oldugu gozlenmistir. Ancak mahalonobis uzakliklarina gore
cizilen agac (dendogram) daha 1941’li yillarda yapilan arastirma sonuglari ile benzerlik
gosterdigine gore farkli populasyonlara iligkin koloniler arasinda i¢ ice gecmelerin olmasi
yalmizca gocer ve ticari ariciligin bir sonucu olamaz. Dolayisiyla gézlenen sonucun
Tiirkiye'nin cografik yapisiyla da ilgili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Onceki arastirma
sonuclarinda da benzer bildirislere rastlanmistir. Farkli bolgelerde olupta benzer iklim
kosullarina sahip lokal populasyonlar morfometrik olarak benzerlik gostermistir. Bolu iklimin
Karadeniz iklimine benzemesi nedeniyle buradan alinan 6rnekler morfometrik olarak birbirine
benzer bulunmustur(Kandemir ve ark. 2005). Ya da aym il igerisinde cografik yapi
farkliliginin bulunmasinin bir sonucu olarak Artvin yoresinin bal arisiyla ilgili tanimlamada
yalnizca Artvin ili smirlart icinde bile morfometrik bakimdan birbirinden farkli A. m.
caucasica varyetelerinin bulundugu bildirilmistir (Giiler, 2001).

Bunlara dayanarak incelenen 12 morfolojik karekter bakimindan gozlenen
varyasyonun enlem boylam ve deniz seviyesinden yiikseklikle ilgisini arastirmak iizere
regrasyon analizi yapilmis ve sonuglar Cizelge 3.18°de 6zetlenmistir. Buna gore OKU, OKG,
AKU AKG, ve DU gibi karakterlerin enlem ve boylam ile ilgisi énemli bulunurken deniz
seviyesinden yiikseklik ile ilgisinin 6nemli olmadig1 belirlenmistir. Dolayisiyla morfolojik
yapt bakimindan populasyonlarin farklilagsmasinda cografik konumun 6nemli etkisi oldugu
goriilmektedir. Cizelge 3.18 incelendiginde OKU, OKG, AKU, AKG’nin enlem ile olan
ilskisinin sirasiyla 0.001, 0.018, 0.002 ve 0.002 diizeyinde onemli oldugu goriiliirken
AKU’nun boylam ile iliskisi 0.000 diizeyinde, DU’ nun boylam ile iligkisi 0.031 diizeyinde

onemli bulunmustur.
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Cizelge 3.18. Morfolojik karakterlerin enlem, boylam ve yiikseklikle ilgisi

Bz%gh Sa‘tli fig(. &) Enlem P Boylam P Yiikseklik P
OKU 7.118 0.461 0.001* 0,294 0,068 0,175 0,286
OKG 2.479 0.342 | 0.018* 0,245 0,152 0,143 0,413

a 0.504 0.096 0.523 -0,201 0,268 0,305 0,105

b 0.138 0.206 0.175 0.134 0,460 0,030 0,872
Ki 1.593 0.095 0.534 -0.52 0,776 0,198 0,296
AKU 4.786 0.399 | 0.002%* 0.585 0,000* -0,177 0,257
AKG 1.416 0.455 | 0.002* 0.158 0,346 0,046 0,789
FU 2.749 -0.045 0.770 0.058 0,755 -0,044 0,818
TU 2.734 0.162 0.273 0.126 0,478 0,221 0,228
BU 2.074 -0.001 0.996 0.103 0,565 -0,305 0,104
BG 1.101 0.089 0.563 -0.075 0,684 0,052 0,785
DU 3.261 0.161 0.271 0.387 0,031+ -0,120 0,507

o *P<0.05

Y= &+ b.X bu formiilde Y bagimli degiskenleri; X bagimsiz degiskenleri (enlem,
boylam ve yiikseklik); & regrasyon sabitini; b ise egim parametresini ifade ediyor. Formiile
gore tabloda yer alan regresyon sabiti bagimsiz degiskenin sifir degeri i¢in bagimli degiskenin
ortalamasidir.

Bulunulan cografik konuma gore dnemli derecede degisen bu karakterlerin daha dnce
ANOVA ve MANOVA’nde de gruplar arasindaki farkliligin olusmasinda da OKG hari¢ en
fazla oOnemli olan karakterler oldugu belirlenmistir. Dolayisiyla bu sonu¢ incelenen
populasyonlarin morfometrik bakimdan ayrilmasinda cografik konumun 6nemli bir etken

oldugunu desteklemektedir.
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3.3. mtDNA Cesitliligi ile flgili Bulgular

3.3.1. DNA izolasyonu ve PZR sonuclarmin gozlenmesi

55 farkli yerel populasyonun her birinden 3’er kolonin morfometrik Ol¢iimleri
yapilarak tamimlanmistir. Mugla, Kesan, Saray, Kirklareli, Bozcaada, Gok¢eada’dan ise daha
fazla ornegin morfometrik 6l¢iimleri yapilmistir. Aym1 populasyonlarin mtDNA varyasyonu
bakimindan da tamimlanmasi i¢in morfometrik olarak tanimlanmig ii¢ koloniden ikisinin
mtDNA genomunun COI ve 16srDNA gen bolgeleri incelenmistir. Ug koloni arasindan
ikisinin se¢imi Cizelge 3.1°de verilen anket sonuglar1 goz oniinde tutularak yapilmistir.

Ornegin anket sonuglarma gore Isparta’daki aric1 6rnek alan kolonilerden birinin
Kafkas irkim1 digerlerinin de Anadolu 1rkini temsil ettigini belirtiyor ise iki farkli ar1 irkini
temsil eden kolonilerin mtDNA bakimindan bir farklilik tasiyip tasimadigi arastirilmstir.

Her populasyonu temsilen iki koloniden 1’er is¢i ar1 6rnegi alinmak suretiyle her
defasinda 6 populasyonu temsilen toplam 12 is¢i ar 6rneginin DNA izolasyonu yapilmustir.
Zaman zaman olumsuz sonuglanan bazi 6rneklere iliskin DNA ekstraksiyonlarinin yeniden
denenmesi de goz Oniinde tutulursa 120°den fazla is¢i an Orneginden toplam DNA elde
edilmistir. Materyal metod kisminda gerekgesi belirtildigi gibi molekiiler tekniklerin
uygulandigi islemlerin hepsinde 6rnekler 12°serli gruplar halinde calisilmistir. Her defasinda
12 ornege iliskin DNA izolasyonun agaroz jel elektroforezi ile test edilmesi yorucu ve zaman
alict bir islemdir. Ayrica Resim 4.1b’de 1. 6rnekte oldugu gibi bazen total DNA izolasyonu
agoroz jel elektroforezi ile goriintiilenemeyen orneklerden de cok iyi PZR iiriinii elde
edilebilmektedir. Dolayisiyla dogrudan PZR asamasma gegildi. PZR yapildiktan sonra
tesadiifen secilen 2 ya da 4 ornegin PZR iirlinleri ayn1 orneklerin DNA izolasyonlan ile
birlikte %0.8’1lik agaroz jel-elektroforezi ile test edildi.

Resim 3.1a’da COI genin PZR iiriinleri ve bu PZR iiriinlerinin elde edildigi toplam
DNA orneklerinin goriintiisii; Resim 3.1b’de ise Is rDNA genin PZR iiriinleri ve bu PZR

tiriinlerinin elde edildigi toplam DNA oOrneklerinin goriintiisii yer almaktadir.
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1. a b

Resim 3.1. Toplam DNA ve PZR iiriinlerinin jelde goriintiisii

a) 1,2,3,4, Tesadiifen secilen 4 6rnegin total DNA’s1; 5,6,7,8 COI genin PZR iiriinleri
b) 1,2,3,4, Tesadiifen secilen diger 4 6rnegin total DNA’s1; 5,6,7,8 16stDNA genin PZR

iriinleri

Yukaridaki resimlerde bazi orneklerin daha parlak bazi orneklerin ise zayif bant
vermesi DNA miktarlar1 ile ilgilidir. Fakat Resim 3.1a’da daha keskin tek bir bant
olusmasinin bu 6rneklere iliskin DNA izolasyonlarimin DNA doku kiti ile yapilmis
oldugundan kaynaklandig1 tespit edilmistir. Kit ile daha temiz DNA elde edilebiliyor.
Dolayisiyla RNA ve protein artiklarinin tamamen uzaklastirildigt DNA ve bu DNA’lardan
elde edilen PZR iiriinleri jel iizerinde daha keskin bir goriintiisii olusturmustur.

Bu calismada kullanilan primerler ile toplam 16800 kb uzunlugunda olan mtDNA
genomunun COI geninden 1028 bp uzunlugunda; Is rDNA geninden ise 968 bp uzunlugunda
PZR iiriinleri elde edildi. Bu PZR fiiriinlerinin 13 farkli restriksiyon endoniikleaz enzimi ile
kesimi sonucu bu enzimlerin mtDNA genomu iizerinde toplam 78 niikleotidden ibaret olan15

tanima sitesi oldugu DNAfrag 0.3 paket programu ile belirlenmistir.
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3.3.2. Kesilmis uzunluk parcaciklarimin (KPUP) gozlenmesi

3.3.2.1. COI geni icin KPUP

COI geni icin 55 farkli populasyonun herbirinden 2’ser koloni i¢in 8 farkli restriksiyon
endoniikleaz enzimi (Sspl, Sau3Al, Fokl, Bcl 1, Nco 1, Styl, BstUl, Xhol) ile kesim

yapilmistir. Eskisehir populasyonu hari¢ diger tiim populasyonlar temsil eden 6rnekler her bir

enzim icin A tipinde kesim bir profili olusturmustur. Eskisehir populasyonunda ise Sspl

enzimi i¢in A ve B tipinde iki farkli kesim Oriintiisii olusurken diger enzim kesimleri

bakimindan incelenen tiim populasyonlarda A tipinde kesim profili olusmustur. (Cizelge 3.19

ve Resim 3.2).

Burada tiim enzimler ile kesim sonucu populasyonlarda genel olarak goriilen kesim

Oriintiisii A tipi olarak yorumlanirken, A tipinden farkli olarak meydana gelen ikinci bir kesim

Oriintiisii B tipi olarak yorumlanmaistir.

Cizelge 3.19. COI gen bolgesine

uygulanan enzimler, olusan kesim Oriintiisii ve parcga

uzunluklari

Sspl Sau3Al Fokl Bell Ncol Styl Bstul Xhol
bc | A| B | bc| A|bc| A | b | A | bg A | be be A | b¢c | A
580 — | 371 | — | 476 | — |[465| — | 1028 | — | 1028 1028 | — | 616 | —
487 | — 349 | — | 425 — 326 | — 412 | —
439 — | 280 | — | 127 | — | 237 | —
277 | — 28 | —
264 | —
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Resim 3.2. COI geni i¢in KPUP sonuglari

Burada tezin kapsamini ¢ok fazla genisleteceginden dolay1r 110 érnege iliskin KPUP
sonuglarint gosteren jel goriintiilerinin tiimiine yer verilmemistir. Yalnizca her bir enzimi

temsil eden birer jel goriintiisiine yer verilmistir.
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Resim 3.2a’da Sspl enziminin COI genin PZR fiiriinlerine uygulanmasi sonucu
meydana gelen kesim Oriintiisii goriilmektedir. Bu jel goriintiisiindeki 6. 6rnek Eskisehir
populasyonunu temsil etmektedir. Eskisehir’den alinan ornekler bu enzim ile 580 ve 439 bg
uzunlugunda iki bant olusturmustur. Diger tiim Ornekler ise 487, 277 ve 264 b¢ uzunlugunda
3 bant olusturmustur.

Resim 3.2b, Sau3A I enziminin yine COI genine uygulanmasi sonucu meydana gelen
kesim oOriintiisiinii gostermektedir. Bu enzimle kesim sonucunda 371, 349, 280 ve 28 bg
uzunlugunda 4 bant olustu. 371 ve 349 bc uzunlugundaki iki bant hemen hemen ayni
uzunlukta oldugundan birbirine ¢ok yakindir ve bu nedenle tek bir bant gibi goriintii vermistir.

Diger taraftan 28 b¢ uzunlugundaki bant ¢ok kii¢iik oldugundan ¢ogu zaman jelde ¢ok
net bir goriintii olusturmamistir. Ancak bazi jel goriintiilerinde ve kesim sonucu olusan DNA
bantlarinin uzunluklart DN Afrag-0.3 paket programinda hesaplanirken tespit edilmistir.

Resim 3.3c’de Fokl ile yapilan kesim sonuglart goriilmektedir. Bu enzimle yapilan
kesim calismasinda baslangicta siirekli sorun yasanmistir. Fakat daha sonra kesim reaksiyonu
icin hazirlanan reaksiyon karisimindan 8.5 ul ve PZR iiriiniinden 1.5 pl kullanilarak yapilan
kesim reaksiyonu cok iyi sonuglar vermistir. Biiyiik bir olasilikla enzim miktarinin az geldigi
diisiiniilerek yapilan modifikasyon basarili olmustur. Fokl ile kesim sonucunda meydana
gelen 476 ve 425 bc¢ uzunlugundaki bantlarda uzunluk olarak benzer oldugundan jel
tizerindeki yiirlime hizlar1t hemen hemen aynidir bu nedenle birbirine ¢cok yakindir ve tek bir
bant gibi goriintii vermistir.

COI geni tizerinde iki tanima boélgesi bulunan Bcll enzimi ile kesim sonucu 465, 326,
237 b¢ uzunlugunda ii¢ bant meydana gelmistir (Resim 3.2d).

Ncol, Styl ve Bstul enzimleri ile COI genin kesimi sonucu incelenen tiim
populasyonlarin 1028 b¢ uzunlugunda tek bir bant olustugu goriilmiistiir (Resim 3.2e). COI
genin PZR iirtinii 1028 b¢ uzunlugunda olduguna gore Tiirk bal arisi populasyonlarinin
mtDNA genomunun COI geninde bu enzimlerin tamima bdlgelerinin olmadigi tespit
edilmistir. Jel goriintiileri her ti¢ enzim i¢in tiim 6rneklerde ayni oldugundan hepsini temsilen
burada yalnizca birine yer verilmistir.

Xhol enzimi ile kesim sonucu incelenen tiim orneklerde 616 ve 412 b¢ uzunlugunda

iki bant olusmustur (Resim 3.2f).
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3.3.2.2.

16srDNA geni icin KPUP

mtDNA’nin COI geni i¢in incelenen tiim Ornekler aymi zamanda Is rDNA geni

bakimindan da arastirilmistir. Bu gen bolgesi icin 7 restriksiyon endoniikleaz enzimi (Sau3Al,

Sspl, Hincll, Alul, Dral, EcoRl, Pstl) ile kesim yapilmistir. 16stTDNA genin s6z konusu 7

enzimle kesimi sonucunda incelenen populasyonlar arasinda bir varyasyon olmadigi

gozlenmistir. Tiim populasyonlar mtDNA’nin 16srDNA geni iizerinde kesim bolgeleri

arastirilan bu enzimler bakimindan A tipinde tek bir kesim Oriintiisii olusturmustur (cizelge

3.20) (Resim 3.3).

Cizelge 3.20. 16stDNA gen bolgesine uygulanan enzimler, olusan kesim oriintiisii ve parca

uzunluklari.
Sau3Al Sspl Hincll Alul Dral EcoRI Pstl
be A be be A be A be be be A
548 — 628 598 — 572 — 964 492 — 621 —
416 — 336 366 — 392 — 472 343 —

-
e
-
s
-
-

a)16srDNA/Sau3A
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Resim 3.3. 16srDNA geni i¢in KPUP sonuglari
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Resim 3.3a’da SaU3A ile Is iIDNA genin kesimi sonucunda tiim ornekler 548 ve 416
bp uzunlugunda iki bant olusturmustur. Tiim 6rneklerde aym tip kesim Oriintiisii gozlenmistir.
Resim 3.3’te a, b, c, d resimlerinde en {iistte yaklagik 968 b¢ uzunlugunda iiclincii bir bant
goriilmektedir. Bu bant kesilmeden kalan PZR iiriiniidiir.

Incelenen tiim 6rneklerde Sspl ile kesim sonucunda 628 ve 316 b¢ uzunlugunda iki
bant (resim 3.3b); Hincll ile kesim sonucunda 598 ve 366 b¢ uzunlugunda iki bant (Resim
3.3c); Alul ile kesim sonucunda 572 ve 392 b¢ uzunlugunda iki bant (resim 3.3d); EcoRlI ile
kesim sonucunda 492 ve 472 b¢ uzunlugunda iki bant (Resim 3.3f); Pstl ile kesim sonucunda
621 ve 343 b¢ uzunlugunda iki bant (Resim 3.3g) meydana gelmistir.

16stDNA genin iizerinde kesim bolgeleri arastirilan enzimlerden yalmzca Dral
enziminin kesim bolgesine rastlanmamistir. Dra-I kesimi sonucunda yaklasik 968 bg
uzunlugunda tek bir bant meydana gelmistir. 16s rDNA genin PZR iiriinii 968 bg
uzunlugundadir; yani incelenen Orneklerde 16srDNA genin Dral restrksiyon endoniikleaz
enzimi ile kesimi olmamistir (Resim 3.3e.). Diger taraftan A. m. macedonica, A. m. ligustica,
A. m. cyprus, A. m. cecropia’da ise bu kesim bolgesine rastlanmaktadir.

Resim 3.3e’de 4. ve 5. 6rneklerin zayif bant vermesi PZR {iriiniin az olmasindan ya da
pipet hatasindan kaynaklanmis olabilir. Ayni1 durum Resim 3.3f ve Resim 3.3g’de zayif bant
veren Ornekler i¢inde s6z konusudur. Fakat bantlar zayifta olsa agoroz jel elektroforezinde
gozlenebilmistir. Bu nedenle bu oOrneklere iliskin analizlerin yeniden yapilmasina gerek
duyulmamistir. Ancak orneklerden birine ait bantlar hicbir sekilde gézlenemediginde ya da
siipheli oldugu diisiiniildiigiinde kesim reaksiyonlar1 yeniden yapilmistir Calismada siiphe
duyulan her 6rnek en az iki en cok ii¢ kez yeniden KPUP yontemi ile denenmis, gerekirse

PZR iiriinii agaroz jel elektroforezi ile test edilmistir.

3.3.3. PZR-KPUP’ne iligskin sonuclarin istatistiki analizi

COI ve 16stDNA gen bolgeleri sirasiyla 8 ve 7 restriksiyon endoniikleaz enzimi ile
kesildiginde bu gen bolgelerinde 16stDNA/Dral ve COI/Ncol, Styl, Bstul kesim bolgelerinin
bulunmadigi, COI genin 5 enzime iliskin kesim bolgesini tasidigi, 16stDNA genin de 6
enzime iligkin kesim bolgesini tasidigi tespit edilmistir. Bu nedenle kesim bolgelerine gore
kac farkli mtDNA haplotip grubu olustugu kesim bolgeleri bulunan enzimlere gore
degerlendirilmistir. Tiirkiye’deki bal arilarinin COI ve 16stDNA gen bolgelerinde Ncol, Styl,
Bstul ve Dral restriksiyon enzimlerinin kesim bolgelerine rastlanmamigtir. Geri kalan

restriksiyon enzimlerinin ise en az bir kesim bolgesi bulunmaktadir. Bu enzimlerin
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olusturdugu kesim tipleri literatiir bildirislerine gore degerlendirilerek caligmada kullanilan
genetik isaretleyicilere gore Tiirkiye’de ka¢ farkli mtDNA haplotipi bulundugu belirlenmistir
(Cizelge.3.21.).

Cizelge 3.21. Bolgelere gore mtDNA haplotipi
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Kesim bolgesi bulunan resitriksiyon endoniikleaz enzimlerinin ilgili gen bolgelerinde
ka¢ bazlik DNA dizilerini tanidigi, her bir enzimin ilgili gen bolgesinde taniyabildigi toplam
bolge sayis1 ve bu bolgelerin icerdigi toplam niikleotid sayis1 Cizelge 3.22’de verilmistir. Bu
cizelgede 6 bazlik DNA dizilerini taniyan enzimlerin tanidigr ortalama bolge sayisinin 7.50
oldugu bu bolgelerdeki toplam baz sayisinin 45 oldugu goriilmektedir. 4 bazlik DNA
dizilerini taniyan restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin tanidigi ortalama bolge sayist 7.0 ve

bu bolgelerdeki toplam baz sayist 28.00’dir.

Cizelge 3.22. Enzim sinifi, kesim yaptig1 bolge sayis1 ve bu bolgelerdeki toplam baz sayisi

Enzim simif1 Ortalama bolge sayisi Baz sayisi
4.0 7.00 28.00
4.6 0.00 0.00
5.0 0.00 0.00
5.3 1.00 5.33
6.0 7.50 45.00
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15 kesim bolgesine gore kac farkli mtDNA haplotip grubu bulundugu REAP paket
programi (McElroy ve ark. 1991)’nda Nei ve Tajima (1983)’'min dizi ayrilma yiizdesinin
tahmin edilmesi metoduna gore belirlenmistir. 16srDNA/Sau3A kesimi sonucunda
Tiirkiye’den alinan orneklerin tiimiinde 548 ve 416 b¢ uzunlugunda iki bant olusmustur. Ayni
kesim sekli daha 6nce yalmzca Girit arilarinda (A. m. adami) goriilmiistiir. Yunanistan arilar
ve Giliney Kibris arilarinda ise bu enzime iliskin kesim bolgesine rastlanmamistir. (Harizanis
ve Bouga 2001; Bouga ve ark. 2005). 16srDNA/Sau3A kesimine gore (548 ve 416 bg)
meydana gelen mtDNA tipini B tipi olarak nitelendirmiglerdir (Bouga ve ark. 2005). Diger
taraftan bu calismada COI/Sspl gore belirlenen kesim tipi (B tipi) ise yalmzca Tiirk bal
arillarina 6zgii bulunmustur. Bunlar goz Oniinde tutularak eldeki veriler REAP paket
programinda degerlendirildiginde Tiirkiye’de T1 ve T2 olmak {iizere yalmizca iki farkh
mtDNA haplotipi bulundugu belirlenmistir. Marmara, Ege, Karadeniz, Dogu Anadolu,
Giineydogu Anadolu ve Akdeniz populasyonlarinda T1 tipi goriiliirken T2 tipi yalmzca Orta
Anadolu populasyonunda goriilmiistiir. Tiirkiye’de goriilen T1 ve T2 mtDNA tiplerinin daha

onceki arastirmalarda rastlanmayan yeni haplotipler oldugu belirlenmistir (Cizelge 3. 23.).

Cizelge 3.23. Tiirk ar1 populasyonu icin belirlenen mtDNA haplotipleri

16srDNA | COI
Sau3A  Sspl  HwmcIl  EcoRl  Pst1  Alul  Sau3A F;)k Bell  Ssp1  Xhol
T1 B A A A A A A A A A A
T2 B A A A A A A A A B A
TI.BAAAAAAAAAAAA
T2.BAAAAAAAAAABA
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4. TARTISMA

Bu arastirmada Tiirkiye’deki bal aris1 ekotipleri mtDNA ve kimi morfolojik 6zellikleri
bakimindan karsilagtirmali olarak incelenmistir. Arastirma bulgular1 aricilarin bildirigleri ve
lokal bolgelerin cografik konumlar birlikte dikkate alinarak degerlendirilmistir.

Onceki arastirma sonuclarinda Tiirkiye’nin kuzeydogusunda, Artvin’den Samsun’a
kadar olan kesimde, dogal olarak A. m. caucasica alt tiirii ve Trakya bolgesinde A. m. carnica
bulundugu bildirilmistir (Ruttner 1988a, Giiler ve Kaftanoglu 1999a,b, Giiler ve ark. 1999,
2002, Smith ve ark. 1997, Palmer ve ark. 2000, Kandemir ve ark. 2006a). Arastirma
bulgularinin bu literatiir bildirislerine gore yorumlanabilmesi ic¢in c¢alisma kapsaminda
ornekleme yapilan 55 lokal bolge 9 cografik gruba (Trakya, Marmara, i¢c Anadolu, Ege, Bati
Karadeniz, Dogu Karadeniz, Dogu Anadolu, Akdeniz, Giineydogu Anadolu) ayrilmistir. Bu
gruplamada Marmara bolgesi, Trakya ve Marmara, Karadeniz bolgesi’de Dogu Karadeniz ve
Bat1 Karadeniz olarak incelemeye alinmistir.

Morfolojik karakterlere gore yapilan incelemede bolgesel populasyonlari temsil eden
gruplara iliskin koloni ortalamalan 6ncelikle tek degiskenli varyans analizi (ANOVA) ile
degerlendirilmistir. En fazla ayirimi hangi karekterlerin yaptigini belirlemek icin her
degiskenin tek tek ele alindigi tek degiskenli varyans analizi (ANOVA)’ne gore en iyi
morfolojik aymrimin diger arastiricilarin (Ruttner ve ark. 1978, Alpatov 1929, Goetze 1940,
Dupraw 1965) bildirisleriyle de uyumlu olarak kanat ve dil dl¢iimleri ile miimkiin olabilecegi
belirlenmistir. En biiyiik varyasyonun kanatta mevcut karekterlerde belirlenmis olmasi
Tiirkiye ar1 genotiplerinin morfolojik tanim ve ayiriminda kanat &zelliklerinin ©Oncelikli
oneme sahip oldugunu gostermekte olup yapilacak 1slah ¢alismalarinda hat olusturmada ve
safligin denetiminde avantaj saglayacag sdylenebilir.

Populasyonlar1 temsil eden gruplar koloni ortalamalar1 esas alinarak 12 morfolojik
karektere gore MANOVA (¢ok degiskenli varyans analizi) ile karsilastirildiginda en az bir
karekter bakimindan tiim gruplarin birbirinden farkliligi 6nemli (P<0,01) bulunmustur. Daha
sonra kolonilere ve ayrica bireysel verilere ayri ayr diskiriminant analizi uygulanarak
strastyla kolonilerin ve arilarin iki boyutlu ortamda dagilimi gozlenmistir. iki boyutlu ortamda
kolonilerin dagilimina bakildiginda, ilk 7 gruptaki (T, M, IA, E, BK, DK, DA) cografik
populasyonlarin grup merkezlerinin birbirinden ayr1 oldugu, 8. ve 9. gruptaki (A, GDA)
populasyonlarin ise grup merkezlerinin ¢akistigi gozlenmistir. Tiirkiye’de 8 farkli ekotip

oldugunu gosteren bu sonu¢ Bodenheimer (1941)’in Tiirkiye’de 7 farkli ekotip bulunduguna
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iliskin bildirisi ile uyumludur. Bireysel verilere diskriminant analizi uygulanarak arilarin iki
boyutlu ortamda dagilimi incelendeginde, Diizce(16), Balikesir(21) ve
Tekirdag/Hayrabolu(2), Kirklareli/Liileburgaz (7), Aydin (30), Osmaniye (50), Trabzon (40),
Artvin (41), ve Zonguldak (32), Bingdl (44) gibi baz1 yerel bodlge populasyonlarinin
digerlerinden ayn kenara ait guplar olusturdugu goézlenmistir. Bu yerel populasyonlarin cogu
morfometrik Ozellikleri bakimindan diger orneklerden farkli bulunmasi kendi yoresinin
cografik kosullarina uyumun bir sonucu olarak yoreye 6zgii bal aris1 ekotiplerinin gelistigini
destekler niteliktedir. (Oztiirk 1990, Settar 1983, Karacaoglu 1989, Kaftanoglu ve ark. 1993).
Bu yerel bolge ekotiplerinin koruma altina alinmasi ileride yapilacak 1slah ve seleksiyon
calismalan i¢in zorunludur. Ciinkii yapilan bir¢ok arastirmanin sonucu olarak irklar arasi
melezlemeler yerine ekotipler arasi melezlemelerin daha faydali sonuglar verecegi
onerilmektedir (Ruttner 1984, 1988a )

Grup ortalama vektorleri arasindaki mahalonobis uzakliklar1 esas alinarak UPGMA
metoduna gore ¢izilen dendograma genel olarak bakilirsa Dogu Anadolu’nun Trakya ile
birlikte bir grup olusturmasi disinda Tiirkiye’nin dogu ve batisinin tamamen birbirinden
ayrildigr goriilmektedir. Dogu kolunda iic temel Apis mellifera genotipinin yer aldigi
goriilmektedir. A. m. caucasica’y1 temsil eden Dogu Karadeniz (DK), Bat1 Karadeniz (BK) ile
birlikte bir grup olustururken; A. m. anatolica’y: temsil eden I¢ Anadolu (IA) A. m. meda’y1
temsil eden Akdeniz (A) ve Giineydogu Anadolu (GDA)’ya cok yakin ayr bir grup
olusturmustur. Bat1 kolunda Trakya (T) ve Marmara (M) birlikte Ege (E)’ye bagh ayr bir
olusturmustur. Ancak bu grupta Trakya’nmin kismen Marmara grubundan da farklilastig
goriiliiyor. Ruttner (1988a), Tiirkiye’nin kuzeydogu’sunda A. m. caucasica, giineydogu’sunda
A. m. meda, Orta Anadolu’da A. m. anatoliaca olmak {iizere ii¢ temel 1k oldugunu
Tiirkiye’'nin batisinda  (Istanbul-Bursa-Eskisehir-Isparta hattimin ~ batis1) ise A. m.
anatoliaca’dan farkli bir ekotip oldugunu bildirmistir. Aym sekilde Adam (1983),
Tiirkiye nin kuzeyinde, batisinda giineydogusunda ve Ii¢c Anadolu’da dort temel Apis mellifera
alt tiiriiniin bulundugunu bildirmistir Bu calismada ortaya c¢ikan sonuclar Tiirkiye’de gocer ve
ticari ariciligin yaygin olmadigi donemlerde yapilan arastirma sonuglari ile neredeyse ayni
cikmistir. Dolayisiyla Tiirkiye’de hala genetik cesitliligin korundugunu destekler niteliktedir.

Dogu Karadeniz grubunun morfolojik karakterlerine iligkin belirlenen 6lciim degerleri
Ruttner (1988a)’1n Apis mellifera caucasica i¢in bildirmis oldugu degerler ile uyusmamustir.
Morfometrik 0l¢iim sonuclari istatistiki olarak degerlendirildiginde Rize ilinde saf
yetistiricilik yapilan ariliktan alinan Orneklerin ortalama dil uzunlugu (DU) 6.72 mm

bulunurken gocer aricilarin giris ¢ikisinin engellenemedigi Artvin ili i¢in dil uzunlugu 6.49
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mm olarak tespit edilmistir. En diisiik DU ise Bayburt ilinden alinan orneklerde 5.71 mm.
olarak belirlenmistir. Rutner (1988a)’in A. m. caucasiaca igin bildirmis oldugu standart dil
uzunlugu 7.04 mm. iken KU 9.32 mm’dir. Dolayis1 ile bu deger onceki arastiricilarin
belirlemis olduklar1 uzunluk degerleriyle de uyusmamaktadir. Karacaoglu ve Firatli (1998),
DU:6.7 mm ve KU:9.24 mm olarak bildirirken Giiler ve ark. (2002)’nin Dogu Karadeniz’deki
Kafkas ekotipi i¢in bildirmis oldugu DU:6.5-6.7 mm, KU:9.13-9.38 mm arasindadir.

Giiler ve ark. (2002)’nin bildirdigine gore 1990-1995 yilinda Artvin ticaret odasinin
Giircistan’dan Kafkas irki ana ar1 ithal edip baz1 yorelerde dagittig tespit edilmistir. Getirilen
ana arilarin 1slah edilmis materyal oldugu ve Artvin yoresinde dil uzunlugunun diismesinde
etkili olmus olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Kafkas irkiyla ilgili arastirmalar sonucu Alpatov (1948); Bilash ve ark. (1976);
Awetisjan, (1978) ve Ruttner (1988a), Kafkas arilarinin Kafkas daglarindan Karadeniz
sahillerine Samsun’a kadar yayildigini bildirirken A. m. caucasica’nin bir¢ok farkli ekotipi
oldugundan da s6z etmislerdir. Bu arastiricilar alcak kesimlerde A. m. caucasica ve A. m.
armeniaca arasinda hibrit tiirler oldugunu ifade etmislerdir (Skorikov 1929a; Alpatov, 1948).
Bu calismanin ve diger arastiricilarin bildirmis oldugu morfometrik degerlere goére Dogu
Karadeniz bolgesinin Kafkas ekotipi bu gecis tiiriine daha yakin morfometrik degerler
tasimaktadir. Ayrica daha 1920’1i yillarda yapilan morfometrik arastirmalarda Gri Kafkas dag
arisi olarak bilinen A. m. caucasica (Gorbachev 1916) ve Sari trans Kafkas arisi olarak
bilinen A. m. armeniaca’y1 (Skorikov, 1929a) birbirinden ayirt etmekte de giigliik ¢ekilmistir.
Ayn1 zamanda yapilan morfometrik analizler sonucunda A. m. armeniaca ve A. m.
anatoliaca’nin aym skorda yer aldigi da goriilmiistiir. Dolayisiyla bu c¢alismanin Dogu
Karadeniz populasyonu ile ilgili sonuglart Onceki arastiricilarin sonuglar ve aricilarin
bildirisleriyle karsilastinldiginda bolge populasyonun oOnemli derecede goger ve ticari
ariciligin etkisinde olmasina ragmen UPGMA metoduna gore cizilen agaca gére Bodenheimer
(1941) ve Ruttner (1988a) bildirdigi gibi Kafkas irkin1 temsil eden ayr bir grup olusturdugu
gorilmiistiir.

Trakya bolgesindeki Apis mellifera populasyonu daha Once Bodenheimer (1941)
tarafindan A. m. carnica grubu olarak tamimlanmistir. Ayrica bir¢ok arastirici da Trakya
bolgesinde Avusturya’ya 0zgii Apis mellifera carnica irkinin oldugunu bildirmistir (Smith ve
ark 1997, Palmer ve ark. 2000, Kandemir ve ark. 2000, 2005) Bireysel verilere diskriminant
analizi uygulandiginda, Kirklareli’nin Liileburgaz il¢esinden alinan 6rnekler ve Tekirdag’in
Hayrabolu il¢esinden aliman ornekler diger lokal bolge populasyonlarindan ayri bir grup

olusturmustur. Fakat calisma kapsaminda Trakya bolgesi i¢in belirlenen morfometrik Slgiim
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degerleri g6z Oniine alindiginda daha 6nce Karniyol ar1 irki (A. m. carnica) i¢in belirlenen
degerler ile uyusmadig goriilmiistiir. A. m. carnica yiiksek kubital index degeri ile dikkati
ceker (Pollmann 1889). Bu calismada Trakya bolgesinde en yiiksek KI degeri bakimindan
Malkara (2.54) ve Murath (2.53) populasyonlar ilk sirada yer alirken daha once Kandemir ve
ark. (2000)’nin Kirklareli populasyonu icin bildirdigi KI degeri (2.74)’nin aksine Trakya
bolgesinin en diisilk kubital index degeri Kirklareli (2.24) ve Liileburgaz (1.99)
populasyonlarinda goriilmiistiir. Ancak anket sonuglar1 incelenecek olursa, Trakya ekotipinin
yanisira Liileburgaz’da Kafkas wkinin yetistiriciligi ve Kirklareli’'nde Anadolu irkinin
yetistiriciligi de yapilmaktadir. Dolayisiyla bu ¢alismada bulunan diisitk KI degeri gocer ve
ticari ariciligin bir sonucu olabilir. Adam (1983), A. m. caucasica’da oldugu gibi A. m.
carnica’nin da farkli cografik lokasyonlara gore farkli varyeteler olusturdugunu bildirmistir.
Avusturya’nin algak kesimlerinde ve Slovenya’nin kuzeyindeki populasyonlarin orijinal A. m.
carnica oldugunu Romanya-Yugoslavya-Macaristan’da A. m. carnica benzeri ‘“Banat”
arilarinin bulundugunu bildirmistir. A. m. carnica’nmin diger varyetelerinin bulundugu cografik
sinirlar1  belirlemek icin Bulgaristan, Yunanistan ve Karadeniz sahillerinden ornekleme
yapilarak incelendiginde Bulgaristan ve Yunanistan’dan alinan drneklerin birbirine yakin ayri
bir grup olusturdugu belirlenmistir. Eski yillarda yapilan bu arastirma sonuclarinda
Tiirkiye’ye batidan simir iki iilkede Avusturya, Yugoslavya ve Macaristan da bulunandan
farkli bir A. m. carnica ekotipi oldugu bildiriliyor. Aricilarin genel bildirisleri, UPGMA
metoduna gore ¢izilen agacta Bati Anadolu populasyonun Dogu populasyonundan ¢ok farkl
bir dis grup olusturmasi ve diger gruplara gore en yiiksek KI degerinin Trakya populasyonu
icin belirlenmesi goz oniinde tutulursa Trakya’daki an populasyonu icin Anadolu’nun carnica
grubuna yakin cografik bir ekotipi denilebilir. Bu sonu¢ Ruttner (1988a)’1n bildirisleri, Giiler
ve Kaftanoglu (1999a)’nun bulgular1 ve Dogaroglu (2007)’nun ve Giray (2007)'1n sozlii
ifadeleri ile de uyusmaktadir. Giray (2007) Kirklareli ekotipinin korunmasi ile ilgili yapilan
panelde Kirklareli ekotipinin Avusturya A. m. carnica’sindan daha iistiin Trakya’ya 6zgii bir
ekotip oldugunu belirtmistir.

Glineyde Akdeniz ve Giineydogu Anadolu populasyonlarinin grup merkezleri kismen
ortiismiistiir. Mersin hari¢ buradaki lokal bolge populasyonlan A. m. meda’da oldugu gibi
uzun dil ve kisa kanat uzunlugu ile dikkati cekmistir. Onceki arastirma sonuglarinda Anadolu
arist ile Suriye arisinin bulundugu iki cografya arasindaki dar bir alanda A. m. meda
bulundugu bildirilmistir (Ruttner, 1988a; Skorikov, 1929b). Ruttner, (1988a)’in A.m. meda
icin bildirdigi KU 8.96, DU 6.33 ve KI 2.56’dir. Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3 incelenecek olursa

ozellikle Adana populasyonun KI degeri A.m.meda ile birebir aym c¢ikmistir. Adana
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populasyonun KU 8.87+0.05 mm. ve DU 6.53+0.20 mm. ve KI 2.56’dir. Bu c¢alismada
Maras’da saf yetistiriciligin yapildigi koloniler i¢in belirlenen DU 6.57 = 0.07 mm. ve KU
8.94 + 0.05 mm.‘dir. Akdeniz grubunda yer alan Isparta populasyonuna iliskin DU (6.52 +
0.17 mm.) ve KU (9.10 + 0.04 mm.) degerleri standart hata g6z 6niinde tutuldugunda Ruttner
(1988a)’'in A. m. anatoliaca i¢in bildirmis oldugu DU (6.46 mm.) ve KU (9.18 mm.)
degerlerine daha yakin ¢ikmistir. Dogu Anadolu’da Agn igin belirlenen 9.18 mm kanat
uzunlugu ise Ruttner’in A. m. anatoliaca i¢in bildirmis oldugu 9.19 mm degeri ile aynidir. Bu
sonuglar cogu arastiricinin (Oztiirk 1990, Settar 1983, Budak 1992) ileri siirdiigii gibi gocer
aricilik nedeni ile Tiirkiye’de saf 1rk kalmadig1 olgusu ile uyusmamaktadir. Ulkemizin cogu
lokal bolgelerinde farkli morfolojik ve genetik yap1 gosteren, kendi icerisinde saf olarak kabul
edilebilecek ve daha once belirlenmis genotipik Ozellikleri ile benzerlik igerisinde olan ar1
populasyonlart hala mevcuttur. Morfolojik karakterler tek tek incelendiginde, elde edilen
degerlerin, daha Once bildirilen degerlerin bazilar1 ile uyusup bazilart ile uyusmamasi
genotipleri temsil eden kolonilerin yerel bolge farkliligi, 6rnek sayisi, 6l¢iimde yararlanilan
ekipman ve 06l¢iimii yapan kisi farkliligr ile ilgisi olabilmektedir. Ancak her seye ragmen bazi
bolgelerdeki genetik varyasyonun son yillarda hizlanan goger ve ticari ariciligin sonucu olarak
hibritlesme etkisi ile degismeye basladigi agikca ortadadir. Tiirkiye ariciliginin gelecegi
acisindan mevcut gen kaynaklarinin orijini olduklar bolgelerde lokal sahalar olusturarak veya
yapay tohumlama alt yapisina sahip arasgtirma enstitilleri ve tiiniversitelerde muhafazasi
zorunludur.

Morfometrik karakterler bakimindan gruplar birbirinden ayirmak i¢in yapilan DA’ne
gore Tiirkiye’de 8 farkli ekotip oldugu belirlenmistir. Bal arilarinin dogaya son derece bagl
bocekler oldugu bilinen bir gercektir. Bu denli genis bir varyasyon goriilmesinde, Tiirkiye nin
essiz cografik yapisi ve bolgeden bolgeye degisen iklim sartlarmin da etkisi olabilir. Bu
diisiinceyle morfolojik karekterlerin cografik konumla olan ilgisi arastinlmistir. Bu amagla
yapilan regrasyon analizi sonucu bolgesel gruplarn ayirmada diger karakterlere gore daha fazla
onemli oldugu belirlenen AKU, OKU, OKG, AKG ve DU gibi karakterlerin enlem ve boylam
ile arasindaki iliski P< 0,05 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Dolayis1 ile bu iliski bolgesel
ekotiplerin populasyon olusturduklart bolgenin cografik yapisina baglh olarak farkli
morfolojik yap1 ve kendilerine ait ayirt edici yapiy1 ortaya koyduklarin1 géstermektedir. Giiler
ve ark. (2002), ayn1 bolgede konum olarak birbirine cok yakin iki ildeki Apis mellifera
caucasica populasyonlarimin bile farkli morfolojik yapida oldugunu bildirmistir. Kaldiki farkli
bolgelerde birbirinden ¢ok farkli ekotiplerin gelisme olasiligi cok daha yiiksek bir ihtimaldir.

Kandemir ve ark. (2000)’nin yapmis oldugu bir arastirmada 8 farkli morfometrik karakterin
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boylam ile ilgisi Oonemli bulunurken; Amssalu ve ark, (2004)’nmin enlem, boylam ve
yiiksekligin morfolojik yapi ile iliskisini arastirdigi bir calismada da bu degiskenlere gore
morfolojik olarak 5 farkli grup belirlenmistir. Dolayisiyla bu arastirma sonuglart bir ¢ok
arastiricinin bildirdiginin aksine lokal populasyonlar arasinda i¢ ice gegmelerin yalnizca goger
ariciligin sonucu olmadigini, ayni1 zamanda o bolgenin bulundugu cografik konum ve iklim
yapistyla da yakindan ilgili oldugunu diisiindiirmektedir. Ornegin Bolu ikliminin Karadeniz
bolgesine benzemesi populasyonlar arasinda son derece benzer bir morfolojik yapi
olusmasiyla sonuglanmistir (Kandemir ve ark. 2005). Farkli bolgelerde olupta aym iklim
kosullarina sahip ya da aym enlem ve boylamda yer alan lokal bolgelerde morfolojik
bakimdan benzer arilarin bulunmasi yiiksek bir ihtimaldir (Louveaux 1969).

Calisma kapsaminda orneklenen 55 lokal bolgeyi temsilen 2’ser koloni (55x2=110)
mtDNA’ya gore incelendiginde yalmizca Eskisehir’den bir koloni hari¢ Tiirkiye nin geri kalan
lokal bolgelerindeki Apis mellifera populasyonlar1 arasinda bir varyasyon gozlenmemistir.
Ancak COI ve 16srDNA gen bolgelerindeki on bes kesim bolgesine gore istatistiki
degerlendirme yapildiginda, Tiirkiye’de yalmzca iki farkli mtDNA haplotip grubu oldugu
belirlenmistir. Bu gruplamada yalmzca A. m. anatoliaca’y1r temsil eden Orta Anadolu
populasyonu T2 mtDNA tipindeyken, bunun disindaki populasyonlarin tiimii (T, M, E, BK,
DK, GDA, A, DA) T1 mtDNA haplotipinde yer almistir. T1 ve T2 mtDNA haplotipleri
Yunanistan, Girit adasi, diger Ege adalar1 ve Giiney Kibris bal arilan i¢in yapilan esdeger
arastirma sonuglarinda belirlenen haplotipler ile karsilastirildiginda her iki haplotipin de yeni
bir mtDNA tipi oldugu goriilmiistiir.

Morfometrik, alloenzimik ve molekiiler teknikler ile simdiye kadar yapilan
arastirmalarin ortak sonucu olarak Tiirkiye’de 5 ayr1 Apis mellifera irkinin (A. m. carnica, A.
m. caucasica, A. m. meda, A. m. syriaca, A. m. anatoliaca)’niin yasadig bildirildigine gore
(Ruttner 1988a, Smith ve ark 1997, Palmer ve ark. 2000, Kandemir ve ark. 2006a) bu
caligmada mtDNA’ya gore 5 farkli ki temsil edecek kadar genis bir varyasyon
bulunamamasinin nedenleri ne olabilir? Apis mellifera’nin orijinini belirlemeye yonelik ilk
hipotezlere gore Apis mellifera Hazar denizinin giineyinden kdken almis ve Tiirkiye iizerinden
Avrupa’ya yayilmistir (Ruttner ve ark. 1978, Ruttner 1988a, Smith,1991). Son yillarda
bildirilen baz1 goriislere gore ise Apis mellifera’mn iran’dan degil Afrika’dan koken aldig
diisiiniilmektedir. Sonu¢ olarak ister Iran olsun ister Afrika Tiirkiye konum olarak Apis
mellifera’min gen merkezine ¢ok yakindir. Yani Ruttner (1988a)’in bildirdigi gibi Anadolu
Apis mellifera’nin dogudan gen merkezi konumundadir. Ayrica Tiirkiye’nin giineyinde hem

O hem de C grubu mtDNA haplotip grubunun birlikte bulunmasi ve C ile O grubundaki bal

128



arilarinin burada kolonize olup daha sonra farkli kollardan yayildigimi bildiren goriisler
Tiirkiye’nin gen merkezine yakin olabilecegi hipotezini destekler niteliktedir (Smith ve
ark.1997, Palmer ve ark. 2000, Frank ve ark. 2000, Kandemir ve ark. 2005, Kandemir ve ark.
2006a,b,c.).

Gec¢miste morfometriye gore yapilan arastirma sonucunda da A. m. anatoliaca, alt
farkli A. mellifera ki (A. m. armeniaca, A. m. meda, A. m. adami, A. m. caucasica, A. m.
syriaca ve A. m.cypria)’nmin merkezinde yer almigtir. Bu gruplamada A. m.anatoliaca ve A.
m.meda kismen ortiisiirken A. m. armeniacacaca’da bu iki 1rk arasinda yer almistir (Ruttner,
1988a). Bu arastirmada UPGMA'’ya gore ¢izilen agagta da A. m. anatoliaca ve A. m. meda
birbirine ¢ok yakin ¢ikmistir. Dolayisiyla bu sonug bu alt tiirlerin ayn1t mtDNA haplotipinde
oldugunu diisiindiirmektedir.

Kandemir ve ark. (2006a) yapmis oldugu arastirma sonucunda kiiciik baz1 gruplar
disinda (Kastamonu, Van, Ardahan) genel populasyonun COI-COIl/Dral kesim Oriintiisiine
gore diger calismalarda rastlanmayan essiz bir mtDNA haplotipi (A. m. anatoliaca)
sergiledikleri belirlenmistir. Ayrica yine ayni arastirma kapsaminda mtDNA/EcoRl ve
COl/Hinfl,Taql kesim polimorfizmi bakimindan Hatay disinda populasyonlar arasinda bir
farklilik bulunmadig bildirilmistir. Bu calismada belirlenen iki farkli mtDNA tipinin (T1 ve
T2)’de daha Once rastlanmayan yeni haplotipler oldugu belirlenmistir. Ancak c¢alisma
kapsaminda Hatay’dan oOrnekleme yapilamadigindan Hatay populasyonu ilgili bir
karsilastirma yapilamamustir.

Tiirkiye bal arillarinda COI-COIIl gen bolgesine iliskin yapilan incelemeler sonucu
orijine bakilmaksizin bu gen bolgesinin (Trakya da dahil olmak iizere) daha 6nce A. m.
caucasica’da tespit edildigi gibi ATTTCCC- dizilimi ile basladigi belirtilmistir. Kafkasi
temsil eden Kuzeydogu populasyonunda ise COI-COII gen bolgesi yine ayni niikleotit dizisi
ile baslamakta ancak daha sonra Q3 segmentinde goriilen bir niikleotit degisimi (A:T)
nedeniyle farklilagsmaktadir. Acaba bu yalnizca mutasyonun bir sonucu olabilir mi? Anadolu
bal arilan1 C tipi mtDNA haplotip grubundaki bal arilarinin atasi olabilir mi? Eger 6yleyse bu
calismada mtDNA’ya gore ¢ok biiyiik bir varyasyon bulunamamasi dogal bir sonugtur.

Diger taraftan COI-COIl/Dral bakiminda Kastamonu’da daha 6nce A. m. carnica’da
goriilen C2a mtDNA haplotipinin, Ardahan ve Van’da ise daha Once Apis mellifera
caucasica’da goriillen C2b mtDNA haplotipinin bulundugu bildirilmistir (Kandemir ve ark.
2006a). Morfometri ve enzim polimorfizmine gore Kirklareli ve Edirne populasyonlarmin A.
m. carnica grubundan oldugu bildirilirken (Kandemir ve ark. 2000; 2005), mtDNA’ya gore

iki COl/Xbal kesim sitesinin belirlenmesi nedeniyle Tekirdag populasyonun A. m. carnica
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grubundan oldugu bildirilmistir (Smith ve ark. 1997). Yapilan son arastirmalarda da Balikesir
(mtDNA/EcoRl) ve Kastamonu (COI-COIl/Dral) populasyonlart icin farklh mtDNA
haplotipleri tespit edilirken(Kandemir ve ark. 2006a); bu ¢alismada Eskisehir (COL/Sspl)
populasyonu icin farkli bir mtDNA haplotipi belirlenmistir. Tiirkiye’de farklt Apis mellifera
irklarinin ve birgok yeni mtDNA haplotiplerinin izlerini gosteren bu sonuglar, Tiirkiye nin
gen merkezine yakin olmasinin bir sonucu olabilir mi? yoksa zaman icerisinde asamali olarak
gerceklesen mutasyon ve seleksiyonun bir sonucu mudur? Bunun net olarak belirlenebilmesi
bu caligmada oldugu gibi Tiirkiye bal aris1 populasyonun komsu iilke populasyonlar1 ve
Afrika arlariyla karsilastirmali olarak incelenmesi ile miimkiin olabilir.

Yapilan arastirmalarda mtDNA’nin ¢ok iyi korunan COI, 16stDNA gen bolgeleri,
birbirinden cok ayn tiirler (Apis mellifera ve Drosophila yakuba) arasinda bile niikleotit
dizilimi bakimindan son derece benzer bulunmustur (Cornuet ve ark. 1991, Crozier ve Crozier
1993). Buna dayanarak COI, 16s rDNA gen bolgelerinin aynt mtDNA haplotip grubunda
bulunan Apis mellifera wklan (A. m. carnica, A. m. caucasica, A. m. anatoliaca ve A. m.
meda) arasinda daha fazla benzer bulunabilecegi sOylenebilir. Dogru bir filogenin
olusturulmasi icin eldeki soruna uygun gen bolgelerinin ¢alisilmasi da ¢cok onemlidir. Eger
amag son tiirlesme olaylarimi olusturmaksa ¢ok hizli evrimlesen diziler kullanilmalidir. Aksi
durumda bu calismada oldugu gibi birbirine ¢cok yakin Apis mellifera populasyonlar1 arasinda
hicbir farklilik bulunamayacaktir (Sheppard ve Smith 2000, Klug ve Cumming 2002).
mtDNA’nin farkli gen bolgelerinin evrimlesme hizi farklidir. Calisma kapsaminda tercih
edilen gen bolgeleri (COI ve 16sTDNA) cok yavas evrimlesen gen bolgeleridir. Dolayisiyla ar
irklarinin ¢ok eskiye dayanan kokenini arastirmak icin uygun olmakla birlikte birbirlerine ¢ok
yakin alt tiirler (Ayn1 mtDNA haplotip grubunda)’in ayiriminm yapmak i¢in ¢ok agiklayici bir
bilgi kaynagi degildir(Smith 1991, Sheppard ve Smith 2000,). Yani yalnizca bu arastirma i¢in
tercih edilen genetik isaretleyicilere ve gen bolgelerine dayanarak Tiirkiye’deki Apis mellifera
populasyonlart arasinda mtDNA bakimindan kesin olarak fark yoktur denilemez.

mtDNA yalnizca bal arilarinin arastirnlmasinda degil diger tiirlerin arastirilmasinda da
sikca tercih edilen bir isaretleyici olmugtur. Sigir irklarimin mtDNA ve protein polimorfizmi
bakiminda arastirilmasina yonelik bir ¢calismada sigir irklart arasinda mtDNA bakimindan ¢ok
ufak farkliliklar diginda bir varyasyon bulunmadigi bildirilmistir (Avise ve Lansman 1983).
Diger bir arastirmada da ¢ok cesitli organizmada, sitokrom-c’nin aminoasit dizisi ile ilgili
veriler toplamuslardir. Sitokrom-c Okoryatlarin mitokondrilerinde bulunan solunum
pigmetidir. Sitokrom-c’nin aminoasit dizisi evrim siiresince ¢ok yavas degistiginden Insan ve

sempanzedeki aminoasit dizisi birbirinin 6zdesi bulunmustur. Insan ve Rehesus maymunu
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arasindaysa yalmizca bir aminoasit farkliligi disinda bir fark bulunamamistir (Fitch ve
Margoliash 1967).

Bu calismada, Tiirkiye’nin bal arist cesitliligini PZR-KPUP yontemi ile arastirmak
icin tercih edilen gen bolgeleri (COI ve 16stDNA) ve genetik isaretleyiciler daha 6nce komsu
tilke Yunanistan bal arilar1 (A. m. macedonica, A. m. cecropia, A. m. adami), Gliney Kibris bal
arist (A. m. cypria) ve Italyan aris1 ( A. m. ligustica)’m molekiiler teknikler ile tanimlamak
icin tercih edilmis olan gen bolgeleri ve genetik isaretleyicilerin aymisidir. Dolayisiyla
Tiirkiye’nin bal aris1 popiilasyonu ile komsu cografyalardaki bal aris1 popiilasyonlarini
mtDNA’ya gore karsilastirmak adina son derece yararli sonuglar alinmistir (Cizelge 4.1).
Tirk bal amnlan mtDNA’nin  incelenen gen bolgelerinde COI/Ncol, Styl ve
16stDNA/Dral,SaU3a kesim bolgelerini icermemesi bakimindan A. m. macedonica’dan
ayrilmistir. Diger taraftan Tiirkiye bal aris1 populasyonu 16stDNA/SaU3a ve 16stDNA/Dral
kesim bolgelerine gore Girit arilar1 (A. m. adami) disinda diger wrklar (A. m. macedonica, A.
m. cecropia, A. m. cypria)’dan farkli bulunurken, 16stDNA/Dral kesim bolgesi bakimindan
bes Apis mellifera wklann (A. m. adami, A. m. ligustica, A. m. cypria ve A. m.
macedonica)’'ndan da ayrilmigtir. Yani bu calisma kapsaminda incelenen o6rneklerde
16stDNA gen bolgesinde Dral restriksiyon endoniikleaz enzimine iliskin kesim sitesinin
bulunmamasi yalnizca Tiirkiye bal arillarma 6zgii bulunmustur. Daha da Onemlisi Smith
(1991), COl/Xhol kesim bolgesinin Afrika arilarina 6zgii oldugunu bildirmistir. Avusturya,
Yugoslavya ve Almanya’dan alinan A. m. carnica orneklerinde, Italya’dan alman A. m.
ligustica orneklerinde ve A. m. mellifera 6rneklerinde bulunmuyorken, Afrika’dan alinan A.
m. scutellata 6rneklerinde ve Misir’dan alinan A. m. lamarcii 6rneklerinde bulunmaktadir.

Daha yillar 6nce Yunanistan’in Trakya kesiminde A. m. macedonica bulunmasina
karsihik Tiirkiye’nin Avrupa kesiminde A. m. macedoniaca alt tiiriiniin bulunmadigi
bildirilmistir. Bu ¢alismada A. m. anatoliaca, A. m. adami, A. m. ligustica ve A. m. cypria’nin
mtDNA’ya gore birbirlerine Yunanistan arilarina oldugundan daha fazla benzer olduklar
belirlenmistir. Yapilan karsilastirmada Adam (1954)’1n morfometrik verilere dayanarak Girit
arilarinin Yunanistan arilarindan daha ¢ok Bati Anadolu’nun ve Dogu Akdeniz sahillerinin ar1
populasyonuna benzedigine iliskin bildiriginin mtDNA varyasyonuna gorede dogru oldugu

goriilmiistiir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Arastirmada kullanilan restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle aym gen bolgeleri
bakimindan incelenen 5 farkli Apis mellifera alt tiiriiniin karsilastirilmasi

20 L (9228 [F |0 (X2 ]2
CIE |2 |E|E|E|E|B|S|E |8 |=
= =S | =S~ x| =
= z
+ + + + + - - COI
A. m. anatolica
+ | = |+ | + + | + 16s tDNA
+ |+ + | + + |+ | + | COI
A. m.macadonica*
+ [+ |+ | - + | + 16s rDNA
+ + + + + - - COI
A. m. adami»
+ [+ |+ | + + | + 16s rDNA
+ + + + + - - COI
A. m. cecropia*
+ |+ |+ | - + | + 16s tDNA
+ | + + | + + | - | - |COIL
A. m. ligustica
+ |+ |+ ? + | + 16s rDNA
A. m. cyprica Tt Tt bl Bl
. ®
(Giiney Kibris) I B P B + |+ 16s rDNA

* Bouga ve ark., 2005  =Harizanis ve Bouga, 2001 + S6z konusu kesim siteleri nadir olarak goriilmektedir.

Ayni zamanda bu ¢aligmanin morfometrik analiz sonuglar1 da Girit arilarinin Tiirkiye
bal arilarina benzerliginin Yunanistan bal arilarina oldugundan daha fazla oldugunu
gostermistir. Son olarak A. m. adami populasyonu i¢in yapilan morfometrik arastirmalarda
DU:5.99, OKU:9.07 ve KI:2.30 bulunmustur (Harizanis ve Bouga 2001). Bu calismada ise,
Tiirkiye bal aris1 populasyonlari icin bulunan ortalama DU:5.99, OKU:9.02, KI:2.27 olarak
bulunmustur. Tiirkiye’nin bir cok lokal bolgesi icin tespit elden morfometrik degerlerin
Ruttner’in bazi Afrika arnlan (A. m. lamarckii, A. m. intermissa) icin bildirmis oldugu
degerlere daha yakin oldugu goriilmiistiir.

Franck ve ark. (1998), Bat1 Avrupa arilarinin orijinlerinlerinin aragtirllmasina yonelik
calismalar1 sonucu diger arastiricilardan farkhi bir goriis ortaya koymuslardir. Onceki
arastiricilar Ispanya’da “A” haplotipinin bulunmasim1 Bati Avrupa ve Kuzey Afrika gen
entegrasyonun bir sonucu olarak yorumlamiglardir. Frank ve ark. (1998) ise Afrika orijinine
iliskin bulgularin mutasyon ve seleksiyonun bir sonucu olarak meydana gelen benzerlikten

ibaret oldugunu, gen entegrasyonun soz konusu olmadigini bildirmislerdir. Daha 6nce A. m.
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scutellata’nin dort ayn varyatesinde ve A. m. lamarcii’de bulunan ancak A. m. ligustica, A. m.
carnica (Avusturya, Slovenya ve Yugoslavya’dan) ve A. m. mellifera varyetelerinde
goriilmeyen Xhol restriksiyon endoniikleaz enzimine iliskin kesim bélgesinin (COI/Xhol)
Tiirk bal arilarinda bulunmasi Franck ve ark. (1998) nin arastirmasinda oldugu gibi yalnizca
mutasyon ve seleksiyonun bir sonucumu yoksa Tiirkiye bal aris1 populasyonu ile Afrika
arilar1 arasinda bir gen entegrasyonu mu sdz konusudur?

Genetik cesitlilik iceren populasyonun bireyleri hastaliklara direng, duyarlhilik ve
benzeri konularda farklilik gosterirler. Gelecekte meydana gelecek olan cevresel
degisikliklere hangi irkin daha iyi uyum gosterecegi, ya da hangi irkin genetik yapisinin
hastaliklara diren¢ bakimindan iistiin nitelikli olduguna simdiden karar verilemez (Ertugrul ve
Askin 1988; Soysal 2004). Ornegin Tiirkiye’de de varligindan soz edilen Suriye aris1 A. m.
syriaca, hirgin ve bal verimi diisiik oldugu ifade edilerek geri plana itilmis yok olma
tehlikesiyle yiiz ylize birakilmistir. Halbuki A. m. syriaca’nin ¢iftlesme periyodu sirasinda
kisa bir siire monogomi aligkanligini birakmasi geng kralice arilardan biri ciftlesip kuluckaya
yatincaya kadar kolonide birka¢ diizine gen¢ kralice ari bulundurmasi olaganiistii bir
davranmistir ve ana ar yetistiriciliginde kullanilabilecek ¢ok onemli bir avantajdir (Ruttner
1988a). Tabiki baz1 fizyolojik ve davramis 6zellikleri bakimindan A. m. carnica ve A. m.
causica gibi zaten genetik yapisi iistiin irklarin dnemi goz ardi edilemez. Ancak kislatma ve
tiretim donemlerinde yasama giicii ve bulundugu cevreye uyumu bakimindan yerli irklarin
istiinliigii de gz ardi edilemez (Geng ve ark. 1999, Dogaroglu ve ark. 1992). Bu nedenle tiim
gen kaynaklar1 6nemlidir.

Ozgiin ar1 irklarinin fizyolojik ve davranis 6zelliklerinin belirlenerek tanimlanmasi ve
korunmast zorunludur. Ancak bunun igin Oncelikle mevcut cesitliligin belirlenmesi
gerekmektedir. Bu arastirmadan bu amacg igin yarali sonuglar alinmistir. Bundan sonra
yapilacak olan bu tiir ¢aligmalar ile birlikte yerel irklarin tanimlanmasi ve korunmasi igin veri
tabani olusturulmasinda yararlanilacak faydal bir kaynak olarak kullanilabilir. Ayrica ileriki
yillarda yapilacak arastirmalarda hagi lokal bolgelerin agirlikli olarak calisilmasi gerektigi

konusunda arastiricilar i¢in yonlendirici olabilir.
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EKLER

Ek.1 Yararlamlan Araclar, Kimyasallar ve Cozeltiler

A) Morfometrik Analizicin Yararlanilan Arac ve Kimyasallar

a) Araclar:
Plate
Makas
Ince uclu pens
Slayt
Mikroskop lami1
Slayt projektor ( KODAK slayt projeksiyon FF lens 75-120 £/3.5)
Mikroskop steroskop ( Olympus VMZ 11x-4x, 272475)
b) Kimyasallar:
Alkol 30% (70 ml H20 + 30 ml Alkol)
Laktik asit 70% (30 ml H20 + 70 ml laktik asit)
Entellan,(Merck)

B) mtDNA Analizinde Yararlanilan Arac¢ veKimyasallar

a) Araclar:
Buzdolab1
Mikrodalga Firin
Inkiibator
Magnetik Karistirict
Evaparator
Derin dondurucu (Nuaire, U.S.A, -86 Ultralow Freezer, SN PO7K-476316-PK)
Elektroforez Sistemi (Biogen, Apelex, FRANCE, SN 280800)
Hassas Terazi (Scaltec, GERMANY, SPB42, SN SPB42-90908239)
Jel Goriintiilleme Sistemi (Uvitec, Biolab, EEC, SN MO1-2467)
Kar Makinas1 (Angelontonia, ITALIA, SN 25183/00)
Vortex (YellowLine TTS2, USA)
Sanrifiij (Eppendorf, GERMANY, 5414 D, SN 5425-40112)
Saf su cihaz1 (Ateks, 7x35, Eu)
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b)

c)

pH Metre (Hana, PORTUGAL, HI 9321, SN 396202 )

Otomatik Termocycle Sistem (PTC 200 (Peltier Thermal cycler) DNA engine, MJ.
Otoklav ( Hirayama, JAPAN, HVE 50, SN 030787253 )

Eppendorf tiipleri (1.5 mI’lik ve 0.5 ml’lik )

Transferpipetler (10, 100 ve1000 pL’lik )

96-Well plate

Kimyasallar ve Cozeltiler

DNA ekstraksiyonunda Kullanilan Kimyasal ve Cozeltiler:

TAB 2% (hexadecyltrimethylammonium bromide), Sigma-Aldrich Co.
Lysis soliisyonu I (low salt buffer):1 % CTAB, 50 Mm Tris-HCI (pH 8),

10 mM EDTA, 0.75 M NaCl

Lysis soliisyonu II (1%CTAB, 50 mM Tris-HCI, 10Mm EDTA, 1,5 M NaCl
Proteinaz K (poteinaz K from Tritirachium album), Bioproducts.

HCI (MB 36,44 )

Fenol, Sigma-Aldrich Co.

Sodyum Kloriir (NaCl) (MB 58.44), Merck.

Kloroform (Chloroform)

24:1 Kloroform: isoamil alkol (chloroform:isoamyl alcohol)

25:24:1 phenol:choloroform:isoamyl alcohols

2 M Tris-HCI (ph 8) (Tris aminomethane)

5 M HCI

(Sodium acetate) CH3COONa3H20 (MB 136.08), Merck.

Tris (hydroxymethyl) aminomethane C4H11NO3 (MB 121.1), Serva, Bioproducts
Partnership.

TE (Tris-EDTA) [10Mm Tris-HCI (pH 7.6), 0.3Mm EDTA]

99.8% C,HsOH (MB 46.07), Merck

(isoamyl alcohol)

PZR (polimeraz zincir reaksiyonu)’nda kullanilan Primer ve kimyasallar:
16sRNA primer I (geri) 5> GTA CCT TTT GTA TCA GCG TTG A 3’
16sRNA primer II (ileri) 5 CAA CAT CGA GGGGT CGC AAACATC3
COI primer I (geri) 5> AAT CTG GAT AGT CTG AAT AA 3’

COI primer II (ileri) 5> GAT TAC TTC CTC CCT CATTA 3’

10X PZR buffer (MgCly), invitrogen.
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dNTP (100mM dATP #440, 100 Mm dCTP #441, 100 mM dGTP #442, 100 mM dTTP
#443), N.E. Biolabs.
50 mM MgCl,, Invitrogen.
(Taq DNA Polymerase) (5u/uL), Promega.
d) Elektroforez icin Kullanilan Kimyasallar:
EDTA (disodium C10H14N208NA2 2HO (MB 372.5), Serva, Bioproducts Partnership.
Ficoll 400 MrCa 400000, Serva.
Xylene Cyanole FF C25H27N206S2Na, Sigma-Aldrich Co.
Agaroz (ultra pure DNA grade agarose), invitrogen.
H3;BOj; (Boric acid) (MB 61.83), Merck.
EtBr (etidyum bromide) 10mg/Ml, Sigma-Aldrich Co.
3°,3”°,5°,5” -tetrabromophenolsulfonephthalein (Bromophenol Blue), Sigma-Aldrich Co.
NaOH (sodium hydroxide pellets) (MB 58.44), Merck.
3x TBE (4,448gr NaOH, 64.8gr Tris, 33gr boric acid).
0.5x TBE (420 mL 3x TBE, 1980ml distile su).

Ek 2 Kullamilan Co6zelti ve Solusyonlarin Hazirlanmasi

0.5 M EDTA:

18,61 g EDTA 80 ml distile suda ¢oziiliir. Yaklasik 2 g NaOH peleti eklenir (pH ayari i¢in) ve
manyetik karistiricida ¢oziilir. PH’s1 NaOH ile 8’e ayarlanir. Distile su ile 100ml’ye
tamamlanarak otoklav yapilir.

% 1 Etidyum Bromide (EtBr):

1 mg Ethidium Bromide 100 ml distile suda c¢oziiliir. Isik gecirmeyen renkli sisede
aliminyumfolyo ile iyice sarilarak saklanir.

0,1 N’lik NaOH cozeltisi:

0,4 g NaOH 100 ml distile su ile ¢oziiliir ve oda 1s1sinda saklanir.

2M Tris-HCI:

24.2 g TrisBase 50 ml distile suda ¢oziilir. PH’s1 8-8.3’e ayarlanir. 100 ml’ye distile su ile
tamamlanip otoklav yapilir.

5 M NaCl c¢ozeltisi:

29,22 gNaCl 80 ml distile suda ¢oziiliir. Distile su ile 100 ml’ye tamamlanarak otoklav
yapilir.

1.2 M NaClI Cozeltisi:
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5 M NaCI’den 24 mI almip 100 ml distile su ile tamamlanir.

100 pI Loading buffer’m hazirlanmasi (Blue Juie):

0,25 g bromophenol blue, 0,25 g Xylenol, 20 g ficol, 2 ml 10 mM EDTA (0,5) karistirilir ve
saf suile 100 m’ye tamamlanir.

Proteinaz-K:

0,02 mg proteinaz-K tartilarak énceden otoklavlanmis steril bir ependorf tiipii icerisine konur
ve tizerine 1 ml steril H,O ilave edilir ve buzlukta muhafaza edlir.

3 NaAc (sodyum asetat), (pH: 5.2):

60 ml distile su otoklavlanmis bos bir siseye konur. 40.84 g NaAc tartilarak icine konur.
Calkalanaraak erimesi saglanir. Asetik asit ile pH: 5.2-5.4’e ayarlamak cok hassas bir
islemdir. Bu nedenle asetik asit yavas yavas eklenmelidir. PH ayarlamasi sirasinda hacim

asetik asit ile 100 mI’ye ulasacaktir.
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