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OZET

KIRKLARELI BAL ARIST POPULASYONLARINDA (Apis mellifera L.) mtDNA COI
VE ND5 GEN BOLGELERINDE PCR-RFLP ANALIZi iLE GENETIK
CESITLILiGIN BELIRLENMESI

[lknur GOZE

Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Fulya OZDIL

Bu arastirmada, Kirklareli bal aris1 populasyonlarini temsil eden bal arilar1 mitokondriyel
genomda COI ve ND5 gen bolgeleri temelinde incelenmistir. Apis mellifera populasyonlarinin
tanimlanmasinda  restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi (RFLP) yonteminden
faydalanilmistir. Bu ¢alismada, Tiirkiye’nin Kirklareli bolgesinde bulunan bal arisi
populasyonlart COI ve ND5 gen bolgelerinde PCR-RFLP yontemi ile Ncol, Sspl, Styl, Alul,
Hincll, FokKI restriksiyon enzimleri kullanilarak incelenmistir. Kirklareli ilini temsil eden bal
aris1 populasyonlarinin yani sira Tekirdag yoresinden de olmak tizere toplam 117 adet is¢i ar1
ornekleri materyal olarak kullanilmistir. Bu ¢alismada, COI gen bolgesinin Ncol enzimi ile
kesimi sonucunda farkli varyasyon ve mutasyon noktalari tespit edilmistir. COI/Ncol kesiminde
G—A transizyonu sonucu CCATGG seklinde olan DNA dizisi CCATGA seklinde yeni bir
kesim noktasi olusturmustur ve bu haplotip C haplotipi olarak adlandirilmigtir. COI/Sspl kesimi
sonucu daha once literatiirde bildirilen C haplotipi tespit edilmistir. COIl/Styl enzimi ile
muamele sonucunda G—A transizyonu sonucu, CCWWGG seklinde olan DNA dizisi,
CCWWGA sekline donmiis ve literatiirde daha once bildirilen kesim noktasi1 ve B haplotipi
tespit edilmistir. ND5/Alul restriksiyon enzimi ile kesim sonucu tiim 6rneklerde C haplotipi
elde edilmistir. ND5/Fokl ve ND5/Hincll enzimleri ile incelenen tiim populasyonlarda kesim

tespit edilememis ve tek bir bant profili sonucu B haplotipi olustugu gériilmistiir.

Anahtar Kelimeler: Apis mellifera L., Kirklareli bal arisi, COl, ND5, PCR-RFLP



ABSTRACT

DETERMINATION OF GENETIC DIVERSITY IN KIRKLARELI HONEY BEE
POPULATIONS (Apis mellifera L.) BY PCR-RFLP ANALYSIS IN mtDNA COI AND
ND5 GENE REGIONS

flknur GOZE

Department of Agricultural Biotechnology
MSc. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Fulya OZDIL

In this study, honey bees representing Kirklareli honey bee populations were investigated based
on COI and ND5 gene regions in the mitochondrial genome. Restriction fragment length
polymorphism (RFLP) method was used to define the Apis mellifera populations. In this study,
honey bee populations in the Kirklareli province of Turkey were investigated via COIl and ND5
gene regions by PCR-RFLP method using Ncol, Sspl, Styl, Alul, Hincll, Fokl restriction
enzymes. A total of 117 worker bee samples were used as material from Kirklareli and Tekirdag
region. In this study, different variation and point mutation was determined as a result of cutting
the COI gene region with the Ncol enzyme. The DNA sequence of CCATGG as a result of the
G—A transition in the COI/Ncol segment formed a new restriction site as CCATGA and this
haplotype was determined as the C haplotype. As a result of the COI/Sspl restriction, the C
haplotype previously reported in the literature was determined. As a result of the treatment with
COI/Styl enzyme, the cut-off point previously reported in the literature was determined from
the mutation of the G— A transition and the CCWWGG DNA sequence changed as CCWWGA,
and this profile was expressed as the B haplotype. C haplotype was obtained in all the samples
as a result of restricting with ND5/Alul restriction enzyme. No digestion was found in all of the
populations analyzed with ND5/Fokl and ND5/Hincll enzymes, and only B haplotype was
observed.

Keywords: Apis mellifera L., Kirklareli Honey Bee, COI, ND5, PCR-RFLP
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TESEKKUR

Akademik egitim siirem boyunca yiiksek lisans tez c¢alismamda degerli bilgilerini
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ederim.
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1. GIRIS

Eski ¢aglardan bu yana Anadolu’nun en etkin iiretim faaliyetlerinden biri aricilik
olmustur. Bal aris1, tarihten bu yana insanoglunun dikkatini ¢ekmis, ilk olarak bal avciligiyla
baslayan girisimlerden sonra, sepet veya kiitiik benzeri yuvalara arilarin alinmasiyla ilk aricilik
faaliyetlerinin basladig1 bilinmektedir. Bal arisinin 17. yiizyila kadar sadece Avrupa, Afrika ve
Yakin Dogu’da yayilarak gelisme gosterdigini, 17. yiizyildan sonra ise gogmenler ile tagindigini
ve tiim yerlesim alanlarinda aricilik yapildigini bildirmistir (Firatli, 1988). Eskiden sadece aile
ihtiyacini karsilayacak sekilde bal tiretmek i¢in yapilirken artik ticari bir is kolu haline gelmistir.
Tarimsal yonden diger is kollarina gore ariciligin dogaya daha fazla bagimli bir faaliyet oldugu

bilinmektedir ve Tiirkiye iklim deseni, zengin florasi ile aricilik igin avantajli bir konumdadir.

74-146 milyon yil 6nce ¢icekli bitkiler ortaya ¢iktiktan sonra boceklerin evrimi hiz
kazanmig ve yeni tozlayict bocek gruplari ortaya c¢ikmistir. Kretase doneminde (Tebesir
Donemi) ilk kez ortaya ¢ikan baslica bocek gruplari; arilar, esek arilari, karincalar, kelebekler
ve termitlerdir. Milner (1996), cigekli bitkilerin tozlasmasi (polinasyon) igin arilara, arilarin da
beslenebilmesi igin ¢igekli bitkilere gereksinimi oldugunu bildirmistir. Bitkilerle birlikte bazi
bdceklerin tiiremesi ve cogalmasi icin uygun gevre sartlarinin olusumu ile arilarin 120 milyon

yil 6nce evrimlestigini bildirmistir (Birand, 2001).

Wilson (2001), gergek sosyal bocekler, tiim karincalar, termitler ve bazi arilar ve esek
artlarmin diinyadaki bocek biyokiitlesinin yiizde 75'ini olusturdugunu bildirmistir. Sosyal
bocekler, toprak ve yiyecek i¢in diger boceklere ve hatta daha biiyiik hayvanlara da {istiin
gelebilir. Bir siginagi hizla insa edebilir ve gerektiginde genisletebilirler ve isleri her seyin hizli
bir sekilde yapilmasini saglayacak sekilde bolebilirler. Bir sosyal ar1 kolonisinin onbinlerce
olabildigi ve yiiz milyonlarca karincanin birbirine bagli yuvalarin siiper kolonisinde birlikte

yasayabildigi bildirilmektedir.

Bal arilart koloniler seklinde yasayan sosyal boceklerdir. Koloni; tek bir ana ari,
mevsime gore sayilar1 degisen erkek arilar ve is¢i (disi) arilardan olusmaktadir. Koloni i¢inde
ana ar1, etrafina salgiladigi feromonlar ile yasami boyunca koloniyi bir arada tutar ve bu sekilde
koloninin devamliligin1 saglamak igin yumurtlama faaliyetini gdsterir. Isci arilar ise, yaslarina
bagli olarak larvalarin, ve ana arinin beslenmesinden, kovanin havalandirilmasindan,
temizlenmesinden ve nektar, polen ve propolis toplanmasindan sorumludur. Erkek arilarin tek

gorevi ise, ana arilarin dollenmesidir (Wilson, 1971). Moritz (1994)’e gore bal arisi


https://www.greelane.com/link?to=ants-family-formicidae-1968096&lang=tr&alt=https://www.thoughtco.com/ants-family-formicidae-1968096&source=what-are-social-insects-1968157
https://www.greelane.com/link?to=what-do-termites-look-like-4097357&lang=tr&alt=https://www.thoughtco.com/what-do-termites-look-like-4097357&source=what-are-social-insects-1968157
https://www.greelane.com/link?to=honey-bee-workers-drones-queens-1968099&lang=tr&alt=https://www.thoughtco.com/honey-bee-workers-drones-queens-1968099&source=what-are-social-insects-1968157
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biyolojisinde 6nemli sayilabilen ¢aligsmalar, is¢i arilarin dans dilinin anlasilmasini (von Frisch,
1965) ve ana arinin koloni iizerindeki denetimini feromonlar (pheromones) yoluyla
belirlenmesini (Buttler, 1973) ortaya koyan arastirmalarla baslamistir. Bal aris1 biyolojisi
izerinde yirminci yiizyilda yapilan galismalarda, bireyler arasindaki iletisim ve davranis
ekolojisi tizerine yogunlagilmigtir. Ancak ¢ogu zaman davranis ekolojisi lizerine yogunlasan
calismalar her zaman gii¢lii olmamis ve modern arastirma alanina bal arilar1 “Genetik Model
Sistem” olarak girmistir (Moritz, 1994). Bal arilarinda haplo-diploid cinsiyet belirleme sistemi

koloninin genetik yapisini etkileyen 6nemli bir mekanizmadir.

Ar drinlerinin insanlar tarafindan tarih boyunca sevilen, dogalligindan siiphe
duyulmayan, saglik ve koruma amagli da kullanilan tiriinler oldugunu bildirmislerdir (Dadant,
1984; Gosterit ve Giirel, 2004). Hemen hemen diinyanin her yerinde bal aris1 yayilis gdstermis
ve polen, ar siitli, propolis, bal, bal mumu, ar1 zehri gibi ¢esitli dogal {iriinler saglayarak
ekonomiye katkida bulunmustur ve bal arilarindan elde edilen bu tiriinler disinda da ekosistem
acisindan olduk¢a 6nemlidir. Ciinkii bal arilarinin tiim ¢igekli bitkilerin ve ayn1 sekilde tarimsal
iriinlerin de tozlasmasina katki saglamalari ekosistem ac¢isindan oldukca Onemlidir.
Tozlagmaya olan katkilar1 yoniinden bakildiginda, diinyada yetistiriciligi yapilan en degerli
hayvanlar olup tarimsal tiretime sagladiklari katki, bal ve yan iiriinleriyle sagladiklar1 katkidan
cok daha fazladir. Bocekler tarafindan ¢icekli bitkilerin yaklagik 3/4’t, diger biiyiik
cogunlugunun ise bal arilar1 tarafindan déllendigini bildirmisledir (Fries, 1993; Kaftanoglu,
Kumova ve Bek, 1993; Ozbilgin, Alatas, Balkan, Oztiirk ve Karaca, 1999).

1.1 Bal Ans1 Biyolojisi ve Bal Arillarinda Gelisim

Bal arisi, karinca, esek aris1 ve termitler koloni halinde yasam diizenine sahip sosyal
organizmalardir. Ergin koloni iiyeleri, iki veya daha fazla kusaktan koloni tiyeleriyle birlikte
calisirlar ve bu kolonilerde sosyal sinifta degerlendirildiginde tireyen veya ilireyemeyen olarak
ayrildigini bildirmislerdir. Bal aris1 kolonilerinin erkek ari, ana ar1 ve is¢gi ar1 olmak tizere ti¢

sisteme (Sekil 1.1) ayrildigin bildirmislerdir (Wilson ve Holldobler, 2005).

Tipik bir kolonide iireme yetegine sahip sadece bir ana ar1 vardir. Ana arinin baslica
gorevi, yilda ortalama 200.000 yumurta birakarak koloninin devamliligini saglamaktir. Ana ar1;
en uzun abdomen yapisina sahiptir. Ayrica, liremenin yan1 sira kimyasal yapidaki feromonlar1
salgilayarak kolonideki isleri kontrol edip diizenlendigini bildirmislerdir (Ambrose vd., 1992).

Ana arinin 2-3 y1l verimli sekilde yumurtlayabildigi ancak ticari olarak aricilar kolonilerindeki



ana arilarin her yil degismesi gerektigini bildirmislerdir (Page ve Peng, 2001). isci arilar koloni
icinde bulunan iireme yetenegi olmayan disilerdir. Is¢i arilar; viicut yapisi diger kastlara gore
en kii¢iik olandir. Sayilarmin 10.000 — 60.000 arasinda degistigini bildirmislerdir (Moritz ve
Southwick, 1992). Adindan da anlasilacagi lizere is¢i arilar koloni igindeki is giiciinii
saglamaktadirlar. Aralarinda yasa ve koloni sartlarina baglh is boliimii bulunmaktadir. Bal
arilarmin ilk giinlerinde ucamadigim1 ve sokma egilimlerinin olmadigini bildirmislerdir
(Winston, 1987; Calderone, 1998). Bu gérev periyodunda petek gozii temizligi kalan zamanda
ise timar yapma gorevinde oldugunu bildirmistir (Seeley, 1982). Bakicilik gorevini 4-12 giinliik
is¢i arilarin Ustlendigini bildirmiglerdir (Ribbands, 1953; Seeley, 1982). Gozlerdeki larvalar
kulugka yemi denilen biinyelerinde isledikleri bir yem ile bakici arilar beslerler (Michener,
1974). Bakici arilarin bagka bir gorevi ise ana armin etrafin1 sararak beslenmesini saglamaktir
(Winston, 1987). Orta yas arilar 12-21 giinliik arilar olarak adlandirilmiglardir. Orta yastaki
arilarin, yuvaya yayilmis bir gorev dagilimi vardir. Gorevleri bakicilikla drtiismekle beraber,
davraniglar1 oldukc¢a farklidir. Bunun sebebi orta yas arilari, bakici arilar gibi yavruyla
ilgilenmezler. Orta yastaki arilarin gorevleri; petek 6rme, nektar veya polenin alinip islenmesi
ve kovan girisinin korunmasi oldugunu bildirmislerdir (Seeley, 1982; Trumbo vd., 1997).
Tarlacilik gorevi 21 giinden sonra olup bal arilarinda yasam sonuna kadar devam etmektedir.
Bal arilari, tarlact olduktan sonra kovan igindeki gorevlerle ilgilenmedikleri bildirilmektedir
(Winston 1987; Seeley, 1995). Bunun yerine, disarida bulunan ve koloninin ihtiya¢ duydugu
dort kaynaga polen, nektar, propolis ve suya yogunlagirlar (Robinson, 1992; Seeley, 1995;
Calderone, 1998). Polen ve nektar toplama tarlacilik faaliyetlerinin ¢ogunu olusturur. Ancak
koloni sicaklik stresine girdigi zaman tarlaci arilar daha ¢ok suya yonelmektedir (Seeley, 1995).
Tarlaci arilarin, aralarinda dans dilini kullanarak yiyecek kaynaklar1 ve yeni yuva alanlarini
birbirlerine tarif ettigi bildirilmektedir (Seeley, 1995; Vries ve Biesmeijer, 1998). Isci arilarin
omrii yaz aylarinda 3-6 hafta arasinda degisirken kis aylarinda yaklasik 4 ay olmaktadir (Page
ve Peng, 2001). Erkek ar1 miktar1 sezona ve kolonideki kosullara bagli olup ogul mevsiminde
sayilar1 500-2000 arasindadir ve tek gorevlerinin ana art ile ¢iftlesmek oldugunu bildirmislerdir
(Ambrose vd., 1992). Erkek ar1; daha genis gogiis ve abdomen yapist ile ayirt edilir. Ayrica, ii¢
kast arasinda en biiyiik gozlere sahiptirler. Erkek arilarin, yasam uzunlugu ortalama 21 giindiir.
Fakat ciftlesme sirasinda ya da yaz sonunda isci arilar tarafindan disar1 atilarak dldiiklerinin

gozlemlendigini bildirmislerdir (Page ve Peng, 2001).



Sekil 1.1. Kovan bireyleri (Haga D, 2015)

Bal arilari, ¢cok farkli fizyolojik yapilara sahiptirler ve ¢evreden kaynaklanan strese
degisik sekillerde yanitlar vermektedirler. Diger bir ¢ok bocek gibi bal arilarinin da gelisimi
dort asamadan olusur (Sekil 1.2). Bu asamalar1 yumurta, larva, pupa ve yetiskin olarak
siralayabiliriz. Ik asamada yumurtanin olusumu, yumurta hiicreleri haline gelen oositlerde ve
ana arinin yumurtaliktaki disi germ hiicrelerinde basladigini bildirmislerdir (Guizeit vd., 1993).
Yumurta hiicreleri olgunlasmaya basladikg¢a bakici hiicreleri besin maddesi olarak kullanirlar.
En son agamada yumurta gelisimini tamamlamak i¢in follikiiler yumurta hiicreleri lizerine
koriyon salgiladigini bildirmistir (Fleig, 1995). Olgun bir yumurta, inci beyazi rengindedir ve
oval bir sekle sahiptir. Bas, karinin sonundan daha kalin olarak gelisir. Yumurtanin petek

goziine ana ar1 tarafindan dikey bir sekilde birakildigini bildirmistir (Winston, 1987).

Larva, yumurtladiktan sonraki giinlerde ii¢ giin i¢inde olusmaya basladigi bilinmektedir.
Baslangicta boliinme hiicreleri gelisir (ilk 14 saat boyunca) yumurtanin yiizeyinde blastoderm
olustururlar. Devam eden saatlerde blastoderm bolinmeye ugrar ve yumurtanin her iki ucunda
net bir bosluk izlenebilir (10 saat). Yumurtlamadan yaklasik 35 saat sonra, blastoderm kalinlagir
ve bagirsak olusumu baglamaktadir. Yumurtlamadan 49 saat sonra kafanin goriiniir hale geldigi
ve bu siireci viicut bolmelerinin olusmasinin takip ettigini bildirmiglerdir (Milne vd., 1988).
Larva olusumundan yaklagsik iki saat dnce koriyonun tamamen eridigi ve trakeal tabaka gozle
goriilebilir oldugu bilinmektedir. Larvanin tamamen olusup C seklini almas1 72-76 saatler

arasinda oldugunu bildirmistir (Collins, 2004).

Bakici arlar larva asamasinda petek gozlerine baslarini sokarak larvalari beslerler.
Larvalar dis iskeletin her giin degismesiyle hizli bir sekilde gelisir ve bu durum bes agamada
gerceklesir. Altincr glin sonunda bakici arilar petek gozlerini bal mumu ile kapatirlar. Bundan
sonraki asamada pupa dénemine girmis olurlar. Petek gdzlerinin kapanmasi degismektedir. Isci

arilarda 5,5 giin, ana ar1 i¢in 4-6 giin ve erkek ar1 i¢in 6-3 giinlerinde olur.



Pupa asamasi, bas, gozler, agiz, antenler, bacaklar, gogiis ve karin kisminin olustugu
asamadir. Bu agamada en belirgin olarak ortaya ¢ikan 6zellik {ist derinin koyulagmasidir. Pupa
donemi sekiz ile dokuz giin siirmektedir. Ana arilarda bu siire dort ile bes giin arasindadir. Bal
aris1 pupa doneminde ergin doneme geger ve petek goziiniin iistiine kapali olan bal mumunu

yiyerek disariya cikarlar.

Yumurta Larva Pupa Toplam

isci An 3 Giin 5.5Giin 12 Giin 21 Giin
Sekil 1.2. Is¢i arilarda gelisim (Chan, 2009)

Erkek ar1, ana ar1 ve is¢i ar1 gelisim siirelerine bakildig1 zaman, sirayla 24, 16, 21 giin

seklinde oldugu bildirilmektedir. (Winston, 1987) (Sekil 1.3).

ANA ARI

ERKEK ARI 16 GUN

24 GUN

ISCI ARI
21 GUN

Sekil 1.3. Arilarda kulugka donemi giin sayilari
1.2 Bal Arilarimin Siiflandirilmasi

Bal arilarinda tiir diizeyinde ilk siniflandirma C. Linnaeus tarafindan 1758 yilinda “bal
yapan” anlamina gelen Apis mellifera isminin kullanilarak yapildig1 bilinmektedir. Biitiin bal
arsi tiirleri, Hymenoptera takiminda, Apidae familyasi igindeki Apis cinsinde yer almaktadir.
Buttel-Reepen (1906) tarafindan tiir diizeyinde tglii isimlendirme sistematigi daha sonra

yapilmistir (Apis mellifera carnica vb.).



Tiim hayvanlarin, arilarda dahil olmak iizere 6karyotlar iginde taksonomik bir sistem

ile siniflandirildigini bildirmislerdir (Linksvayer vd., 2012). (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. Bal arilarinin taksonomik siniflandirilmasi (Engel, 1999)

Alem Animalia Hayvanlar
Sube Arthropoda Eklem bacaklilar
Simif Insecta Bocekler
Alt Simf Pterygota Kanatli bocekler
Takim Hymenoptera Zar Kanathilar
Boliim Aculeata Igneliler
Siiper Familya Apoidea Arilar
Familya Apidae Arilar
Alt Familya Apinae Arilar
Cins Apis Bal Arilar1
Apis mellifera Linnaeus (1758) Bati bal aris1
Apis cerana Fabricius (1793)  Dogu bal aris1
Tiir Apis florea Fabricius (1787) Kiigiik (ciice) bal arisi

Apis dorsata Fabricius (1793)

Dev bal aris1

Filogenetik analizler, bal arilarini {i¢ biiyiik kiimede siniflandirirlar. Bu siniflandirmada

morfolojik analiz sonuglarini etkili bir sekilde desteklemektedir. Bu gruplar;

e Ciice arilar (A. andreniformis ve A. florea),

e Dev arilar (A. dorsata, A. binghami ve A. laboriosa),

e Kapali alanda yuva yapan arilar seklindedir (A. mellifera, A. cerana, A. koschevnikovi,

A. nuluensis, ve A. nigrocincta) (Arias ve Sheppard, 2005).

Sonraki yapilan arastirmalar sonucu dort Apis tiirii tanimlanmugtir. Ruttner vd (1978) ’e

gore bal aris1 4 tiirde incelenmektedir. Bu tiirler;

e Bati bal aris1 (Apis mellifera Linnnaeus, 1758)

e Dev ar1 (Apis dorsata Fabricius, 1793)

e Dogu bal aris1 (Apis cerana Fabricius, 1793)

e Ciice ar1 (Apis florea Fabricius, 1787) olarak siniflandirilmistir.



Apis dorsata ve Apis florea, tropik bolgelerde bulunan eski tiirlerden oldugu ve bu
tiirlere ait kolonilerin agac¢ dallarinda agik alanda koloni kurarak yasadiklari bilinmektedir. Apis
cerana da dogal olarak aga¢ kovuklarinda yasamaktadir ve bir diger tropikal tiirdiir. Yuva
yapimi ve haberlesmesi agisindan Apis mellifera, Apis cerana’ya benzedigi ve bu benzerlik
nedeniyle bu iki tiirlin genetik olarak birbirlerine daha yakin iki tiir olabilecegi bildirilmistir
(Ruttner, 1988a). Diinya lizerindeki bal arilarinin dagilimina bakildiginda, Avrupa, Afrika, ve
Bati Asya’da A. mellifera dogal olarak bulunurken, Giiney Asya’da ise Apis florea, Apis
dorsata, Apis cerana ise dogal olarak yayilmaktadir. Giinlimiizde Antartika kitas1 hari¢ Apis
mellifera tiim diinyaya dagilmis durumdadir. Aslinda bu dogal yayilmada insan eliyle tasinma

s6z konusudur diyebiliriz.

Ilerleyen siireglerde yapilan calismalara yeni tiirler eklenmistir. Bu tiirler; Apis
nuluensis, Apis laboriosa, Apis koshevnikovi, Apis nigrocincta ve Apis adreniformis, Apis
binghami seklinde bildirilmistir (Otis, 1906). Yapilan ¢alismalar sonucu Apis cinsine ait 10
tiirin tanimlandigini bildirmislerdir (Engel, 1999; Arias ve Sheppard, 2005).

Buzul ¢aginin etkisi ve bitki ortiisiiniin degisimiyle birlikte bal arilar1 dogal olarak farkli
cografik alanlara (Avrupa, Afrika, Bat1 Asya) dagilmis ve bu dagilim Apis mellifera tiiriiniin
¢ok genis bir morfolojik ve davranis farkliligi gostermesi ile sonuglandigi ve giiniimiizde de
bir¢ok bal arisi alt tiiri genis bir cografyanin farkli bolgelerine ve ¢esitli iklim sartlarina
adaptasyon gosterdigini bildirmistir (Ruttner, 1988a). Biyogesitlilik bakiminda Tiirkiye, sahip
oldugu farkli iklim, vejetasyon kosullari, zengin su kaynaklar1 ve cografi konumundan dolay1
onemli bir gen merkezi oldugunu bildirmistir (Terzioglu, 1994). Bulunduklar1 cografyada hem
yapay hem de dogal seleksiyonun ortak etkisi sonucu bal aris1 alttiirleri ortaya ¢ikmustir.
Bugiinkii davranigsal ve morfolojik dzelliklerini, olustuklar1 cografik bélgelerin ekolojisi, bitki
ortisii gibi her tiirlii gevre sartlarina bagli kazandiklarini bildirmiglerdir (Alpatov, 1929;
Ruttner, 1988a; Whitfield vd., 2006). Bal arilarinin bu o6zelliklerinden dolayr olusan
diisiincelerden hareketle cografik ik tanimi ortaya atilmistir. Bal arilarindaki cografi irk
kavraminin tercih edilmesi c¢iftlik hayvanlarindaki irk kavraminin karsigi olarak kabul
edilebilir. Ekolojik 6zelliklere uyum saglamis cografi irk icindeki gruplarin da ekotip oldugunu
bildirmistir (Ruttner, 1988a). Dogaroglu (1981), farkli iklim kosullarinda farkli ekotiplerin
ortaya ¢iktigini bildirmistir.



Sekil 1.4. Bal aris1 ekotip ve alt tiirlerinin dagilimi1 (Akyol, Sahinler ve Ozkok, 2006)

Bal aris1 populasyonlarinin simiflandirilmasinda Tiirkiye’ de yapilan galismalarda pek
cok ekotip (Mugla, Trakya, Yigilca, Gokceada vb.) ve 5 alttiir oldugunu bildirmislerdir (Sekil
1.4). Bélgelere gore Tiirkiye’ de, Kafkas aris1 (A. m. caucasica) Kuzeydogu Anadolu’da, Iran
arist (A. m. meda) Giineydogu Anadolu’da, Anadolu aris1 (A. m. anatoliaca) Orta Anadolu’da,
Suriye aris1 (A. m. syriaca) Hatay yoresinde, Karniyol aris1 (A. m. carnica) Trakya bolgesinde;
Mugla aris1 Ege kiyilarinda, Gokgeada aris1 Gokgeada yoresinde, Yigilca aris1 Diizce yoresinde
gibi ekotiplerin varhigindan bahsetmislerdir (Dogaroglu, Ozdemir ve Polat, 1992; Palmer,
Smith ve Kaftanoglu, 2000; Akyol vd, 2006; Kandemir vd. 2006; Kekegoglu ve Soysal, 2010,
Unal ve Ozdil, 2018).

1.3 Bal Arilarimin Kokeni ve Cografi Dagilim

Tiirkiye’deki bal arilar1, Bati bal aris1 (Apis mellifera L.) tiirii iginde siniflandirilmistir.
Afrika, Avrupa ve Orta Dogu’yu da kapsayan ¢ok genis bir cografyada Bati bal arisinin yayilim

gosterdigini bildirmislerdir (Ruttner, Tassencourt ve Louveaux, 1978; Ruttner, 1988a).

Avrupa’nin tekrardan yasanabilir bir iklime kavusmasindan sonra kiigiik izole
populasyonlar Avrupa tlkelerine geri dondigiinii ve birbirleriyle gen aligverisinde
bulundugunu bildirmislerdir (Ruttner, 1988a; Smith, 1991). Tarihsel siireg i¢erisinde meydana
gelen iklimsel degisiklikler sebebiyle bu kadar ¢ok Apis mellifera wkinin kiigiik izole
populasyonlarin olusumuna baglandigini bildirmistir (Smith, 2002).



Bu kiiciik populasyonlarda genetik siiriiklenmenin etkisinin daha yiiksek oldugu
bilinmekte ve mutasyonun yeni tiir ya da alt tiir olusumunda tek basina bir neden olamayacagi,
ancak genetik siiriiklenme, mutasyon, seleksiyon ve uyumun birlikte etkisiyle tiirlesmenin s6z
konusu olabilecegini bildirmistir (Klug, 2002). Bir¢ok arastiricinin da bildirdigi gibi bal
arilarinda bu sekilde genis bir varyasyonun goriilmesi bilimsel gerceklerin bir sonucudur

(Ruttner, 1988a; 1988b, 1992; Smith, 1991; Hewitt, 1996; Sheppard vd., 2000).

Apis mellifera’nin yayilisina ve kokenine iliskin {i¢ hipotez (Sekil 1.5) 6ne siiriilmiistiir
(Rothenbuhler ve Kerr, 1968; Wilson ve Brown, 1953; Rutnner, 1988a).

» Bal arilarinin Afrika’da ortaya ¢iktigi ve Orta dogu iizerinden Avrupa’ya yayildigi
(Wilson ve Brown, 1953).

» Asya’nin giineydogusu veya Hindistan’da ortaya ¢iktig1 (Rothenbuhler ve Kerr, 1968).

» Hazar denizinin giineyinde ortaya ¢iktigi ve Anadolu yolu ile Avrupa’ya, Arap
yarimadasi boyunca Afrika’ya yayildig: bildirilmistir (Ruttner, 1988a).

Bati bal arisi alt tiirleri ilk yapilan ¢alismalarda Mellifera (M), Afrika (A) ve Carnica
(C) olmak tizere temel bilesenler analizi ve morfolojik analizler sonucunda ii¢ ana genetik soy

icerisinde siniflandirildigini bildirmislerdir (Ruttner vd., 1978) (Sekil 1.5)
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Sekil 1.5. Bati bal arilarinin temel bilesen ve morfolojik 6zelliklere gore i genetik soya
dagilimi (Ruttner vd., 1978)
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Apis mellifera Ruttner (1988a)’e gére 50.000 yil 6nce Apis cerana’dan ayrilmis bir tiir
oldugu daha dnce yapilan ¢alismalarda bildirilmistir. Iran, Pakistan ve Afganistan‘da yapilan
arastirmalar buradaki A. mellifera ve A. cerana’ya iliskin 6rneklerin birbirine yakinlik
derecesinin daha fazla oldugunu gostermistir ve bu sonuglar bu iki tiire iliskin eski ¢ag
populasyonlarinin burada birbirinden ayrildigin1 yani A. mellifera’nin iran’dan kéken aldig
hipotezini desteklemistir. Buzul c¢agmin sona ermesinden sonra arastirmalar bal arisi

populasyonlarinin ¢esitli kollardan cografik alanlara yayildig: bildirilmistir.

Morfolojik karakterlere bagh olarak yaptigi temel 6geler analizi ile Ruttner (1988a;
1992), Apis mellifera irklarini 4 temel kola ayirmustir:

1. Bat1 Avrupa (M): Kuzey Afrika irklarii (Kuzey ve Bati Avrupa siyah arilart A.m.
mellifera, Ispanya ve Portekiz arilar1 A. m. iberica, Kuzey Afrika arilari, A. m. intermissa, A.
m. sahariensis ve A. m. major) ve Kuzey ve Bati Avrupa’da dagilim gosteren irklart

icermektedir.

2. Tropikal Afrika (A): Afrika’nin orta ve gliney kesimlerinde dagilim gdsteren irklari
(Masir aris1 A. m. lamarckii, Afrika’nin giineyinden A. m. scutellata, A. m. capensis ve diger

bazi Orta Afrika irklarin1 ve Madagaskardan A. m. unicolor’1) icermektedir.

3. Dogu Avrupa (C): Kuzey Akdeniz ve Dogu Avrupa irklarii (Avusturya ve
Yugoslavya’dan A. m. carnica ve Italyan 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 (O): Dogu Akdeniz ve iran’da dagilim gosteren 1rklar1 (Kafkaslardan ve
Karadeniz bolgesinin dogusundan A. m. caucasica, Tiirkiye’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) igermektedir.
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Yapilan ilk c¢alismalarda morfometrik karakterlere dayanarak Apis mellifera’nin

tanimlanmisg 27 alt tiirii, son olarak ise bugiine kadar tanimlanan 29 Apis mellifera irk1 (alt tiirii)

bulunmaktadir (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2. Cografi yayilim gosteren bal arisi alttiirleri (Ruttner, 1992)

Irklarin Adapte Oldugu Bolgeler

Irklarin isimleri

Ortadogu (Kuzeydogu Akdeniz): O

. mellifera adamii (Ruttner, 1975)

. mellifera pomonella (Meixner, 2003)

. mellifera cypria (Pollman, 1879)

. mellifera syriaca (Buttel-Reepen, 1907)

. mellifera meda (Skorikov, 1929)

. mellifera caucasica (Gorbachev,1916a)

. mellifera armeniacaca (Skorikov, 1929)

. mellifera anatoliaca (Maa, 1953)

Afrika (Tropical): A

. mellifera lamarkii (Cockerell, 1906b)

. mellifera yemenitica (Ruttner, 1975)

. mellifera litorea (Smith, 1961)

. mellifera adonsonii (Latreille, 1804)

. mellifera scutellata (Lepeletier, 1835)

. mellifera monticola (Smith, 1961)

. mellifera capensis (Escholtz, 1821)

. mellifera unicolor (Latreille, 1804)

Avrupa (Orta ve Dogu): C

. mellifera macedonica (Ruttner, 1988)

. mellifera ligustica (Spinola, 1806)

. mellifera carnica (Pollman, 1879)

. mellifera cecropia (Kieseweiter, 1860)

. mellifera sicula (Montagana, 1911)

. mellifera ruttneri (Sheppard ve vd., 1997)

Avrupa (Bati ve Kuzey)
Afrika (Kuzey): M

. mellifera mellifera (Linneaus, 1758)

. mellifera iberica (Goetze, 1964)

. mellifera major (Ruttner, 1978)

. mellifera sahariensis (Baldensperger, 1924)

- P - Rb- bbb R bbb b I D P A AP P A

. mellifera intermisa (Buttel-Reepen, 1906)
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Standart olarak morfometrik karakterler ele alinarak bal arist soylarmin veya alt
tirlerinin ayrimi ile ilgili yapilan calismalara ek olarak mitokondriyel DNA (mtDNA)
markerleri (Smith, 1991; Garnery vd., 1992; Arias ve Sheppard, 1996; Palmer vd., 2000; Franck
vd., 2000a; 2001, Kandemir vd., 2006) ve tek niikleotid polimorfizmleri (SNPs) (Whitfield vd.,
2006) kullanilarak yapilan c¢aligmalarda, Ruttner (1988a) ve Kauhausen-Keller vd. (1997)
tarafindan morfometrik verilere dayanarak yaptiklari ¢alismalarda bu dort soyun varligini

destekleyen galismalar ortaya koyduklarini bildirmislerdir (Sekil 1.7, Sekil 1.8).

Dogu Avrupa (C)

Bati ve Kuzey
Avrupa (M)
A. m, ligustica
A. m. camica

A. m. mellifera
A. m. iberiensis

Yakin Dogu (O)

Afrika (A)
A. m. syriaca

A. m. caucasica
A. m. anatoliaca

A. m. intermissa
A. m. scutelfata
A. m. lamarckii

Sekil 1.6. Bat1 bal arilarinin SNP belirteglerinden yararlanilarak dort genetik soya dagilimini
gosteren Neighbour-Joining agaci (Anonim, 2006; Whitfield vd., 2006)

M grup

mellifara

figusiica

Intermissa

A
(o3
PN

Sekil 1.7. Apis mellifera alt tiirlerinin evrimsel iligkisini gosteren Neighbour-Joining agaci
(Whitfield vd., 2006)
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Sekil 1.8. Apis mellifera L' nin kdkeni ve yayilimi (Gupta, 2014)
a) Morfolojik ¢calismalara gore ayrilan bal arist tiirleri (Han vd., 2012)
b) Bal aris1 alt tiirleri i¢in dne siiriilen 4 hipotez (Han vd., 2012)

Ancak yapilan ¢alismalarda, baz alt tiirlerin morfometrik karakterlere gore ayrildiklari
ve ana soylardan diger soylara kaydiklar1 bildirilmistir (Arias ve Sheppard, 1996; Franck vd.,
2000a, 2000b; 2001; Whitfield vd., 2006). Ornegin Yemen bal aris1 (A. m. yemenitica),
Kauhausen-Keller (1997) tarafindan A soyu iginde degerlendirilmis olsa da Franck vd. (2001),
tarafindan yapilan calismada Etiyopya’dan temin ettikleri Yemen bal arilarii, mtDNA ve
mikrosatelit analizleri temelinde Y soyu olarak ifade edilen besinci bir genetik soy igerisinde

degerlendirmenin daha uygun olacagini bildirmislerdir.
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1.4 Orta Dogu’da Yayilim Gosteren Bal Arisi Irklar

Orta Dogu’ daki bal arilar1 genel olarak morfolojik yapilarina gore diisiintildiiglinde
Anadolu’nun batisindaki bal aris1 populasyonlar1 (Istanbul-izmir-Bursa hattinin batis1)
morfolojik olarak Giineydogu Avrupa, Orta Akdeniz ve Kuzey Afrika arilariyla benzer oldugu
bulunmustur. Bu sonugtan hareketle Apis mellifera’ nin genetik merkezinin dogudan Anadolu
oldugu belirtilmistir (Ruttner, 1988a). Orta Dogu bal arilart genel oOzelliklerine gore
degerlendirildiginde, Orta Dogunun en kiigiik aris1 A. m. syriaca iken en biiyiik aris1 A. m.

caucasica’ dir. Gri Kafkas dag aris1 (A. m. caucasica) hari¢ tiim Orta dogu arilari sar1 bantlidir.

Giiney ar1 varyeteleri (A. m. cypria ve A. m. syriaca) kuzey ar1 varyetelerine goére daha
kiiciik ve renkleri daha saridir. Fakat A. m. adami, A. m. caucasica kadar biiyiikk ve A. m.
armeniaca kadar saridir. Yapilan ilk aragtirmalarda 7 farkli Orta Dogu 1rk1 tanimlanmustir. Daha
sonrasinda ise A. m. pomonella’ nin tanimlanmasiyla birlikte Orta Dogu grubundaki irk sayisi
8’e ¢ikmistir (Sheppard ve Meixner, 2003).

Orta Dogu’ daki bal aris1 irklar1 morfometrik karakterlerine gore karsilastirildiginda A.
m. cypria ve A. m. armeniaca’ nin A. m. anatoliaca’ ya diger ti¢ Apis mellifera irkindan daha
yakin bulunmustur. A. m. caucasica-A. m. armeniaca ve A. m. caucasica-A. m. meda gruplarinin
cografik alanlar1 digerlerinin cografik alanlarina gore birbirlerine daha yakin olmakla birlikte
bu alt tiirler morfometrik yap1 bakimindan birbirlerine ¢ok daha uzak bulunmuslardir. Zit iklim
kosullarinda morfolojik acidan benzer arilar bulunabilirken, ayni iklim kosullarinda farkl

morfolojik yapida bal arilarinin da bulunabildigi belirtilmistir (Louveaux, 1969).

Apis mellifera anatoliaca: Bu alt tiir Bat1 ve Orta Anadolu’da farkli cografik alanlarda
bulunmaktadir. A. m. anatoliaca, 4. m. ligustica’ dan daha biiyiiktiir ve birbirlerine ¢ok
benzerdirler. Bu arilar sar1 arilar olarak kabul edilirler ama turuncudan kahverengiye dogru bir
renk gegisi goriildiiginii bildirmistir (Maa, 1983). En 6nemli karakteristik 6zellikleri ise kanat
damarlar ve agilarindaki farkliliklar oldugunu bildirmislerdir (Maa, 1953; Adam, 1983).

A. m. adami: Girit arilarinin Yunanistan arilarindan ¢ok Anadolu ve Dogu Akdeniz
sahillerinin arilar1 (A. m. syriaca)’na benzer 6zellikler tasidigi bildirilmistir (Ruttner, 1980). A.
m. adami ayni gruptaki daha iri olmasi ile karakterize edilmistir (Adam, 1983). Bu tiir
morfolojik karakterleri agisindan kolaylikla tanimlanabilmesine ragmen cografik yasam alan

bakimindan dogudaki siniriin ¢izilemedigi bildirilmistir.
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A. m. cypria: Bu tir Orta Dogu grubunda yer alan ada arisidir. Dig goriiniisii olarak
ekzotik bir aridir ve bu arilar i¢in gergek bir ”Apistic beauty” terimi kullanilmistir (Pollman,
1889). A. m. cypria’ nin cografik konumu nedeniyle komsu ar1 irklari ile ortak 6zellikler
gosterdigi  belirtilmistir (Adam, 1983). Bu alt tiir ada alt tiridiir. Kibris adasinda
bulunmaktadir. A. m. cypria morfolojik olarak onunla ayni grupta yer alan A. m. anatoliaca, A.
m. syriaca ve A. m. meda’ya benzemektedir. Bu alt tiiriin rengi “parlak turuncu” rengindedir ve
oldukga farklidir.

A. m. syriaca: Iki farkli cografya arasindaki (Anadolu aris1 ve iran arisinin bulundugu)
dar bir alandadir (Ruttner, 1988a). Farkli iklimi ve cografik ozellikleri olan alanlara yayilim
gosterdigini bildirmistir (Skorikov, 1929b). Bu alt tiiriin, Gilineydogu Anadolu’da Hatay
civarinda yayilig gosterdigi bildirilmistir. A. m. syriaca i¢in Ortadogu’daki kiigiik bal aris1 alt
tirlerinden birisidir denilebilmektedir (Ruttner, 1988a).

A. m. meda: Ilk kez Liibnan’da tanimlanmistir ve Tiirkiye’nin giineydogusu, Kuzey
Irak, Iran bu alt tiiriin yayilis alanini olusturdugunu bildirmistir (Ruttner, 1988a). A. m.
meda‘nin yayilimimin genel zoocografik kurallara uymadigi, ¢cok farkli cografik 6zellikleri,
farkl1 iklimi olan alanlara yayildig1 bilinmektedir. Ornegin Giineydogu Anadolu (Van géliinden
Antakya’ya kadar)’da bulunan A. m. meda populasyonu dis goriiniis itibariyle ¢ok kii¢iik
olmalari, genis bir metatarsiye sahip olmasi ve uzun dil karakterleri bakimindan A. m cypria’

ya daha yakin ayr bir grup 6zelligi gosterdigini bildirmistir (Skorikov, 1929b).

A. m. caucasica: Tim diinyada en fazla bilinen bal aris1 tiirlerinden birisidir.
Kafkaslarda, Karadeniz’in dogusunda, Rusya ve Azerbaycan’in bir parcasinda dogal olarak
bulundugunu bildirmislerdir (Alpatov, 1948; Bilash, Makarov ve Sedich, 1976; Awetisjan,
1978). A. m. caucasica, aricilar tarafindan gri Kafkas dag aris1 olarak bilinmektedir. Ekonomik

agidan onemli bir alt tiirdiir.

Apis mellifera carnica: A. m. carnica C soyundan olup Trakya’da yayilig gosteren bir
alt tiir oldugunu bildirmistir (Kandemir vd., 2000). Karniyol bal arisinin dogal yayilis alani
Avusturya, Hirvatistan, Romanya, Macaristan, eski Yugoslavya sinirlari ve Bulgaristan

oldugunu bildirmistir (Pollman, 1879)

Ekonomik olarak diinya iizerinde degeri en yiiksek irklar olarak italyan arisi (A. m.
ligustica) ve Karniyol aris1 (A. m. carnica)’da Dogu Avrupa grubunda yer almaktadir. Bir diger

acidan A. m. carnica dogal olarak Viyana’dan Avusturya’ya, Dalmagya sahillerine, tiim

15



Yugoslavya ve Alplerin glineyine kadar yayilmistir (Ruttner, 1965). A. m. carnica, A. m.
caucasica ile birlikte degerlendirildiginde Apis mellifera irklarmin en biiyiik arilarindan biri
oldugu bilinmektedir. Morfolojik olarak bakildiginda Karniyol ar1s1 (A. m. carnica)’nin italyan
arist (A. m. ligustica)’na benzedigi ancak Italyan arisinin ona gore daha kiigiik oldugu
belirlenmistir. A. m. carnica miikemmel bir bal {ireticisi irk ve en centilmen Apis mellifera irki
olarak bilinmektedir (Pollmann, 1889). A. m. caucasica’ da oldugu gibi A. m. carnica’ nin da
farkli cografik bolgelere gore varyeteler olusturdugunu bildirmistir (Adam, 1983). A. m.
macedonica’ nin diger Avrupa irklarina gore daha ince ve uzun bir yapida oldugu ve oldukga
koyu renge sahip oldugu bildirilmektdir. A. m. macedonica siki bir ki populasyonu olusturur.
A. m. macedonica i¢in ¢cam iizerinde yasayan biyolojik bir bocek olan “Marchalina Helenica’nin

yapmis oldugu biyolojik salginin en énemli bal kaynagi oldugunu bildirmistir (Adam, 1954).
1.5 Morfolojik Yontemlere Gore Bal Arilarimin Karakterizasyonu

Buttel-Reepen (1906) tarafindan yapilan ti¢lii siniflandirmadan sonra arastirmacilar, bal
arisinda; viicut olgtileri, kiibital indeks, renk gibi morfolojik karakterler ve bunlarin dlgtimleri
ile Avrupa’daki ar1 irklarin1 tanimlamiglardir (Ruttner vd., 1978). Farkli bolgelerde dagilim
gosteren bal arilarinin hastaliklara direng, boy, renk, kanat, kanat damarlanmasi, ogul egilimi,
savuma gibi davranigsal 6zellikler, morfolojik ve fizyolojik 6zellikler bakimindan farkliliklar

gosterebilecegi bilinmektedir (Smith, 2002).

Morfoloji, bir canlinin genel viicut yapisimin verilerle ve sifatlandirilarak
tanimlanmasidir.  (Alpatov, 1929). Morfometride amag; Ol¢lim yapilan viicut/viicut
organlarinda bi¢imsel benzerlikleri 6lgmek ve matematiksel modeller yardimi ile sayisal hale
dontistirmek oldugunu bildirmislerdir (Sokal ve Rohlf, 1973). Morfoloji, Ricklefs & Miles
(1994)’a gore fenotipteki ekolojik degisimleri ortaya koymakta, organizma ile ¢evresi
arasindaki iliski hakkinda bizlere bilgi vermektedir. Bal arilarinda (Apis mellifera L.) ilk
morfolojik ¢alismayr renk farkliliina dayanarak Aristotle ve Columella’nin yaptiklar

bidirilmistir.

Morfometrik tekniklerin daha ucuz olmasi ve kolay yapilabilmesi bu tekniklerin
kullanimini1 daha avantajli hale getirmistir (Sheppard ve Smith, 2000). Gen ekspresyonlarinin
onemli derecede cevresel kosullarin etkisi altinda olmasi morfometrik karakterlere iliskin
filogenetik aragtirmalar i¢in bir dezavantajdir. Bu amaca dayanilarak giivenilir sonuglar

vermedigi diigtiniilmektedir.
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Yiikseklere ¢ikildik¢a kanat, bacak ve dil uzunlugu kisalir (Rench kural); soguk iklim
populasyonlarinda kil uzunlugu daha fazladir (Allen kural1). Bu nedenle farkli lokasyonlarda
cografik konumlar1 ve iklim yapilar1 benzer olan ayni morfolojik yapidaki bal arilarina

rastlamak miimkiindiir (Alpatov, 1929; Ruttner 1988a, 1988b; Daly vd., 1991, 1995).

Verimle ve morfolojik karakterler ile ilgili o6zellikler arasinda dogrusal bir iliski
oldugunun belirlenmesi ise 1rk tanimlamalarinda morfometrik ¢aligmalari hala dnemli kilan bir
unsur olmustur (Ruttner 1988a; Karacaoglu ve Firath, 1998; Giiler ve Kaftanoglu, 1999c).
Karacaoglu ve Firath (1998) tarafindan, kanat uzunlugu ve bal veriminin bir iligkisi oldugu
bildirilmektedir. Giiler vd. (1999c) ise, fizyolojik karakterler ve viicut biyilkliigi gibi
morfolojik karakterler arasinda dogrusal bir iliski oldugunu bildirmislerdir.

Geometrik morfometrik yontem, bir tiir, alt tiir veya irkin karakter ya da karakterlerinin
tamaminin ayni anda kartezyen koordinatlari alinarak analitik boyutta incelenmesi yontemidir
(Adams vd., 2004). Klasik morfometrik teknik, ayn1 bolgeden tekrarli 6lgiiler alarak tekrarlama
sonucu olusan tarafli/6n yargili yaklagim (bias) gibi ve dl¢limlerden kaynaklanan varyasyonun
artmasi nedeniyle olusan sorunlarin asilmasinda genel kabul goren bir ¢6ziim bulunmamasi
nedeniyle elestirilmistir (Mayr ve Ashlock, 1991; Zelditch vd., 2004). Morfolojik ¢alismalarda
pek cok arastirici bazi karakterlerin (6zelikle ii¢ boyutlu organlarin) 6l¢iim zorlugunu
belirtmislerdir. Bu zorlugun olgiilen karakterlerdeki varyasyonu arttirmasi nedeniyle soz

konusu karakterlerin hepsini kullanmamislardir.

Morfometrik 6lgiimler igin gelistirilen ve sayilar1 devamli artan 42 karakter tizerinde
caligmalar yapilmaktadir (Cizelge 1.3). Morfolojik yapinin incelenmesi sayesinde ar1 irk ve
tiplerinin karakterizasyonu, tanimlanmasi, bunlarin saflagtirilmasi ve safliklarin kontrol

edilmesi miimkiindiir (Gtiler, 1995).
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Cizelge 1.3. Bal arilarinda morfolojik 6l¢timlerde kullanilan karakterler (Ruttner, 1987)

Karakter Tiiri Karakterler

Tergit iizerindeki killar

Kil Tergit iizerindeki tomentumun genisligi

Tomentumun posterior ¢izgisinin genisligi

Proboscis uzunlugu

Biiyiikliik Femur uzunlugu

Tibia uzunlugu

Metatarsus uzunlugu ve genisligi

Tergit uzunlugu

Siternit uzunlugu

Siternit mum ayarlarinin uzunlugu ve genisligi

Siternit mum ayarlar arasindaki uzaklik

Siternit uzunlugu ve genisligi

On kanat uzunlugu ve genisligi
Kiibital A
On Kanat Kiibital B

On kanatta 11 ac1: A4, B4, D7, E9, G18, 110, 116,
K19, L13, N23, 026

Renk Tergit tizerindeki renklenme

Scutellumda reklenme

Ilerleyen siireglerde yapilan calismalarda bal arilardaki fenotipik varyasyonun ortaya
koyulmasi igin tiim karakterlerin olgiilmesine gerek olmadigi anlasilmistir. Arilarda irk
tanimlamasinin  6n kanat hiicrelerindeki 13 a¢1 ve kanat boylarinin Olclilmesi ile
yapilabilecegini DuPraw (1965) bildirmistir. Cornuet ve Fresnaye (1989)’da Avrupa alt
tirlerinin, metatarsal indeks, tergit rengine ve kubital indeksine bakilarak tanimlanabilecegini
ve bu amag i¢in 4 yada 5 karakterin yeterli oldugunu belirtmislerdir. Daly (1985), Afrika arilar
icin 19 karakter kullanmistir. Afrika arilarinda yaptiklari ¢alismalarda elde edilen morfometrik
verilere istatistiksel analizlerin uygulanabilmesi i¢in 10 karakterin incelenmesinin yeterli
olabilecegini Ruttner vd. (1978) belirtmislerdir. Tiirkiye bal arilarinda morfometrik
karakterizasyonda Darendelioglu ve Kence (1992) 23 adet, Kandemir vd. (1995) 12 adet, Giiler
ve Kaftanoglu (1999a) 21 adet, Giiler ve Kaftanoglu (1999b) 20 adet ve Giiler, (2002) 19 adet

morfometrik karakter kullanmistir (Cizelge 1.4).
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Cizelge 1.4. Orta Dogu bolgesinin ar1 irklarina yonelik verilen bazi morfometrik veriler
(Sheppard ve Meixner, 2003)

Apis melliferarklar1 ~ Kiibital  Dil uzunlugu  On kanat

indeks uzunlugu

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 6.17 8.48

Bu karakterlerin arasindaki iliskiye bagli olarak alt tiirler arasindaki dagilimin ortaya
ciktig1 bilinmektedir. Morfometrik karakterler arasindaki iligskiye (korelasyona) bagli olarak
bireylerin gruplara dagilimi anlasilir. Bu karakterlerin 6lgiilmesi sonucu elde edilen sonuglara
diger bal arilarina iligskin sonuglar da temel alinarak diskriminant fonksiyon analizleri uygulanir
ve giiniimiize kadar da 29 ar1 irkinin tanimlanmasinda ve siniflandirilmasinda bu sekilde yapilan

morfometrik ¢calismalar yol gosterici olmustur.
1.6 Molekiiler Yontemlere Gore Bal Arilarinin Karakterizasyonu

Bireyler arasinda var olan genetik benzerlik ve farkliliklarin tespit edilmesi amaciyla
yapilan ¢aligmalarda morfolojik, fizyolojik ve genotipik farkliliklar dikkate alinmaktadir. Ele
alinan hemen her populasyonda bireyler arasindaki bu farkliliklarin géze ¢arptigi bilinmektedir

ve bu sekilde dogada birbirinin ayn1 olan bireyler elde etmek imkansizdir.

Populasyonlar arasindaki bu benzerliklerin ve farkliliklarin DNA molekiilii diizeyinde
belirlenmesi amaciyla ¢esitli yontemler gelistirilmis ve bazi1 yontemlerden faydalanilmistir.
DNA-DNA hibridizasyonu ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) bu amagla gelistirilen

yontemler arasindadir.
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Bunlarin disinda Rasgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD), Cogaltilmis Parga
Uzunluk Polimorfizmi (AFLP), Tek Niikleotid Polimorfizmleri (SNPs), Restriksiyon Parga
Uzunluk Polimorfizmi (RFLP), Basit Dizilim Tekrarlar1 (SSR), Ardisik Basit Tekrarlar (STR),
mikrosatellitler ve DNA dizi analizi (DNA sequencing) gibi farkli yontemlerin yer aldigi
bilinmektedir (Ozdil, 2007).

1.6.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Rekombinant DNA teknolojisinin gelismesiyle birlikte onu takip yillarda yapilan
arastirmalarda bir devrim yaratarak, biyoteknoloji sektoriinde patlamaya neden olmustur. Daha
sonra PCR adi verilen bu teknik gelistirilmis ve biyolojik arastirmalarda hizli bir sekilde

kullanilmaya baslanmuistir.

Bu yontem, DNA molekiil toplulugunun, hedef DNA dizisinin direk olarak
¢ogaltilmasina dayanmaktadir ve bu yontemin kullanilabilmesi i¢in, ¢ok az miktarlarda da
DNA vyeterlidir. PCR ile belirli bir bolgeyi cogaltmak i¢in, hedef DNA’nin niikleotid dizisinin
bilinmesi gerekir. Ciinkii bu bilgiden yararlanilarak tek zincir haline getirilen DNA’ya
baglanacak olan iki oligoniikleotid primerlerin sentezi i¢in kullanilir. Cogaltilacak tek zincirli
DNA molekiiliindeki tamamlayici dizilerle bu primerler hibridize olur. Isiya dayanikli Taq
DNA polimeraz enzimi sayesinde ise ¢alisilan DNA’daki hedef bolgenin sentezlenmesinin
saglandig1 bilinmektedir (Avise, 2004).

Farkli basamaklardan olusan PCR reaksiyonunda;

e Kalip DNA ¢ift zincirinin yiiksek sicaklikta birbirinden ayrilmasi (denatiirasyon),
e Primerlerin komplementer dizilere baglanmasi (baglanma)

e Polimeraz enzim aktivasyonu ile zincirin uzamasi (Uzama)

seklinde meydana gelen olaylarin tiimiine “dongii (cycle)” adi verilmektedir. Bu dongii
30-40 kez tekrarlanarak istenilen DNA bdlgesi ¢ogaltilmig olmaktadir. Her dongii bitiminde
DNA molekiilii, iki katina ¢ikarilarak {iissel bir artigla hedeflenen DNA pargacigi
cogaltilmaktadir (Sekil 1.9).
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Polimeraz Zincir Reaksiyonlar1 (PCR) reaksiyonlari “thermalcycler” adi verilen
cihazlarda, otomatik olarak gerceklesmektedir. Bu programlarda dongii sayis1 ve sicakliklar

belirlenen programlarla cihaz ¢alistirilmadan 6nce cihaza girilir.

o y 1 dongiiniin 3 asamasi
"fh-ﬂbﬁ“'dﬁ'ﬂ‘ﬂh ' 0('50-40 dﬁngsii) ’

Denatiirasyon
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Primer uzamasi

Sekil 1.9. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) dongiisii
1.6.2 Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

PCR yonteminin gelismesi ile birlikte, mtDNA molekiiliniin hedef kisminin PCR ile
cogaltilmigs RFLP analizi, populasyon genetigi calismalarinda da basvurulan bir yontem

olmustur.

Bu yontemde ise standart olarak PCR islemiyle iizerinde ¢alisilan lokus gogaltilmakta,
uygun enzimler (restriksiyon endoniikleaz) kullanilarak kesilmekte ve bu sayede restriksiyon
par¢a uzunluk polimorfizmi (RFLP) elde edilmektedir. Kesim sonucunda olusan pargacik
modellerine gore kesim noktasinin varligi yada yokluguna gore bireyler arasindaki benzerlik
ve farkliliklar tespit edilebilmektedir. RFLP ile bireyler arasinda ortaya ¢ikan polimorfizm,
enzimlerin tamima bdlgesinde bir niikleotidin eksilmesi, niikleotidin eklenmesi yada bir
niikleotidin degigsmesi seklinde ortaya ¢ikabilmekte ve nokta mutasyonlarindan kaynaklandigi
bilinmektedir. Tanima bolgesi arasinda meydana gelen parca ilavesi veya parc¢a ¢ikmasiyla
olusan uzunluk farkliliklar1 da yine RFLP olarak tanimlanmaktadir. Bu yontemde rutin olarak
yapilan PCR reaksiyonunda oldugu gibi uzun oligoniikleotid primerler kullanildigi igin
giivenilir bir cogaltim yapilabildigini bildirmislerdir (Botstein, vd., 1980; Hall, 1998; Ozdil,
2007).
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RFLP yonteminde, kullanilan restiriksiyon enzimleri bakteriyel kokenlidir ve cift

sarmal DNA molekiiliinii 4-8 baz ¢iftlik DNA siralarindan taniyarak bu bolgelerden 6zgiin

sekilde kesim yapan enzimlerdir. Kesim sonucunda bazi enzimlerin DNA’y1 kestiklerin de

yapiskan uglu tek iplik¢ikli serbest uglar olusturdugu; bazilarinin ise kiit uclu ¢ift iplikgikli

uclar olusturdugu bilinmektedir (Cizelge 1.5) (Sekil 1.10). Bdylece her bir restriksiyon

endoniikleaz enziminin kendine 06zgiin niikleotid dizilerini igeren DNA parcaciklar

olusmaktadir. Restriksiyon enzimlerinden yararlanilarak evrim ve populasyon genetigi

calismalarinda ¢ok onemli genetik farkliliklar tespit edilmistir. Hem c¢ekirdek ve hem de

mitokondriyel genomda RFLP teknigi olduk¢a faydali bilgiler ortaya koydugu goriilmektedir

(Griffiths vd., 1996).

Cizelge 1.5. Restriksiyon enzimleri ile elde edilen yapiskan ve kiit uglu DNA parcaciklar

Enzim Tanima bolgesi Kesim sonrasinda elde DNA parcalar:
Hinfl 5’... GJANTC...3’ 5°...G ANTC...3>  Yapiskan uglar
3’..CTNA1G...5’ 3’..CTNA G..5
Dral 5°..TTT|AAA..3° 5. TTT AAA..3’ Kiituglar
3LLAAATTT..S 3"...AAA TITT..5’
ACATGATTCATATTT
TGTACTAAGTATAAA
Apis mellifera
26 bcT 20bcf  240bg t s anatofieca
HinfT  Hinfl HinfI
26 hCl 2005 ‘ 292 lic Apis mellifera
' figustica
ACATGATTRATATIT
TGTACTAARTATAAA
A.m. A.m.
anatoliaca ligustica
el =l
Hinf I res._triksi_yon enziminin
tanima bélgesi 292660 ST
+ 220bgl | g
....... GANTC.... ‘W
....... CTNAG.. -
20 b == 2086

Sekil 1.10. PCR-RFLP ile genetik farklilik ve benzerliklerin belirlenmesi (Ozdil, 2007)
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1.7 Mitokodri ve Mitokondriyel DNA (mtDNA) Molekiilii

Mitokondri, organizma icin gereken reaksiyonlarda enerjinin temin edildigi tim
okaryotik canlilarda bulunan organellerinden birisidir. Iki hiicre membranima sahip, kendine
0zgii DNA molekiilii (mtDNA) olan ve ribozomlar1 olan, ¢esitli enzimleri sentezleyebilen,
adenozin trifosfat (ATP) formunda enerji sentezini gergeklestiren bir organeldir (Rokas vd.,
2003). Bir hiicredeki mitokondrinin sayisi, hiicrenin tipine, fonksiyonuna ve enerji ihtiyacina

gore birkag¢ adet veya binlerce adet olabildigi bilinmektedir (Sekil 1.11).

Yiiksek enerji ihtiyaci olan doku hiicrelerinde (karaciger ve kas gibi) mitokondri sayisi
olduk¢a yiiksektir. Mitokondrinin esas gorevine deginecek olursak, hiicrede oksidatif
fosforilasyon olaymin gerceklestirilmesini saglar. Oksidatif fosforilasyonun merkezi oldugu
Eugene Kennedy ve Albert Lehinger (1949), tarafindan ortaya konulmustur Oksidatif
fosforilasyon, oksidatif yikim {iriinlerinden alinan elektronlarin oksijene aktarilirken agiga
¢ikan enerji ile ADP’den adenosin trifosfat (ATP) sentezlenmesi olayidir (Nelson ve Cox,
2005).

Sekil 1.11. Mitokondrinin yapis1

Eseyli cogalma gosteren tiirlerde mtDNA molekiiliiniin ¢ogunlukla daire seklinde
oldugu ve anaya ait (maternal) kalitim gosterdigi bilinmektedir. mtDNA’ nin sekansinin
1981°de tamamlandigi ve 16.569 baz ciftinden olusan ¢ift-sarmalli molekiil oldugu
bildirilmistir (Anderson, Bankier ve Barrell, 1981). Mitokondriler birgok mtDNA kopyasina
sahiptir ve bir hiicrede ylizlerce mtDNA kopyasi vardir. Buna poliplasmi denilmektedir.
MtDNA, yapisindaki replikasyon, transkripsiyon, translasyon ve olaylarinin niikleer genlere

bagimli oldugunu bildirmislerdir (Taanman, 1999; Leonard ve Schapira, 2000).
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Insan, hayvan ve béceklerin mtDNA’s1 halkasal molekiildiir ve yaklasik olarak 16.000-
17.000 bp uzunlugundadir. Bu tiirlerde mtDNA’nin 13 protein kodlayan gen bolgesi, 22 adet
tRNA geni ve 2 adet ribozomal DNA (16S ve 12S) geni ve yalnizca replikasyon orjini i¢ceren
protein kodlamayan bazi gen bélgelerinden olustugu bilinmektedir (Anderson vd., 1982) (Sekil
2.12).

Mammalian miDNA

Sekil 1.12. Mitokondriyel DNA' nin yapisi

mtDNA’nin kopya sayisinin ¢cok yiiksek olmasi onun en 6nemli 6zelliklerinden birisidir.
Ciinkii her mitokondri hiicre cekirdeginden farkli olarak birka¢ kopya mtDNA igerir. Bu
nedenle molekiiler genetik caligmalarinda hayvansal dokulardan yeterince mtDNA izole
etmenin 6nemli oldugunu bildirmislerdir (Rokas, Ladoukakis, Zouros ve Antonis, 2003).
Ayrica bilimsel ¢aligmalarda mtDNA’nin tercih edilmesinin bir diger sebebi de boyutunun

kiiciik olmasi oldugunu bildirmistir (Smith, 1991).

mtDNA’nin bir diger 6nemli 6zelligi, lizerinde bulunan bir bolgenin evrimlesme hizidir
ve farkli gen bolgelerinin evrimlesme hizlari farklidir. Bu nedenle filogenetik ¢alismalarda
tiirlerin birbiriyle olan iliskisini incelemede sik kullanilan genetik bir aragtir. Ornegin
omurgasiz hayvanlarin A+T niikleotitleri bakimindan zengin, protein kodlamayan gen bolgeleri
¢ok hizli evrimlesirken COI, COII ve rRNA gen bolgeleri ¢ok yavas evrimlesir. mtDNA
tizerinde hizli evrimlesen gen bolgeleri (COI-COII: protein kodlamayan gen bolgesi) ancak
evrimlesmenin baglangicindaki tiirleri birbirinden ayirmakta faydaliyken, yavas evrimlesen gen
bolgelerin tiirlerin ¢ok eskiye dayanan gec¢misinin arastirtlmasi i¢in faydali oldugu

bilinmektedir (Smith vd., 1991).
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Genelde taksonomik smiflandirmasi ayni olan canlilarda protein kodlayan genlerin

genom lzerindeki yerlerinin bazi tiirler arasinda degistigi ve bazi tiirlerde ise ayni oldugu

bildirilmektedir (Moritz, Hawkins, Crozier ve Mackinley, 1986; Crozier vd., 1991, 1992, 1993).
1.7.1 Bal Aris1i mtDNA’s1

Apis mellifera tiirlerinin, Drosophila yakuba’dan sonra mtDNA materyali hakkinda en
fazla arastirma yapilan bocek grubu oldugu bilinmektedir. Bu sayede protein elektroforezi
araciligr ile alloenzim polimorfizmi ¢alisilan ilk organizmalar arasinda yer aldig

bildirilmektedir (Mestriner, 1969; Mestriner ve Contel, 1972).

Apis mellifera tiirlerinin mtDNA genomunda, replikasyon orijinin, protein kodlanmayan
bolgenin COI-COIl gen bolgesinde oldugu bildirilmistir (Crozier ve Crozier, 1993).
Replikasyon orijini diger omurgali mtDNA’larinda sadece agir zincirinde yer alirken, Apis
mellifera ve Drosophila yakuba nin her iki zincirinde bulundugu bilinmektedir (Brown, 1985;
Wolstenholme vd., 1987). Farkli tiirlerin mtDNA” lar1 ile Apis mellifera mtDNA’sinin protein

kodlayan genleri ve diizeni bakimindan ¢ok az farkliliklart vardir (Cizelge 1.6).

Cizelge 1.6. Insan, maya, misir, Drosophila yakuba ve bal aris1 mtDNA ’larinin tasidig genler

Gen Uriinleri insan Maya Msir Drosophila Bal Aris

IrDNA + + + + +

SrDNA + + + + +

5SrIDNA - - + - -

tRNA 22 25 ? 22 22
Replikasyon orijini (D-loop, SL) 2 7 ? + +
Sitokromoksidaz (COI, COll, COllIl) + + + + +
Apositokrom-b (Cyt-b) + + + + +
NADH-dehidrogenaz 6 alt birim) + ? ? + +
ATP sentetaz (6, 8ve 9) +* + + +* +*

+:var, -:yok, *: altbirim 9 yok. Ayrica mayalarda bazi RNAase genleri var (Topaktas 2004)

Apis mellifera mtDNA’simin yaklasik olarak 16.000-17.000 bp uzunlugunda halkasal
bir molekiil oldugu ve tiim mitokondriyel genomun dizilendigi ilk Hymenoptera alt tliriiniin

Apis mellifera ligustica oldugu bildirilmistir (Crozier, 1993) (Sekil 1. 13).
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Sekil 1.13. Bal arist mtDNA" s1

COl, COll ve COIIlI sitokrom C oksidaz 1, 2, 3 genlerini ve Cyt B sitokrom B genini, ND1-6 ve ND4L, NADH
dehidrogenaz genlerinin 1-6 alt iinitelerini géstermektedir. A+T olarak gosterilen bolge replikasyon orijinini
iceren zengin bolgeyi géstermektedir ve oklar kodlayan bolgelerin transkripsiyon yoniinii ifade etmektedir
(Crozier ve Crozier 1993)

Birgok tlirde de oldugu gibi bal arilar1 da mitokondriyel genom iizerinde 37 gen igerdigi

bildirilmistir (Sekil 1.13) (Moritz, 1986; Cornuet and Garnery, 1991; Moritz, 1994). Bu genleri

siralayacak olursak;

2 adet ribozomal RNA geni

Ribozomun biiyiik alt birimi (IrRNA), Ribozomun kiigiik alt birimi (srRNA)
22 adet transfer RNA geni

tRNA molekiilii olarak;

tRNACU tRNAS tRNAMet tRNACM tRNAAR tRNA'e tRNASYS tRNAT  tRNATP,
tRNAL tRNAAP tRNADYS tRNASY tRNAAY tRNAAT tRNAPE tRNAHS tRNAT,
tRNAP™®, tRNAS® tRNAM ve tRNAV? seklindedir.

Aminoasit birimi olarak;

Histidin (His, H)Glutamik asit (Glu, E), Serin (Ser, S), Metiyonin (Met, M), Glutamin
(Gln, Q), Alanin (Ala, A), 1zoldsin (Ile, 1), Sistein (Cys, C), Tirozin (Tyr, Y), Triptofan
(Trp, W), Losin (Leu, L), Aspartik asit (Asp, D), Lizin (Lys, K), Glisin (Gly, G), Arjinin
(Arg, R), Asparagin (Asn, N), Fenilalanin (Phe, F), Treonin (Thr, T), Prolin (Pro, P),
Serin (Ser, S), Losin (Leu, L) ve Valin (Val, V)
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1. Solunum zincirinde yer almakta olan ve yapisal proteinleri belirleyen 13 gen;
e 1 adet sitokrom b (cyt b) geni,
e 3 adet sitokrom C oksidaz (COl, COll, COlll) alt birimlerini kodlayan genler,
e 2 adet ATP sentaz (ATPaz 6 ve ATPaz8) geni ve
e 7 adet NADH (Nikotinamid adenin diniikleotid) dehidrogenaz alt birimlerini (ND1,

ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 ve ND6) seklinde belirleyen genler oldugu
bildirilmektedir.

 OKE | [ Goom
(ND1) o
. w— VY
1 kb f———
Ir RN A ——C— . ot
2kb —— i
kb —l— SrENA — B3pn
A+ T
akb —|— ¢ ) _
P
5kb —— (ND2) et
Rbal imltl
—_ lisl_lll
6kb —— [ Soml
Ccol e T— |— P
? kb _— _l I?'f,l ) Blanc
—l EcnBY _
Skb —1 COl11 D — fen Mkl
kb —— ATPase 6 &8
COI11
IOk —3— Al
(ND3y
11 kb —— =
NDS5 . i
‘2 kb -1 ( ) pr— 18incl
13 kb —— Eult
(ND4) ———————— ™ — s
T — mdel
(4 kb —— ctat
{NDJAL)} -
15kb —1— (NI>4)
16kb —— CytB ————————— cu et
Sl

Sekil 1.14. Apis mellifera L. mtDNA genomunun kesim haritasi (Smith, 1991)

Soldan saga; kb (1 kb =1000 niikleotid), tRNA genlerin konumu ('Y, W, L, D ve K sirast ile tirozin, triptofan, lésin,
aspartat ve lizin) gen haritasi ve enzim kesim noktalari sekilde bildirilmektedir (Cornuet ve Garnery 1991).
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MtDNA’nin genom haritasina gore alt tiirlerin arasindaki iligki degerlendirildiginde
(UPGMA (Unweigted pair group analyse) ii¢ ana mtDNA haplotip grubunun belirlendigi
bildirilmistir (Smith, 1991). Bu gruplar; Dogu Akdeniz grubu (C) (A. m. ligustica, A. m.
carnica, A. m. caucasiaca ve A. m. lamarckii), Afrika grubu (A) (A. m. intermissa, A. m.
scutellata, A. m. capensis ve bazi A. m. iberica irklari ile A. m. unicolor) ve Bat1 Avrupa grubu

(M) (A. m. mellifera ve baz1 A. m. iberica irklar) dur.

RFLP yontemi esas alinarak yapilan ¢alismalarin ortak sonucunda incelenen bal arisi
populasyonlarinda yalnizca birkag enzime iliskin kesimlerin (Cytb/Bglll, IrRNA/EcoRlI,
COl/Hincll, Xbal) varligina ya da yokluguna goére populasyonlarin bu mtDNA haplotip
gruplarindan hangisine ait oldugunu tanimlamanin miimkiin olabilecegi bildirilmistir. Bu
sayede incelenen mtDNA bolgesinde kesim enzimlerinin olusturdugu bant profilleri dikkate
aliarak orneklerin Afrika orijinli mi, bati Avrupa orijinli mi yoksa dogu Avrupa orijinli mi
oldugunun kolayca belirlendigini bildirmislerdir (Hall ve Smith, 1991; Garnery vd., 1993;
Nielsen vd., 2000, Moritz vd., 1986; Sheppard ve Berlocher, 1984a; Sheppard vd.,
19914,1991b;1997).

Daha sonraki yillarda mtDNA’nin tamaminin degil de yalnizca belirli bir gen bolgesinin
restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesimi sonucu olusan farkli bant profillerinin
karsilastirilmasina dayanan arastirmalar yapildigi bilinmektedir (Moritz vd., 1986, Cornuet ve
Garnery, 1991; Garnery vd., 1991, 1992, 1993, Arias ve Sheppard, 1996). Bunun yani sira
mtDNA’nin bazi gen bdlgelerinin (ND2, COI-COIIl) niikleotit dizi analizi yapilarakta,
mikrosatellit bolgeleri incelenerekte (Garnery vd., 1992; Estoup vd., 1995a, 1995b, 1995c;
Frank vd., 1998) bal arilarinin genetik varyasyonunun arastirildigi ve bu varyasyonlardan
bulunan farkliliklardan da bal arilarinin evrimsel tarihi ile ilgili yorumlar yapildig:

bilinmektedir.

Yapilan aragtirmaya gore A. mellifera, A. cerana, A. florea, A. dorsata ve Bombus
leucorum’un tRNA'®-COII gen bolgesinin niikleotit dizisi karsilastirildiginda A. mellifera ve
A. cerana, 3’-COI, tRNA'"™ gen bolgelerine homolog ekstra bir bolge ile diger bal arist
tiirlerinden ayrildig1 bildirilmis ve bu arastirmada COI ve tRNA'® gen bolgesinin duplikasyonu
A. mellifera ve A. cerana tiirlerinin ortak &zelligi olarak belirlendigi bildirilmektedir (Smith,
1991). Bu bakimindan 4 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 vd., 1991). Ayrica Dogu Akdeniz (Dogu Avrupa) grubundaki Apis mellifera alt
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tirlerinin ve Apis cerana’ nin COI-COII gen bélgesi diger gruplardan daha kisa bulundugu
(Smith, 1991) ve mtDNA varyasyonuna gore belirlenen bu arastirma sonuglarinda Ruttner
(1988a)’n  Apis mellifera’nin kokeni ve yayilmasina iliskin hipotezinin desteklendigi
bildirilmistir (Cizelge 1.7).

Cizelge 1.7. Apis mellifera irklarina ait mtDNA biiyiikliikleri (Smith, 1991)

Apis mellifera tiir ve Uzunluk siifi  Bcl kesimi sonucu
irklar tRNA'"®" -COl|I

A.cerana

A. mellifera 1.05 kb

ligustica

carnica

caucasica

lamarcii

intermissa 1.14 kb

scutellata

unicolor

mellifera

intermissa 1.32 kb

scutellata

mellifera

X
~

scutellata 1.56 kb

X
a

mellifera
scutellata XL 1.86 kb

MIDNA bal arilarin genetik ¢alismasinda iki nedenden dolay1 ¢ok dnemlidir;

v Kolonideki tiim bireylerin ana arinin délleri oldugu, ayni mtDNA’lar tasidigi ve
koloninin analizlerde bir birey olarak ele alindig: bildirilmektedir (Garnery, Cornuet ve
Solignac, 1992).

v" Generasyonlar boyunca mtDNA molekiiliiniin biiyiik 6l¢iide korunarak doélden dole
aktarildig1 i¢in evrim siirecinde de anaya ait kalittim modellerinin belirlenmesinde ve

takip edilmesinde énemli rol oynadig: bildirilmektedir (Ozdil, 2007).
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1.7.2 Bal Arilarinda Cahsilan Mitokondriyel Lokuslar

RFLP markerleri kullanilarak bal arilarinda yapilan ¢alismalarda, mitokondriyel DNA
(mtDNA) ve niiklear (¢ekirdek) DNA (nDNA) bélgelerinde hem uzunluk ve hem de farkh
restriksiyon enzimlerin kesim noktalariin var olup olmamasina dayanan cesitli farkliliklar
tizerinde duruldugu bildirilmistir. Tiim bat1 bal aris1 tiirlerinde (Apis mellifera L’ nin de i¢inde
yer aldigl) mitokondriyel genomda yapilan genetik ¢alismalarin ilk kez Smith ve Brown
tarafindan 1990 yilinda baslatildigi bilinmektedir. Bu ¢alismada restriksiyon enziminin
kesimlerinden faydalanilarak degisen farkli uzunluklarin var oldugu ve sonrasinda Cornuet ve
Garnery (1991)’nin tespit edilmis bu uzunluk farkliliklarina kabul edilebilir agiklamalar
getirdigi bilinmektedir.

Bal arisinin populasyon genetik ¢alismalarinda mitokondriyel genom etkili olmustur.
Bal arilarmin mitokondriyel genomunda yapilan ¢alismalarda 6zellikle uzunluk ve dizi
varyasyonlari, evrimsel soylart ve alt tir gruplarmi ayirt etmede yararli oldugunu
bildirmislerdir (Hall ve Smith, 1991; Garnery vd., 1992, 1993; Franck vd., 2000; Palmer vd.,
2000).

Bal arilarinda genetik yapinin belirlenmesi iizerinde ¢ok sayida literatiirde calisma
bulunmaktadir. COI, ND5, COI-COII arasi intergenik bolge, cyt-b geni olmakla beraber baska
calisilan gen bolgeleri de vardir. Bu tez ¢alismasinda arastirilan lokuslar Sitokrom C oksidaz I

(COQI) geni ve NADH dehidrogenaz 5 (ND5) genidir.

1.7.2.1 Sitokrom C Oksidaz | Geni (COIl)

Yunanistan’ dan ve Giiney Kibris’in farkli yorelerinden alinan 72 kolonide farkli gen
(16S rDNA, COI ve ND5) enzim kombinasyonlari ile varyasyonun arastirildigi bir ¢alismada
Bouga vd (2005), COI lokusunda Ncol, Sau3Al, Fokl, Bcll, Sspl, Styl, BstUl ve Xhol
restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile bolgeler arasinda elde edilen kesim modelleri temelinde
farkliliklarin bulundugunu bildirmislerdir. Yunanistan ve Kibris’a 6zgii bal aris1 6rneklerinde
COl geni-Ncol enzimi ile kesim sonucu, incelenen populasyonlarda 595 ve 433 b¢ uzunlugunda
bant profili veren A haplotipi ve kesim olmayan B haplotipi 1028 bg olarak bildirmislerdir. Sspl
enzimi ile yapilan muamelede Sspl enzimi ile yapilan kesim sonucu tiim populasyonlarin A
haplotipinde (487, 277 ve 264 b¢) oldugunu bildirmislerdir. Sytl enzimi ile COI genin kesimi
sonucu belirtilen bu kesim noktasi ve B haplotipi (626, 402), Yunanistan ve Kibris’a 6zgii bal

aris1 6rneklerinde 4. m. macedonica’da da bildirilmistir.
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Tiirkiye bal arist populasyonlarimi mtDNA farkliliklarini inceledigi calismada
Kekecoglu (2007), Ncol enzimi ile COI genin kesimi sonucu incelenen tiim populasyonlarin
1028 bg¢ uzunlugunda tek bir bant olustugunu bildirmistir. COI geninde PCR iiriiniiniin 1028 bg
uzunlugunda oldugunu gore Tiirk bal aris1 populasyonlarinin mtDNA genomunun COI geninde
bu enzimin tanima bdlgelerinin olmadigini yagtigi bu ¢alismada bildirmistir. Sspl enziminin
COlI genin PCR iiriinlerine uygulanmasi sonucu Sspl enzimi ile yapilan kesim sonucu iki
haplotip (B: 580, 439 bg ve A: 487, 277, 264 bg) bildirmislerdir. Styl enzimi ile COI genin
kesim sonucu incelenen populasyonlarda 1028 b¢ uzunlugunda tek bir bant olustugunu
bildirilmigtir. Buradan sonug¢la mtDNA genomunun COI geninde bu enzimlerin tanima

bolgelerinin olmadigini bildirmistir.

Ozdil vd. (2012), Tiirkiye bal arilarinda mtDNA da yaptiklar1 calismada Sspl enziminde
COl genin kesimi sonucu incelenen populasyonlarda 523, 213, 175, 85 ve 32 b¢ uzunlugunda
bant olusturdugunu ve C haplotipi oldugunu bildirmislerdir. Yapilan tez ¢alismasinda bu

calisma ile ayni sonuglar bulunmustur.

Ivanova vd. (2010), Bulgaristan bal aris1 populasyonunda yaptiklari ¢alismada bal arisi
populasyonlart mMtDNA genomunun COI geninde Ncol enzimin tanima bélgesinin olmadigini
ve 1028 b¢ uzunlugunda tek bant meydana geldigini bildirmislerdir. Ayni sekilde Sspl ve Styl
enzimin tanima bdlgesinin olmadigint ve 1028 b¢ uzunlugunda tek bant meydana geldigini

bildirmislerdir.

Stevanovi¢ vd. (2010), Sirbistan, Bosna-Hersek ve Makedonya bal arilarinin mtDNA
analizlerine dayali biyocografik ¢alismasinda COI geninde Ncol ve Styl enziminin tanima

bolgesi olmadigini ve tek bant meydana geldigini bildirmislerdir.

1.7.2.2 NADH Dehidrogenaz 5 Lokusu (ND5)

Yunanistan’ dan ve Giiney Kibris’in farkli bolgelerinden alinan 72 kolonide farkli gen
(16S rDNA, COI ve ND5) enzim kombinasyonlari ile varyasyonun arastirildig bir ¢alismada,
ND5 lokusunda Dral, Tagl, Nlalll, Alul, Hincll, Fokl ve Sspl restriksiyon enzimleri ile bolgeler
arasinda elde edilen kesim modelleri temelinde farkliliklarin bulundugunu bildirmislerdir
Bouga vd (2005). Alul enzimi yapilan kesim sonucu 2 haplotip (A: 554, 268; B: 554, 171 ve 97
b¢ uzunlugunda) elde ettiklerini bildirmislerdir. Hincll enzimi ile ND5 genin kesimi sonucu
incelenen tiim populasyonlarin 418 ve 404 b¢ uzunlugunda bant olusturan A haplotipinde

oldugunu bildirmislerdir.

31



FokI enzimi ile ND5 genin kesimi sonucu incelenen tiim populasyonlarin 430 ve 392 bg

uzunlugunda bant olusturan A haplotipinde olduklarini bildirmislerdir.

Ozdil vd. (2012), Tiirkiye bal arilarinda mtDNA da yaptiklar1 ¢alismada Alul enzimi ile
NDS5 genin kesimi sonucu incelenen tiim populasyonlarin 554, 211 ve 57 b¢ uzunlugunda bant
olusturan C haplotipini bildirmislerdir. Bu tez ¢aligmasinda bulunan sonuglar bu caligma ile

aynidir.

Ivanova vd. (2010), Bulgaristan bal aris1 populasyonunda yaptiklari calismada bal aris1
populasyonlarinin mtDNA genomunun ND5 geninde Fokl ve Hincll enzimin tanima bolgesinin

olmadigini ve 822 b¢ uzunlugunda tek bant meydana geldigini bildirmislerdir.

Cizelge 1.8. Farkli bal arist tiirlerinin kokenlerini belirlemek igin yapilmis ¢alismalar (Meixner
vd., 2013)

Gen Bolgeleri Kesim olusturan  Kesim olusturmayan Yazarlar
Enzim
COl
A.m.adami Bouga vd., 2005
Ncol A.m.macedonica A.m.cypria Stevanovig vd.,2010
A.m.cecropia Kekegoglu, 2007
A.m.adami Bouga vd., 2005
Styl A.m.macedonica A.m.cypria Stevanovig vd.,2010
A.m.cecropia Kekegoglu, 2007
Ivanova vd.,2010
Sspl Greek Bulgarian Kekegoglu, 2007
Ozdil vd., 2012
ND5
A.m.adami Bouga vd., 2005
Alul A.m.macedonica A.m.cypria Ozdil vd., 2012
A.m.cecropia
Ivanova vd.,2010
Hincll Greek Bulgarian
Ivanova vd.,2010
Fokl (BtsCl) Greek Bulgarian
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1.8 Literatiir Ozeti

Anadolu, genel olarak daglik, her tiirlii iklim ve topografik yapinin mevcut oldugu
birbirinden farkli cografik bolgelerden olusmustur. Boyle zengin bir ekolojik yapi1 igerisinde
bal arilariin (Apis mellifera L.) bu bolgelere adaptasyonu ile dnemli ar1 gen merkezlerinden
biri haline geldigi bir ¢ok arastirici tarafindan kabul edilmektedir (Bodenheimer, 1941; Adam,
1983). Bu nedenle bu bolgelerdeki populasyonun morfolojik, fizyolojik ve davranis 6zellikleri
lizerine biigline kadar birgok bilimsel calisma yapilmistir (Bodenheimer, 1941; Maa, 1953;
Adam, 1983; Dogaroglu vd, 1992; Settar, 1983; Karacaoglu, 1989; Oztiirk, 1990; Budak, 1992;
Kaftanoglu vd, 1993; Giiler, 1995; Geng vd, 1997; Akyol, 1998; Genger & Firatli, 1999; Giiven,
2003; Giiler & Toy, 2008; Giiler vd, 2013).

Bodenheimer (1941) “’Tiirkiye' de Balaris1 ve Aricilik Hakkinda Calismalar’ ad1 ile
yayimlanan kitabinda, Alpatov (1927)’un belirledigi morfolojik karakterleri esas alarak
Anadolu ar1 populasyonu iizerine yiiriittiigii calismada yedi farkli bolgede yedi ar1 ekotipi
belirledigini bildirmistir. Arastirict Kuzeydogu Anadolu’da (Kars) A. m. caucasica, Orta
Anadolu ve Dogu Anadolu'nun bati1 kisminda (Ankara-Elazig) Trans Kafkas (A. m. remipes);
Kuzey ve Kuzeydogu Anadolu'da (Sinop-Erzurum-Artvin) A. m. caucasica; Kuzeybati
Anadolu'da (Bursa-Istanbul) A. m. syriaca ve A. m. ligustica; Akdeniz Bélgesinde (Mersin-
Adana-Hatay) A. m. syriaca; I¢ Anadolu Bélgesinin giineyinde (Nigde-Nevsehir) A. m. syriaca
ve A. m. remipes ve Balkan yarimadasindaki ar1 populasyonu da A. m. carnica olarak

tanimlanmustir.

Ruttner (1988a) cografik bolge ve ekolojik farkliliga bagl adaptasyon sonucu ¢ok
degisik tiplerin olustugunu ve bunlarin kismen tanimlamalarinin 19’uncu yiizyil baslarinda
yapilmasina ragmen daha sonraki taksonomik siniflandirma caligmalarinda bu tanimlama
metotlarinin yeterli olmadigini bildirmistir. Bal arilarinin sistematik olarak taksonlara
ayrilmasinin tiir i¢i siniflandirmay1 zorunlu kildigini bildirmiglerdir (Giiler ve Kaftanoglu,
1999a). Ayni arastiricilar, tiir seviyesinde tanimlama metodunun Maa (1953) tarafindan
gelistirildigini bildirmislerdir. Maa (1953) ili¢ miize 6rneginde yaptigi biyometrik calisma

sonucunda Anadolu arisini alt tiir seviyesinde A. m. anatoliaca irki olarak tanimlamuistir.

Bal arilarinda (Apis mellifera L.) ilk morfolojik ¢aligmayi renk farkliligina dayanarak
Aristotle ve Columella’nin yaptiklar bildirilmistir. Ayrica, cins, tiir ve cografik 1irk veya c¢esit

metodunun ise Buttel-Reepen (1906) tarafindan gelistirildigi bildirilmektedir (Giiler, 1995).
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Bal aris1 alt tiirleri (1irklar1) cografi bolge veya alanlara gore olusmuslardir ve her 1k bir
cografi bolge adi ile tanimlanmistir. Dolayisi ile 1irklarin morfolojik olarak tanimlanmalarinda
sadece renk ve viicut bliylikliigli tanim ve karakterizasyon i¢in yeterli olmamaktadir. Ruttner
(1988a)’e gore sayisal tanimlama, klasik tanimlamadan tamamen farklidir ve sayisal

tanimlamada iki esas kural gegerli oldugunu bildirmistir. Bunlar;

1. Apis mellifera L.’da en kii¢iik taksonomiyi koloninin olusturmasi nedeniyle bireylere

ait verilerden ziyade koloniye ait verilerden yararlanilir.

2. Siniflandirma veya taksonomik birim, biyometrik 6l¢iimler alinip elde edilen sayisal

verilerin istatistiki degerlendirmeleri neticesinde yapilmaktadir (Giiler, 1995).

Adam (1977; 1983), Anadolu’yu ti¢ kez (1954; 1962 ve 1972) bastanbasa gezmis ve
birbirinden belirgin sekilde farkli irklarin ve bu wklara benzerlik gosteren ekotiplerin
bulundugunu ve Anadolu’yu ar1 genetik zenginligi yoniinden esi ve benzeri olmayan yer olarak
tanimlamistir. Genelde mevcut populasyonu dort farkli bolgesel tip olarak siniflandirmistir.
Bunlari, Bat1 Anadolu, Kuzeydogu Anadolu, Glineydogu Anadolu ve Orta Anadolu art tipleri
olarak tanimlamistir. Orta Anadolu Bolgesi ar1 populasyonunun renk yoniinden varyasyon
gosterdigini, ancak fizyolojik ozellikler yoniiyle temelde benzerligin mevcut oldugunu ve
kislama kabiliyeti iyi, verimli, ogula gitme egilimi diisiik, olumsuz sartlara fevkalade dayanikli
ve c¢aligkan bir 1rk olarak tanimlamistir. Ancak bu ¢alismaya ek olarak bu irkin bazi hastaliklara

duyarli oldugunu bildirmislerdir (Giiler ve Kaftanoglu, 1999a).

Birgok arastirici Trakya bolgesinde Apis mellifera carnica wkinin oldugunu
bildirmislerdir (Smith vd., 1997; Palmer vd., 2000; Kandemir vd., 2000, 2005). Bazi ¢aligmalar
yapildiginda Kirklareli’nin Liileburgaz il¢esinden alinan 6rneklerin ve Tekirdag’in Hayrabolu
ilgesinden alnan orneklerin diger bolge populasyonlarindan ayri bir grup olusturdugu
bildirilmistir. Fakat calisma kapsaminda Trakya bdlgesi i¢in belirlenen morfometrik 6lgiim
degerleri géz oniine alindiginda daha 6nce Karniyol ar1 irki (A. m. carnica) i¢in belirlenen
degerlerin uyusmadig bildirilmistir. A. m. carnica nin yiiksek kubital index degerinin oldugu
yapilan ¢alismalar sonucunda bildirilmistir (Pollmann, 1889). Bu ¢alismada Trakya bolgesinde
en yiiksek KI degeri bakimindan Malkara (2.54) ve Murath (2.53) populasyonlarinin ilk sirada
yer aldig1 daha 6nce Kandemir vd. (2000) nin Kirklareli populasyonu i¢in bildirdigi KI degeri
(2.74)’nin aksine Trakya boélgesinin en diisiik kubital index degeri Kirklareli (2.24) ve
Liileburgaz (1.99) populasyonlarinda goriildiigiinti bildirmislerdir.
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Tiim Trakya bolgesinden alinan bal arist Orneklerinin haplotiplere gore dagilimi
arastirlldiginda tim Tiirkiye’de yaygin bulunan ve Kafkas ile Anadolu arisina ait Tip 1
haplotipinin % 58 oraninda Trakya bolgesinde yaygin olan haplotip oldugunu bildirmislerdir.
Iller bazinda dagilimlar1 ele alindiginda &zellikle Kirklareli ve Edirne illerinde Tip 2
haplotipinin sirasiyla % 87 ve % 75 oraninda yaygin bulunan haplotipler oldugunu
bildirmislerdir. DNA dizi analizi sonucu 6zellikle Tip 2 haplotipinin Makedonya ve Karniyol
aris1 ile aym kiimede yer aldig diistiniilmiis ve Kirklareli-Edirne illerindeki bal arilarinin
Makedonya ve Karniyol aris1 ile benzer orijinden gelmis olabilecegi fikrini bildirmislerdir. Son
yillarda yapilan bu calismalar sonucunda Trakya bolgesinde tiim Tiirkiye’deki bal arisi alt
tirlerinden farkli olan yeni bir alt tiiriin var olduguna dair agiklanan hipotezleri bu ¢aligmalar
ile destekleyip bildirmislerdir (Moritz vd., 1986; Solignac, 1991).

Kaftanoglu vd. (1993), GAP Bolgesinde farkli balarisi irklariin performanslarini
belirleme ve bolgedeki ar1 populasyonunun 1slah1 amaciyla yiiriittiikleri calismada, Glineydogu
Anadolu, Italyan, Karniyol, Ege, Trakya ve Kafkas gruplarinda dil uzunlugu ortalamalarmimn
strast ile 6.274, 6.536, 6.334, 6.621, 6.492 ve 6.495 mm; 6n kanat uzunlugunu 9.246, 9.423,
9.461, 9.389, 9.098 ve 9.204 mm; Kiibital indeksi 2.134, 2.006, 2.413, 2.075, 2.299 ve 2.024,
3 ve 4. tergit genisligini 4.519, 4.977, 5.062, 5.192, 5.062 ve 4.930 mm ve kil uzunlugunu 0.226,
0.271, 0.291, 0.295 ve 0.323 mm olarak bildirmislerdir. Arastirmacilar uyguladiklar1 varyans
analizi sonucunda Ege ve Italyan arilarinm uzun dil, Karniyol ve Giineydogu Anadolu Bolgeleri
arilarinin ise kisa dilli arilar oldugunu, kiibital indeksi en biiytik olan grubun Karniyol aris1, en
diisiik olan gruplarin ise Italyan ve Kafkas oldugunu, arka bacak uzunlugu en fazla olan
gruplarin Ege ve Trakya arilar1 en diisiik grubun ise Glineydogu Bolgesinin yerli aris1 oldugunu

bildirmislerdir (Giiler, 1995).

Giiler (1995), Anadolu, Kafkas, Mugla, Gok¢eada, Trakya ve Alata genotiplerinde
morfolojik ve fizyolojik karakterler iizerine yaptigi ¢alismada genotiplere ait toplam 41 ayri
morfolojik karakterin biyometrik dl¢iimlerini aldigini bildirmistir. Inceledigi morfolojik ve
fizyolojik karakterlerin birbirleriyle ve verim tizerinde 6nemli etkilerinin oldugunu bildirmistir.
Yaptig1 calisma sonucunda Trakya, Anadolu ve Kafkas genotiplerinin Akdeniz Bolgesi

kosullarinda saf yetistiriciliginin yapilmasinin gerektigini bildirmistir.

Smith vd. (1997)’nin, Tiirk bal arillarinin mtDNA varyasyonu bakimindan
arastirilmasina iliskin yaptig1 ilk caligmalarda, Giircistan sinirina yakin olan yerlerden alinan

orneklerin %77’si, Erzurum yakinlarindan alinan 6rneklerin %29’u ve Van ¢evresinden alinan
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orneklerin ise %25’inin A. m. caucasica mtDNA haplotipi ile uyumlu bulundugunu ve Trakya
bolgesinden alinan orneklerin %24 oraninda A. m. carnica mtDNA haplotipi ile uyumlu

bulundugunu bildirmislerdir.

Giiler ve Kaftanoglu (1999a,b), Orta Anadolu Bolgesi (Beypazari), Kuzeydogu Anadolu
Bolgesi (Posof) Trakya Bolgesi (Saray), Marmara Bolgesi (Gokgeada) ve Akdeniz Bolgesinde
(Erdemli) yaygin yetistiriciligi yapilan 6nemli bal aris1 (A. mellifera L.) genotiplerinin
morfolojik yapilarim1 yaptiklari ¢alismalar ile incelemislerdir. Yapilan ¢alisma sonucunda
genotiplerde 41 morfolojik karakterin biyometrik dlgtimlerini yapmislar ve ¢alisma sonucunda

morfolojik yapr itibari ile genotiplerin ayri karakterlere sahip olduklarini bildirmislerdir.

Smith (2002), Trakya bolgesindeki bal arilarinin Anadolu’daki bal arilarindan daha farkli
oldugunu, Trakya bolgesindeki bazi arilarin Avusturya, Slovenya ve Hirvatistan’da yayilim
alan1 bulan A.m. carnica arilar1 ile benzer morfolojik ve genetik 6zelliklere sahip oldugunu
bildirmistir. Buna gore Trakya, Balkan ve Avusturya arilar1 arasinda bir melezleme
olabilecegini, bu ylizden Trakya arilarinin Balkan ve Anadolu arilari arasinda bir koprii

konumunda olabilecegini bildirmistir.

Trakya’daki bal aris1 populasyonu i¢in Anadolu’ nun carnica grubuna yakin cografi bir
ekotipi oldugu bildirilmistir. Bu sonu¢ Ruttner (1988a)’in bildirisleri, Giiler ve Kaftanoglu
(1999a)’nun bulgular1 ve Dogaroglu (2007)’nun ve Giray (2007)’mn sozli ifadeleri ile de
uyustugu bilinmektedir. Giray (2007), Kirklareli ekotipinin korunmasi ile ilgili yapilan
toplantida Kirklareli ekotipinin Avusturya A. m. carnica’sindan daha iistiin Trakya’ya 6zgii bir

ekotip oldugunu bildirmistir.

Giiler vd. (2010), Kuzeydogu Anadolu Bolgesinden 60 adet Kafkas ve Trakya
Bolgesinden 8 adet Trakya genotipi ile Almanya’dan bir 6zel yetistirici tarafindan getirilmis 7
adet Karniyol 1rki ana arinin kazandirildigi kolonilerden olmak {izere toplam 75 is¢i ari
orneginde standart olarak kabul edilen kanat damar (A4, B4, D7, E9, G18, J10, J16, K19, L13,
N23, 026) agilar1 ile 6n kanat uzunlugu, genisligi ve cubital indeks karakterlerinin biyometrik
Olctimlerini yapmislardir. Uygulanan diskriminant analizi Stepwise yonteminde kanat A4 agisi,
kanat uzunlugu ve cubital indeks karakterlerinin dnemli ayirt edici karakterler olduklar ve
genotip gruplarin ayrimini giivenle sagladiklarini bildirmislerdir. Calisma sonucunda Trakya
bolgesi arist ile Karniyol irki 6rnekleri tamamen birbirinden farkli olsalar da bu iki ari

genotipinin ayni kaynaktan geldiklerinin diisiiniildiigiinii bildirmislerdir.
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Kandemir vd (2000), Giineydogu Anadolu ile Dogu Anadolu Bolgesi dahil cesitli
bolgelerde toplam 36 ilden temin ettikleri bal arillarinda 10 adet morfolojik 6zellik
incelemislerdir. Diskriminant analizi sonuglarina gore, Tiirkiye’nin 7 cografik bolgesinden
alinan orneklerin 3 ana kiimede toplandigini bildirmislerdir. Mahalonobis uzakliklarina gore;
Trakya Bolgesinden ve Giineydogu Anadolu’dan alinan orneklerin ayri birimler olarak
kaldigini, Dogu Anadolu ve Karadeniz bolgesi Orneklerinin oldukga yakin bir kiime
olusturdugunu, Ege ve Orta Anadolu Bolgesi arilar1 da Akdeniz Bolgesi ornekleri ile birlikte
daha biiyiik bir kiime olusturdugunu bildirmistir (Ozbakir, 2011).

Giiler vd (2010), Kuzeydogu Anadolu Bolgesinden 60 adet Kafkas ve Trakya
Bolgesinden 8 adet, Trakya genotipi ile 6zel yetistirici tarafindan getirilmis 7 adet Karniyol 1rk1
ana arinin kazandirildigi kolonilerden olmak iizere toplam 75 isci ar1 6rneginde standart olarak
kabul edilen kanat damar (As, Ba, D7, Eg, Gis, J10, J16, K19, L13, N23, O2) acilar1 ile 6n kanat
uzunlugu, genisligi ve kiibital indeks karakterlerinin biyometrik Ol¢limlerini yaptiklarini
bildirmislerdir. Uygulanan diskiriminant analizi, Stepwise yonteminde kanat A4 agisi, kanat
uzunlugu ve kiibital indeks karakterlerinin dnemli ayirt edici karakterler olduklar1 ve genotip
gruplarin ayrimini giivenle sagladiklarini bildirmislerdir. Yapilan ¢alisma sonucunda Trakya
bolgesi arist ile Karniyol 1rki 6rnekleri tamamen birbirinden farkli oldugunu ve bu iki ari

genotipinin ayn1 kaynaktan geldigini diistiindiiklerini bildirmislerdir.

Tiirkiye’nin 7 farkli bolgesinden alinan bal aris1 6rneklerinde tRNA™ -Cox2 arasi
bolgede Dral restriksiyon enzimi ile COI geninde ise Tagl ve Hinfl restriksiyon enzimleri ile
analiz yapildig ve tiim mitokondriyel genomun EcoRI restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu 3
farklt model elde edildigini bildirmislerdir. A. m. carnica ve A. m. ligustica i¢in 6zgiin olan
mtDNA modeli % 97,9 oraninda; Hatay yoresinden alinan drneklerde ise Afrika modeli %1,8
oraninda bulduklarin1 bildirmislerdir. Balikesir’den alman bir 6rnekte ise daha Once
bildirilmemis yeni bir model tespit edildigini bildirmislerdir. tRNA"® -Cox2 aras1 bdlgenin
Dral restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu 7 haplotip elde edildigi ve Tiirkiye bal arisi
populasyonlarinda Tr-Dral olarak tanimlanan haplotipin en yaygin bulunan haplotip oldugunu
bildirmislerdir (Kandemir vd., 2006)

Tiirkiye bal aris1 populasyonlari mitokondriyel genomda sitokrom C oksidaz I ile 11
arasindaki intergenik bolge bakimindan tanimlanmistir. Tirkiye’nin 20 farkli yoresinden
toplam 244 adet is¢i ar1 Orne8i materyal olarak kullanilmis ve bal arist populasyonlarinin

tanimlanmasinda restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi (RFLP) ve DNA dizi analizi
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yontemlerinden yararlanilmistir. COI-COII intergenik bolgenin Dral restriksiyon enzimi ile
kesimi sonucu 4 banttan olusan kesim modeli elde edilmis ve Tiirkiye bal arilarinda 5 haplotip
belirlenmistir. Bu haplotipler DNA dizi analizi sonuglari ile kesin bir sekilde belirlenmistir.
Bunlardan tigti (47/41/64/420 bg-C1; 47/40/64/420 bg-C2 ve 47/39/64/420 bg) daha onceki
calismalarda bildirilmis, diger ikisi ise (47/41/64/419 bg ve 47/39/64/418 bg) ilk kez bu ¢aligsma
ile ortaya konmustur. Calisilan tiim 6rneklerde Dral restriksiyon enzimi ile kesim sonucu
literatiirde C genetik soyu icin bildirilen ve 4 banttan olusan kesim model elde edilmis ve bu
sonugla Tiirkiye bal arist populasyonlarmin Dogu Avrupa ve Akdeniz (C) genetik soyu
icerisinde yer aldig1 belirlenmistir. (Ozdil ve Yildiz, 2008).

Bir ¢cok ¢alismada Trakya Bolgesi bal arilar1 Tiirkiye’de yayilim gosteren diger bal arist
irk veya ekotipleri ile karsilagtirilirken tek bir grup olarak ele alinmistir (Kaftanoglu vd., 1993;
Giiler ve Kaftanoglu, 1998; Kandemir, 1999; Kandemir vd., 2000; Cinar, 2006; Kekegoglu,
2007 ve Giiler vd., 2010). Ancak bazi ¢alisma sonuglarinda tek bir grup olarak ele alinan Trakya
Bolgesi bal arilarmin diger gruplardan ayrildigr bildirilmistir. Trakya Bolgesi bal arilarinin

morfometrik olarak genetik varyasyon gosterdigi goriilmiistiir.

Tiirkiye’nin yedi cografi bolgesinden 54 farkli ilden ve 2 Ege Ada’sindan bal arisi
ornegi alinarak genetik yapiy1 ve filogenetik iligkileri saptamaya ¢alisan Kekecoglu vd. (2009)
mtDNA’nin COI ve 16s rRNA bdlgeleri tlizerinde Sspl restriksiyon enzimi kullanarak RFLP
analizi yapmislardir. COI geninin RFLP sonucuna gore 2 farkli mitotip belirlenmis olup, bir
mitotip yanlizca merkezi Anadolu olarak tespit edilmistir. Calisma sonuglar1 Yunanistan bal
arilar1 ile yapilan diger ¢alismalarla karsilastirilarak 16s rRNA/Dral varliginin sadece Tiirkiye
bal arillarma 6zgii oldugu sonucu c¢ikarilmistir. Komsu iilkelerin bal arilarinin yerel

populasyonlarin genetik yapilarini degistirebileceginden ¢aligmanin 6nemi bildirilmistir.

Ozdil vd. (2009a), Tiirkiye nin 19 farkli ydresinden toplam 244 adet isci ar1 6rnegi ile
mitokondriyel genomda ribozomun biiyiik alt birimi (ISFRNA/EcoRI), sitokrom oksidaz b (cyt
b/Bglll) genlerinde PCR-RFLP analizine gore kesim noktasi olup olmadigini arastirdiklari
calismada bildirmislerdir. Ayrica tRNA -Cox2 aras1 bolge, Dral kesim enzimi ile kesildigini,
RFLP analizi ve toplam 40 drnekte tRNALeu -Cox2 aras1 bolgede DNA dizi analizi yapildigini,
belirtilen lokuslardaki kesim bolgelerinin varligina/yokluguna bagli olarak Tiirkiye bal aris1
populasyonlarinin Dogu Avrupa ve Akdeniz genetik soyu icerisinde degerlendirilebilecegini

bildirmislerdir. Ayrica yapilan ¢aligmada DNA dizi analizi sonucunda toplam 11 haplotipin
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belirlendigini ve bu haplotiplerden 7’sinin ilk kez bu ¢alisma sonucunda tespit edildigini

bildirmislerdir.

Bir diger calismada Tiirkiye bal aris1 populasyonlar1 ve Iran’dan 6rneklenen bal aris1
populasyonlarinda tRNA -Cox2 aras1 bolgede Hinfl restriksiyon enzimi ile kesim sonucunda
2 farkl1 haplotip ya da enzim kesim modeli tespit edilmistir. Bu farkli haplotipler CoxI-11/Hinfl-
(294, 260 ve 26 bg lik 2 kesim noktasit) ve CoxI-1I/HInfl-11 (294, 240, 26 ve 20 b¢’lik 3 kesim
noktasi) olarak ifade etmislerdir. S6z konusu calismada Bolu/Y1gilca’dan alinan bir 6rnek,
[ran’dan Karaj, Ardebil, Tabriz ve Hamadan’dan alman &rneklerde ve A. m. ligustica ve
Buckfast 6rneklerinde 294, 260, 26 bg lik kesim veren CoxI-11/Hinfl-1 haplotipi elde edilirken,
calisilan diger tiim Tiirkiye ve Iran orneklerinde 294, 240, 26, ve 20 bg.lik CoxI-II/Hinfl-11
haplotipi elde ettiklerini bildirmislerdir (Ozdil vd., 2009b).

Ozkan, Cakmak, Nentchev ve Kandemir (2010), calismalarindaki MANOVA testi ve
Pairwise testi sonuglarina gore tlim guruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlaml
bulmuslardir. S6z konusu caligma, Yunanistan adalarindan toplanan ornekler ¢ikarilarak
yeniden yapildiginda Trakya grubu yine farklilik gosterirken, Bulgaristan ve Yunanistan
gruplarinin bir birinden farkli olmadigi sonucuna ulagsmislardir. Tiim bu tartigmalar ve
sonuclara gore Trakya Bolgesi bal arilarindaki ¢alismalarin arttirilarak bolge i¢i varyasyonun

ve genetik yapilarin (1rk ve ekotip) ortaya konmasi gerektigini bildirmislerdir.

Kekegoglu ve Soysal (2010), Tiirkiye’nin 56 farkli yoresinden topladiklar: bal arist
orneklerinde 12 morfometrik 6zellik iizerinde yapmis olduklari istatiksel analizler sonucunda
farkli bolgelere gore yapilan UPGMA dendograminda arilarin 4 ana grupta kiimelendigini
(Trakya’da Karniyol; Kuzey Anadolu’da Kafkas; Giiney ve Giiney Anadolu’da Iran ve Orta
Anadolu’da Anadolu ) bildirmislerdir.

Yunan bal arilarinin filogenetik iliskilerini bulabilmek, gezgin yetisitiricilik ve ticari
yetisticiligin sonucu olusan gen akisini tespit edebilmek amaciyla Martimianakis vd (2011), bal
artlarmin mtDNA’larinin ND5 ve COI genleri iizerinde arastirma yapmislardir. Kibris,
Yunanistan, Tiirkiye (Osmaniye, Bartin), italya, Bulgaristan, Slovenya ve Arnavutlugun gesitli
bolgelerindeki populasyonlardan alinan 6rneklerde yedi farkli haplotip COI genine bagli, sekiz
farkli haplotip NDS5 genine bagli olarak tespit edilmistir.

39



Turan vd (2011), Trakya Bolgesindeki bal arilarii (Apis melliefa L.) geometrik
morfometrik yontemini kullanarak incelemislerdir. Bu amagcla erkek ve isci arilardaki sag 6n
kanat drnekleri il bazinda (Edirne, Tekirdag, Kirklareli ve Istanbul ile kontrol grubu olarak
Kafkas ve Gokgeada) gruplandirilarak kullanilmistir. Calismada diger arastirmalardan farkli
olarak erkek ar1 6rnekleri de kullanilmustir. Is¢i arilarda yapilan MANOVA analizi sonucunda
kontrol grubu Kafkas aris1 (A.m. caucasica ) ve Gokgeada arisi ile iller bazinda biitiin gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Ayni sekilde erkek bireylerde de,
Canakkale (G.Ada) ve Kafkas grubunun tiim gruplardan farkli oldugu, bununla birlikte Edirne,
Tekirdag ve Kirklareli gruplari arasindaki farkin ise istatistiksel olarak anlamli olmadigi

gorilmistir.

Tiirkiye’nin 5 bolgesine (Kirklareli, Yigilca, Mugla, Hatay ve Artvin) ait 24 koloniden
237 isci ar1 Ornegi incelenerek Tirkiye’deki sabit ve gezgin bal arist (A. mellifera L.)
populasyonlar1 arasindaki genetik ¢esitliligi inceleyen Karakas (2013), incelenen bal arilarinin

populasyon yapisinin korundugunu gostermistir.

Cakmak, (2014) Karadeniz Bolgesi’'nden Trakya’ya uzanan kara seridinde yayilis
gosteren bal aris1 populasyonlarini ayirt etmek i¢in yapilan bir ¢aligmada, 6rnekler Oberursel
Veri Bankasi’ndaki referans drneklerle karsilastirilmis, Tiirkiye’nin Trakya’ ya kadar uzanan
kuzey kesiminde Apis mellifera anatoliaca nin baskin alttiir oldugunun dogrulandig ifade
edilmistir. Dogu Karadeniz lokasyonlarinda Apis mellifera caucasica’ nin yaygin oldugu fakat
bu alttiirliin Trakya’nin kuzeyine kadar daginik halde bulunmasinda arici faaliyetlerinin etkin
olduguna dikkat cekilmistir. Calismada Trakya’nin giineyindeki arilarin Apis mellifera
anatoliaca oldugu, kuzeyindeki arilarin ise karisik olmakla birlikte Apis mellifera carnica ile

yakin iligki gosterdigi bildirilmektedir.

Tiirkiye’'nin  Trakya Bolgesi'nin 4 ili (Tekirdag, Kirklareli, Edirne ve
Canakkale/Gelibolu) ve Gokceada’dan 6rneklenen bal arilarinda mitokondriyel DNA molekiilii
bakimindan genetik yapinin tanimlanmasi amaciyla 16S ve ND5 gen bolgeleri Dral, Mboll ve
Swal restriksiyon enzimleri ile kesim ve DNA dizi analizi yontemlerinden yararlanilarak
arastirildigr caligmada Trakya Bolgesi bal arisi populasyonlarinda elde edilen haplotipler
bildirilmistir. S6z konusu bal aris1 populasyonlarinin biiytik bir kism1 benzer haplotipler oldugu
ve az sayida ornekte varyasyon tespit edildigi bildirilmistir. Varyasyon bulunan 6rneklerin bir

kisminin A. m. caucasica orijinli olabilecegi ve bu durumun sebebi olarak bdlgeye zaman
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zaman yogun bir sekilde Kafkas ana aris1 getirilmesi ve gezginci ariciliin neden olabilecegi

bildirilmistir (Giider, 2017).

Kirklareli ili izole bolgesinde yetistirilen bal aris1 kolonilerinde genetik cesitliligin
belirlenmesi baslikli ¢alismasinda, izole bolgede yetistiriciligi yapilan bal arilarinin genetik
cesitliligi (1rk ve ekotip), geometrik morfometrik yontemle ortaya konmaya calisiimigtir. Bu
amagla, calismada kullanilan bal arist 6rnekleri Kirklareli ili izole bolgesini temsil eden 9
bolgeden 45 farkli isletmeden temin edilmistir. Is¢i arilarin sag 6n kanat drnekleri ilge bazinda
gruplandirilmistir. Yapilan MANOVA analizi sonucunda; gruplar arasindaki farkliliklar ortaya
konmustur. P.Kurudere ile P.Merkez hari¢ (P>0,05), diger tiim gruplar arasindaki farkliliklar
istatistiksel olarak olduk¢a dnemli bulunmustur (P<0,001). Calismamiz sonucu elde ettigimiz
bulgulara gore izole bdlge arisinin kontrol grubu olan Kafkas ve Gokgeada arisindan ayrildig:

goriilmiistiir (Ozsoy, 2017).

Tekirdag, Kirklareli ve Yigilca bal aris1 populasyonlari sag 6n kanat iizerinde belirlenen
20 karaktere gore karsilastirildiginda A4, B4 ve AREAG6 karakterlerinin  popiilasyonlari
ayirmada ¢ok dnemli (p<0.01) karakterler oldugu B3, G7,J10, K19, L13, Q21 ve CI karakterleri
gruplar arasindaki farkliliklar1 ortaya ¢ikarmakta onemlilik arz etmedigi (p>0.05) sonucunu
bildirmislerdir (Giir vd.,2018).

Bir diger aragtirmada 2018’de aricilik faaliyetlerindeki 6neminden dolay1 secilen bes
ilden (Artvin, Diizce, Hatay, Kirklareli ve Mugla) dort yaygin bal arisi irkinin (Apis mellifera
anatoliaca, Apis mellifera carnica, Apis mellifera caucasica, Apis mellifera syriaca) genetik
yapilart ve filogenetik analizleri otuz mikrosatellit lokusu kullanilarak giincellenmeye
calisilmistir. Populasyonlar arasi genetik mesafe 0.30 ile 0.70 arasinda degismistir. Genetik
varyasyonlar, populasyonlar arasinda % 8.96, populasyonlardaki bireyler arasinda % 44.9 ve
tiim bireyler arasinda % 46.1 olarak hesaplanmistir. Bal aris1 ile ilgili daha fazla genetik
aragtirma, gelecekteki potansiyel sorunlardan kaginmak i¢in avantajli olacagi vurgulanmistir

(Karabag vd., 2020).
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Puskadija vd (2020), Apis mellifera carnica’nin, Orta Avrupa'daki Bati bal arisinin
onemli bir alt tiirii oldugu ve Hirvatistan’in biiyiik bir boliimiinii temsil ettigini bildirmislerdir.
Aricilar tarafindan denetlenmeyen ithalat nedeniyle hibridizasyonun oldugunu bildirmislerdir.
Bu calismada, Hirvatistan ve Slovenya'nin aricilar tarafindan yonetilen bal aris1 kolonilerinden
ornekler alinarak; alt tiirlerin tanimlanmasi, kanat geometrik morfometrik 6zelliklerine
dayamlarak calismalar yapilmistir. Incelenen tiim kolonilerin A. m. carnica oldugunu sadece
referans olarak kullanilan baz1 6rneklerin farkli sonuglarda 6l¢tim gosterdigini bildirmislerdir.
Buradan sonugla incelenen bal arist populasyonlarinin fenotipik karakterizasyonuna ve
gelecekteki koruma stratejilerine yonelik talimatlara daha derin bir anlayis saglayacagini

bildirmislerdir.

Munoz ve De la Raa (2021), ¢alismalarinda, maternal ve kodominant molekiiler
belirtegleri kullanarak genetik varyasyonlari, farklilagmalar1 ve karisimlar1 hakkinda daha fazla
veri elde ettiklerini bildirmislerdir. Filocografik analiz sonucunda, 6rneklenen cografi aralik
boyunca mitokondriyal haplotiplerin belirgin dagilim gosterdigini ve haplotip ¢esitliliginin
bireysel seyreklesme egrilerinin, drneklemenin ligustica, carnica ve macedonica setlerini
temsil ettigini, ancak cecropia Setini temsil etmedigini, dolayisiyla bu setin yalnizca referans
amacl kullanildigin1 bildirmislerdir. Bu populasyonlarin bazilarinda yabanci haplotiplerin
varligi, melez populasyonlarin yaratilmasi nedeniyle yerli bal aris1 populasyonlarinin genetik

biitiinltigii i¢in ciddi bir tehdit olusturdugunu bildirmislerdir.

Bir bagka calismada iki farkli mitokondriyal bdlgenin dizilenmesiyle (COI ve ND5)
Apis tiirlerinde filogenetik etkilesimleri tanimlamaya dayali iki Asya irkinda (A. cerana ve A.
dorsata) calisilmistir. COI gen bolgesi, Pakistan'daki Avrupa bal aris1 (A. mellifera) tiirleri ve
20 (A. cerana), 18 (A. dorsata) ve 23 (A. mellifera) bal aris1 tiiriinde incelenmis ve NCBI veri
tabanindan elde edilen diziler ile karsilastirildiginda 6nemli genetik cesitlilik ve sapma
gosterdigi tespit edilmistir. NDS gen bolgesinde de benzer sonuglar elde edilmistir. Bu
calismada, bal arailarinda ayrintili genetik ve filogenetik ¢alismalar i¢in COI gen bolgesinden
ziyade Apis cinsi iginde, ND5 gen bolgesinin tiirler arasindaki etkilesimleri gosterme

bakimindan daha 6nemli oldugu ortaya konulmustur (Khan vd. 2021).
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1.9 Calismanin Amaci ve Kapsamm

Bat1 bal aris1 (Apis mellifera L.), yiiksek adaptasyona sahip olmasindan dolay1 diinyanin
her bolgesine yayildig1 ve bulundugu bélgelerin ekolojik kosullarina adapte olmus oldugu
bilinmektedir. Cok sayida cografik irk, bu irklar igerisinde farklilasan ekotipleri olusturmustur.
Adam (1983), Tiirkiye’ nin, farkli iklimsel 6zelliklere sahip olmasindan dolay1 Afrika, Avrupa
ve Asya arasinda dogal olarak bir gec¢is noktasi konumunda bulundugunu bu yiizden de bir¢ok
ar1 irkin1 ve ekotipini i¢inde barindiran bir gen havuzu konumunda oldugunu bildirmistir.
Tirlerin yayilmasinda en 6nemli faktoriin iklim oldugu bilinmektedir. Tiirkiye sadece dogal
zenginlikleri agisindan degil, bununla birlikte sahip oldugu ar1 gen kaynaklar1 sebebiyle de
aricilikta s6z sahibi iilkeler arasinda yer aldigi bilinmektedir. Soysal (2004), Tiirkiye’ nin
mevcut kosullarda aricilik alaninda hak ettigi yere ulasabilmesi igin en 6nemli avantajinin sahip
oldugu bu gen kaynaklar1 oldugunu bildirmistir. Bal aris1 populasyonlart bakimindan
Tirkiye’nin sahip oldugu bu genis genetik varyasyonun hem belirlenmesinde hem de

korunmasinda yapilacak islah ¢alismalarinin 6nemli oldugu bilinmektedir.

Moritz (1994), bal arilarin1 diger organizmalardan ayiran {istiin ve temel genetik

calismalarinda kullanilmasini faydali kilan baslica 6zellikler su sekilde 6zetlemistir:

a) Tek kromozom yapisina sahip olmalar1 nedeniyle erkek arilarin, haploidlerde gen

tirtinlerinin ¢alisilmasina olanak sagladigi,

b) Davraniglarindaki gesitliligi ve sosyal yapi bakimindan bal arilarinin davranig

genetidi caligmalarinda baslica kullanilabilecegi,

c) Embriyonik gelisimlerinin yavas olmasi ve erken gelisim evrelerinde gen

organizasyonlarinin ve tiriinlerinin ¢alismalarina bir¢ok olanak sunacagini bildirmistir.

Son zamanlarda Tirkiye’de goger aricilik yapanlarin sayisinda artig goriildigi
bilinmektedir. Bu nedenden dolay1 da olusan kontrol edilemeyen genetik hibridizasyonlar ile
bal aris1 populasyonlarinin birbirleri arasinda gen akimi artmaktadir. Tirkiye, bal arisi
populasyonundaki bu genis genetik varyasyon sayesinde, kaybolma tehlikesiyle karsi karsiya
kalmaktadir. Tirkiye’nin bu ¢ok yonli ekosistem ve habitat ¢esitliliginin beraberinde 6nemli
bir tiir ¢esitliligininde gelmis oldugu bilinmektedir. Terzioglu (1994), diinyanin balli bitkiler
florasinin dortte {igiine ve farkli iklim kosullarina sahip bir iilke konumunda oldugunu

bildirmistir.
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Diinya tiizerinde farkli cografyalarda dagilim gosteren 29 ar1 irkinin taksonomik
smiflandirilmasiin yapildigint bildirmislerdir (Ruttner, 1988a; Giiler, 2006). Bal arilarinin %
100 diizeyde g¢evreye bagimli olmalari, ¢evresel etmenler bu 1irk ve ekotiplerin olusumunda
onemli rol oynadigini bildirmislerdir. Bu nedenle gerek morfolojik gerekse fizyolojik
tanimlama ve siniflandirmada cografik bdlge yapisinin dikkate alinmasinin bir gereklilik

oldugunu bildirmislerdir (Ruttner vd., 1978; Giiler, 2006).

Ekonomik olarak iistiin potansiyellere sahip karakterlerin veriminin artirilmasinda
uygulanacak islah yonteminin basarisi, populasyonun genetik yapisinin iyi bilinmesine ve
tanimlanmasina baghdir. Ozellikle son yillarda yapilan ¢aligmalar sonucunda populasyonlarin
genetik ozelliklerinin daha iyi tanimlanmasina yonelik teknikler gelistirilmistir. Bunlar
bilindigi lizere populasyondaki kalitimsal varyasyonun ortaya ¢ikarilmasina olanak saglayan
“Elektroforetik” yontemler olmustur. Bal arilarinin gen kaynaklarinin korunmasi ve ilerleyen
stireglerde de ekonomik iiretimlerinin siirdiiriilebilmesindeki en 6nemli asama, ar1 irklarinin
once morfometrik ardindan genetik yapilarinin cesitli boyutlarda tanimlanmasi olmustur.
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) teknolojisinin de gelistirilmesiyle birlikte farkli marker
yontemlerinden faydalanilarak bal aris1 populasyonlarinin orijinlerinin ve filogenetik iliskilerin
belirlenmesi, tanimlanmasi gibi bir¢ok konuda oldukca yararli sonuglar elde edilmistir. Bu tip
marker teknikleri ile yapilan arastirmalar morfolojik ¢alismalarla da desteklenerek daha dogru
sonuglarin elde edilmesinin saglandigini bildirmislerdir (Moritz vd. 1986, Cornuet ve Garnery,
1991, Hall ve Smith, 1991, Garnery vd. 1991, 1992, 1995, Arias ve Sheppard, 1996, Smith vd.
1997, Franck vd. 1998, 2000a, 2000b, Palmer vd. 2000, De La Rua vd. 2001, 2009, Ozdil vd
2007, 2009, 2011).

Yorelere 6zgli gen kaynaklarinin saklanmasi ve tanimlamasi ¢ok 6nemlidir. Bu agidan
gen kaynaklarmin korunmasinda, koruma altina alinacak gen kaynaklarinin hepsinin belirli bir
siire olmaksizin elde tutulmasindaki bazi zorluklar koruma altina almada oncelik verilecek
irklarin genetik yapilariin ve wrklar arasindaki genetik iliskilerin ortaya konulmasini zorunlu
hale getirmektedir. Bir irkin belirlenmesi ve tanimlanmasinda morfolojik ozelliklere, kan
gruplarina ve biyokimyasal genetik polimorfizmlere ek olarak, son yillarda ¢ekirdek (niikleer)
DNA (nDNA) ve mitokondriyel DNA (mtDNA) yapilarindaki farkliliklart dogrudan hedef alan
giincel yontemlerin de yaygin olarak kullanilmaya baslandigini bildirmislerdir (Whitfield vd.,
,2006; Ozdil 2007; De la Rua, Jaffé, Dall’Olio, Mufioz, Serrano, 2009).
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Tiirkiye’nin bal arist populasyonlarinin morfolojik ve ekolojik temellere dayanarak
birbirinden farklilik gosterdigi bu cografya diisiiniildiiglinde, baz1 arastirmacilar Anadolu (A.
m. anatoliaca), Kafkas (A. m. caucasica), Iran (A. m. meda) ve Hatay ar1 irklarinin var oldugunu
bildirmisler, Trakya bolgesinde ise besinci alt tiiriin varligini yapilan morfolojik ve genetik
marker ¢aligmalart sonucunda bildirmislerdir (Smith, Slaymaker, Palmer ve Kaftanoglu, 1997;

Palmer, Smith, Kaftanoglu, 2000; Kandemir, Kence, Sheppard,2006).

Bu tez calismasinda, Kirklareli ilindeki bal arilarmin genetik yapisini belirlemek
amaciyla COl ve ND5 genlerinde olas1t mtDNA varyasyonlar1 tespit edilecek ve genetik
markerler belirlenmeye ¢alisilacaktir. COI geninde Ncol, Sspl ve Styl kesim enzimleri ile ND5
geninde ise Alul, Fokl ve Hincll kesim enzimleri ile ¢alisilacak ve olasi kesim noktalar
belirlenecektir. Elde edilen kesim profillerinden yararlanilarak referans olarak ele alinan A.m.
anatoliaca, A.m. carnica ve A.m. caucasica ornekleri arasinda genetik benzerlik ve farkliliklar
ortaya konulacaktir. Bu sayede Kirklareli arisina 6zgii PCR-RFLP markerleri tespit edilecektir.
Bu tip markerlerin tespit edilmesi durumunda ileriki g¢aligmalarda Kirklareli arisinin

tanimlanmasi ve tescil ¢aligmalarinda bu markerlerden yararlanmak miimkiin olabilecektir.
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2. MATERYAL VE METOD
2.1 Materyal

2.1.1 Ornek alinan bolgeler

Yapilan bu tez calismasinda, tez danismaninin yiiriitiiciiliigiinde tamamlanmis olan
Tiibitak 3001 Projesi (TOVAG-1140883) kapsaminda Kirklareli ilinden alinmis olan bal arist

orneklerinden izolasyonu yapilan DNA’lar materyal olarak kullanilmistir (Sekil 2.1).

Trakya bolgesini temsil edecek bal aris1 populasyonlarindan 6rneklenen Kirklareli ve Tekirdag

olmak tizere toplamda 117 adet bal arist mtDNA’s1 ile ¢alisilmistir (Cizelge 2.1, Sekil 2.2).

Sekil 2.1. Proje orneklerinden bir kisminin goriintiisii

Cizelge 2.1. Bal aris1 6rneklerinin alindig1 bolgeler ve drnek sayisi

Ornek Alinan Bélgeler Calisislan Ornek Sayisi (n)
Kirklareli 107
Tekirdag 10
Toplam 117
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Ornek alinan bélgelerde her bir populasyonda o bolgeyi maksimum diizeyde temsil eden

orneklerin alinmasina 6zen gosterildigi bilinmektedir (Sekil 2.2).

-
Tekirdag
7

Sekil 2.2. Ornek alman yerlerin harita iizerinde gosterilmesi

2.1.2 Kaullanilan araglar ve geregler

PCR, RFLP ve Elektroforez caligmalar1 esnasinda kullanilan araglarin ve gereclerin

listesi, asagidaki Cizelge 2.2’ de kullanim amaglar1 ve cihaz markalari ile birlikte verilmistir.

Cizelge 2.2. Calismada kullanilan araglar ve geregler

Cihaz Adx

Kullanim Amaci

Saf Su Cihazi

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi

pH metre (HANNA)

Tampon ¢ozeltiler i¢in gerekli pH’ y1 belirlemek

Manyetik Karistirici (Biosan)

Cozelti hazirlanmasi

Vortex (Biosan V-1 plus)

Cozelti hazirlanmasi

Santrifiij (Minispin plus)

Orneklerin ve kullanilan kimyasallarin ¢oktiiriilmesi

Manuel Hassas Terazi
Dijital Hassas Terazi

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi agamasinda sarf
malzemelerinin tartilmasi

PCR Cihaz1

Calisilan gen bolgesinin ¢ogaltilmasi

Jel Elektroforez Takimlari
(Wealtec-Elit 300 Plus,
Clever NanoPAC-300)

PCR f{irtinlerinin, restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu
elde edilen bant modellerinin belirlenmesi

Gii¢c Kaynaklar
(Wealtec, Clever)

Elektroforez sistemine elektrik ortaminin saglanmasi
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Cizelge 2.2. Calismada kullanilan araglar ve geregler (devami)

Jel Goriintileme Sistemi Elektroforez sonucu elde edilen bantlarin

(Vilber Lourmat Quantum) goriintiilenmesi ve bilgisayar ortamina aktarilmasi

Mikro Dalga Firim (Beko) Elektroforez i¢in agaroz jellerin hazirlanmasi
Derin Dondurucu (Vestel) Orneklerin ve gesitli sarf malzemelerin saklanmasi
Ceker Ocak 22 Cesitli zararli tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi
(TEZ-SAN Uzay Serisi)

Otoklav (Hirayama) Kullanilan tiim malzemelerin sterilizasyon asamasi

2.1.3 Tampon cozeltiler

Calismada yapilan PCR-RFLP analizleri sonrasinda elde edilen {iriinlerin kontroliinii
saglamak amaciyla yapilan elektroforez islemleri ve agaroz jelin hazirlanmasinda kullanilan

stok ve tampon g¢ozeltiler Cizelge 2.3’ te ayrintili bir sekilde verilmistir.

Cizelge 2.3. Elektroforez islemlerinin ve agaroz jellerin hazirlanmasinda kullanilan tampon
¢Ozeltilerin bilesimleri

Tampon Cozelti Molarite/Miktar Icerik

10X TBE 108.0¢g Tris

Elekrtroforez/Jel Tampon 55.0¢ Borik Asit

Cozeltisi 40.0 m 0.5 M EDTA (pH 8,0)
1 litreye tamamlanir. Deiyonize bdH20

1X TBE Elekrtroforez/Jel 100 ml 10 X TBE

Tampon Cozeltisi Deiyonize bdH20

1 litreye tamamlanir.

2.2 Metod

2.2.1 Genomik DNA érneklerinin se¢imi

Genomik DNA izolasyonu, daha once Tiibitak 3001 Projesi (TOVAG-1140883)
numarali proje kapsaminda gergeklestirilmistir. DNA miktar ve kaliteleri %]1°lik agaroz
jellerinde kontrol edilmistir. DNA miktar ve kalitesi iyi olan 6rnekler secilmis ve bu tez

calismasinda materyal olarak kullanilmistir.
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2.2.2 PCR optimizasyonu

DNA orneklerinin safliklart agaroz jelde kontrol edildikten sonra hedeflenen
mitokondriyel bolgelerin gogaltilmasi igin PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) optimizasyonu
gerceklestirilmistir. DNA molekiilleri tekrar PCR islemi yapilincaya kadar +4 °C’ de muhafaza

edilmistir. Uzun siireli beklemelerde derin dondurucuda saklamak daha giivenilirdir.

2.2.2.1 PCR Protokolii Se¢cimi

COI ve NDS5 genini ¢cogaltmak amaciyla iki farkli icerikte PCR protokolii denenmistir.
Farkli ANTP konsantrasyonlarinda iki farkli denemeden ikinci protokoliin uygun olduguna

karar verilmistir. Daha sonraki PCR islemlerinde ikinci protokol ile devam edilmistir.

Calismada yapilan analizler Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi/Tarimsal

Biyoteknoloji Boliimii Molekiiler Genetik Laboratuvart’ nda gergeklestirilmistir.

Cizelge 2.4. COI-ND5 PCR Optimizasyonu

- =)
PCR Reaksiyonu Mix 1 Mix 2
DNA 1,0 uL 1,0 uL
10X PCR Buffer (MgCI2) 1,0 uL 1,0 uL
DNTPIler 2,0 mM 0,2 mM
ileri Primer (F) 0,5mM 0,5 mM
Geri Primer (R) 0,5 mM 0,5 mM
Taqg polimeraz 0,1 uL 0,1 uL
dH20 4,9 uL 6,7 uL

Toplam 10 uL ‘ 10 uL |

N. J

Gen bolgesini ¢gogaltmak amaciyla PCR karisimi, termal cycler cihazina (ABI, Applied
Biosystems, Thermo Fisher) yerlestirilmistir. PCR i¢in gerekli sicaklik dongiileri Cizelge 2.8’

de verilmistir.
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2.2.3 Cahsilan mitokondriyel DNA PCR-RFLP gen bélgeleri

PCR protokolii se¢imini takiben hedeflenen mitokondriyel DNA COI (2095-3123
niikleotid dizisi arasinda) ve NDS5 (7381-8161 niikleotid dizisi arasinda) bdlgelerinin
cogaltilmasi amaciyla PCR islemi yapilmistir. Sekil 3.3’de niikleotid dizisi verilen COI; Ncol,
Sspl, Styl ve Sekil 3.4’ te niikleotid dizisi verilen ND5; Alul, Fokl, Hincll spesifik primerler ile
PCR cihazinda ¢ogaltilarak restriksiyon enzimleri ile kesilmistir. mtDNA, PCR-RFLP analizi

sirasinda kullanilan primerler, restriksiyon enzimleri ve kaynaklar Cizelge 2.5” da verilmistir.

Cizelge 2.5. PCR-RFLP sirasinda kullanilan primerler, restriksiyon enzimleri ve kaynak

Mitokondriyel  Primerler (5'—3") Enzimler Kaynaklar

DNA Bolgesi

COI (1028 bg¢) Ncol Bouga vd., 2005
COI —*F GATTACTTCCTCCCTCATTA Sspl Stevanovig vd., 2010
COI-*R AATCTGGATAGTCTGAATAA Sytl Meixner vd., 2013
ND5 (822bg) Alul Bouga vd., 2005
ND5—*F TCGAAATGAATAGGATACAG  Fokl-BtsCl  Ivanova vd., 2020
ND5—*R GGTTGAGATGGTTTAGGATT Hincll Meixner vd., 2013

*F, ileri primer; *R, geri primer

Calismaya baglamadan 6nce literatiir arastirmasi yapilirken ¢ogaltilacak gen bolgesine
ozgti primerlerin Nielsen vd. (1994; 1999) tarafindan dizayn edildigi yapilan arastirmalar
sonucunda goriilmistiir. Primerlerin niikleotit dizilimi Cizelge 2.5’ da ayrintili bir sekilde
verilmistir. Calisilan primerler ticari olarak bir firmadan siparis edilerek PCR analizi igin

kullanilabilir hale getirilmistir.

Bu gen boélgeleri kendilerine 6zgii primerler yardimi ile PCR cihazinda ¢ogaltilmistir ve
asagida belirtilmis olan restriksiyon enzimleri ile kesilerek analize devam edilmistir (Cizelge
2.6).
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Forward Primer >

GATTACTTCCTCCCTCATTATTTATACTTTTATTAAGAAATTTATTTTATCCAAGACCAGGAACTG
GATGAACAGTATATCCACCATTATCAGCATATTTATATCATTCTTCACCTTCAGTAGATTTTGCA
ATTTTTTCTCTTCATATATCAGGAATTTCCTCAATTATAGGATCATTAAACTTAATAGTTACAATT
ATAATAATAAAAAATTTTTCTATAAATTATGACCAAATTTCATTATTTCCATGATCAGTTTTTATT
ACAGCAATTTTATTAATTATATCATTACCTGTATTAGCTGGAGCAATTACTATACTATTATTTGAT
CGAAATTTTAATACATCATTTTTCGATCCTATAGGAGGTGGAGATCCAATTCTTTATCAACATTT
ATTTTGATTTTTTGGTCATCCAGAAGTTTATATTTTAATTTTACCTGGATTTGGATTAATCTCTCA
TATTGTAATAAATGAAAGAGGAAAAAAAGAAATTTTTGGTAATTTAAGAATAATTTATGCAATA
TTAGGAATTGGATTTCTAGGTTTTATTGTTTGAGCACATCACATATTTACAGTCGGATTAGATGT
TGATACTCGAGCATATTTTACTTCAGCAACAATAATCATTGCTGTACCAACAGGAATTAAAGTTT
TTAGATGATTAGCAACTTATCATGGTTCAAAATTAAAATTAAATATTTCAATTTTATGATCACTA
GGTTTTATTATACTATTTACTATTGGTGGATTAACAGGAATTATATTATCAAATTCTTCTATTGAT
ATTATTCTTCATGATACATATTACGTTGTTGGACATTTTCATTATGTTCTTTCAATAGGTGCAGTA
TTTGCAATTATTTCAAGATTTATTCATTGATATCCATTAATTACTGGATTATTATTAAATATTAAA
TGATTAAAAATTCAATTTATTATAATATTTATTGGAGTAAATCTAACTTTCTTTCCTCAACATTTT
TTAGGACTAATATCTATACCACGACGTTATTCAGACTATCCAGATT

Reverse Primer >

Sekil 2.3. mtDNA COI gen bolgesi niikleotid dizisi

Forward Primer >

TCGAAATGAATAGGATACAGTAAAAATTGTACCAATAATTAAATTAATTATTGAAAAATAATTA
TTTTTCTAAAAAAAAATATTTCAATAATTAAATCTTTTGAATAATAACCAACTAAAAAAGAAAA
CCACATAATCTTAAAATTGAAAAAATTAAAATTATTCTTTTTATTGGATAAATATAAATATACCA
TAATATATTCGAATATCTTGATTACTATATATATAATGTATATACCTACCAACAATATAAACATT
AATGATTTAAATATTGCATGAATAAATAAATGTAAAAATACTAATTCAGTTAACCAATTGATAA
TATTCTTATTATAAATCCTAATTGTCTTAAAGTAGAATAAGCAACAACTTTTTAAATCTAATTCA
AAATTTGCAACTAAACCAGCAAATAATATTGTTAATCTAGCAATCATATAATATAATTTTTATAA
TTAAAATCTAATAAATTTACATATCGAATTAATAAATAAATTCAGCAGTAACTAAAGTTGATGA
ATGAACTAAAGATGAAACAGGAGTTGGAGCTATTATTGCTTTGGTAATCAAGTTGAAAAAGAAT
TTGTGCTCTTTTAGTAAAAGCTATCAATAAAATATAAACATTATAAATTCATTTATTTTATAAAA
ACTTAAATTTCATCTTCCATAATATGTTATTAATCCATAATTAATAATAAACCAATATCTCCTAAT
CGATTTAATAAAATAGTAACTATACCTGAAGAATGATTTTATTTTTATATAATAAATTACAAGAC
AATAAGAAATTAATCCTAAACCATCTCACC

Reverse Primer >

Sekil 2.4. mtDNA NDS5 gen bdlgesi niikleotid dizisi
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Mitokondriyel DNA, PCR-RFLP c¢alismasinda kullanilan restriksiyon endoniikleaz
enzimleri ve bu enzimlerin saflastirildiklar: organizmalar ve kendilerine 6zgii tanima dizileri

Cizelge 2.6’ da verilmistir.

Cizelge 2.6. Kullanilan restriksiyon enzimleri, saflastirildiklar1 organizmalar ve kesim
yaptiklar1 6zgiin tanima dizileri

Enzim Saflastirildig organizma Ozgiin tamma dizisi (5' — 3")
Ncol Nocardia corallina 5°...C |CATGG...3’
3’...GGTAC 1C...5°
Sspl Sphaerotilus species 5°...AAT |ATT...3’
3°...TTA 1TAA...5’
Styl Salmonella typhi 5°..C |[CWWGG...3’
3’..GGWWC 1C...5°
Alul Arthrobacter luteus 5°...AG |CT...3’
3°..TC1GA...5’
BtsCIl-Fokl  Bacillus thermosphaericus 5°...GGATGNN |...3’
3’...CCTAC TNN...5’
Hincll Haemophilus influenzae 5°...A |AGCTT...3’

3’..TTCGA 1A...5’

2.2.4 Mitokonriyel DNA COI ve NDS5 bolgelerinin PCR ile cogaltilmasi

Istenilen mitokondriyel DNA, COI ve ND5 bolgelerinin ¢ogaltilmasi icin éncelikle PCR
1slemi ile yapilmistir. COI ve NDS5 gen bdélgesini ¢ogaltacak olan primerler, NCBI GenBankas1
veritabaninda bulunan bal aris1 tiim genom referans dizisi (Erisim No: NC-001566) kaynak
alinarak tasarlanmistir. Bu gen bolgeleri kendilerine 6zgii primerler yardimiyla PCR cihazinda

cogaltildi ve son asamada restriksiyon enzimleri ile kesilerek analiz edilmistir (Cizelge 2.6).

mtDNA COI ve ND5 lokuslarinin ¢ogaltilmasi sirasinda kullanilan PCR reaksiyonu ve
son konsantrasyonlar ve kullanilan miktarlar Cizelge 2.7” de, sicaklik ve dongiileride Cizelge

2.8’de verilmistir. Gen bolgelerine ait ileri ve geri primerler ile dizi iizerinde gdsterilmistir

(Sekil 2.3) (Sekil 2.4).
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Cizelge 2.7. PCR reaksiyonu, konsantrasyonlar1 ve kullanilan miktarlar

Kullanilan miktar (uL)
PCR Reaksiyonu Son konsantrasyon COl ND5
DNA 20 ng 4 uL 4 uL
10X PCR Buffer 1X 4L 4 uL
dNTPler (10 Mm) 2 mM 0,8 uL 0,8 uL
TleriPrimer(10mM) 0,5 mM 2 uL 2 ul
GeriPrimer(10mM) 0,5 mM 2 uL 2 uL
Taqg polimeraz 2U 0,4 uL 0,4 uL
dH20 - 26,8 L 26,8 uL

PCR reaksiyonu toplam hacim 40 uL olacak sekilde laboratuvar kosullarinda optimize edilmistir.

Calisilan reaksiyonun bilesenleri ve kullanilmig olan miktarlar, kalip DNA her 6rnek
icin aym oldugundan iki gen bélgesi ayn1 gizelgede verilmistir (Cizelge 2.7). Oncelikle 6rnek
sayimiz Kadar tiiplere H2O, 10X Tampon Buffer, ANTP, Primerler ve Tag-polimeraz igeren bir
reaksiyon karigimi 40 6rnek i¢in 6ncelikle hesaplanarak hazirlanmigtir. Bu reaksiyon karigimi
ependorf tlipii igerisinde karigtirildiktan sonra hazirlanan mix PCR tiiplerine esit olacak sekilde
dagitilmistir. Daha sonraki asamada her 6rnegin kendi DNA’larindan da eklenerek toplam
hacim 40 mikrolitre olacak sekilde tamamlanmistir. Buharlagsma pay1 diisiiniilerek reaksiyon
bilesenlerinin miktarlart hesaplanirken miktarlar fazlaca hesaplanmistir. PCR tiipleri, kapaklari
kapatildiktan sonra Cizelge 2.8 *deki PCR sartlarina gore otomatik olarak ayarlanmis olan PCR
cihazina yerlestirilmistir (Sekil 2.5).

Sekil 2.5. Orneklerin PCR cihazinda goriintiileri
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Cizelge 2.8. PCR sicaklik ve dongiiler

PCR programlar1  COI geni ND5 geni

On denatiirasyon 94 °C — 5 dk 94 °C — 5 dk

Denatiirasyon 94 °C — 1dk 94 °C —» 1 dk

Baglanma 55°C - 1,5dk 20dongl s500 5 35dongi
Uzama 72 °C — 2 dk 72 °C — 2 dk

Son uzama 72 °C — 15 dk 72 °C — 15 dk

2.2.5 Sonuclarin agoroz jel elektroforezi ile goriintiilenmesi

PCR fiiriinleri % 2’lik agaroz jel elektroforezinde kontrol edilmistir. Cizelge 2.3’te
agaroz jel hazirlamak i¢in gerekli olan ¢ozelti bilesimleri verilmistir. % 2’lik agaroz jel
hazirlamak i¢in; hassas terazide erlen igerisine 2 g agaroz tartilip daha sonra 100 mL 1X TBE
tampon ¢ozeltisi eklenmis ve karistirilmis (1), 3-5 dk mikrodalga firinda ¢6zelti homojen
goriiniim alana kadar 1s1 uygulanmistir. Ardindan hafifce ¢alkalanarak 50-60 °C’ye kadar
sogutulan ¢ozelti icerisine 2.5 pL. RedSafe boya ¢ozeltisi ( Nucleic Acid Staining Solution)
ilave edilmistir. Bu ¢ozelti tarakli jel tablasina yavasca dokiilmis (2), jel yatagina uygun tarak
takilip jelin donmasi beklenmistir. Tabladan tarak ¢ikartilarak jel, 1X TBE jel tampon ¢6zeltisi

ile bulunan yatay elektroforez tinitesine yerlestirilmistir (3)(Sekil 2.6).

Sekil 2.6. Agaroz jel elektroforezinin uygulama agsamalar1
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PCR fiiriinleri parafilm iizerinde yilikleme boyasi (loading dye) ile karigtirilmis ve
kuyulara yiiklenip yaklastk 100V’ da 1.0-1.5 saat beklenerek -elektroforez islemleri
gerceklestirilmistir. Daha sonra UV goriintiileme cihazinda (Vilber Lourmat Quantum)
orneklerin genotipleri belirlenerek fotograflari ¢cekilmistir. PCR islemi 3 saat siirmiistiir ve siire
sonunda PCR iiriinleri agoroz jel elektroforezi goriintiilendikten sonra istenildigi zaman

kullanilmak tizere +4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Sekil 2.7. Analizlere ait gorseller

a) Santrifiij cihazimin gériiniisii b) PCR cihazlarinda DNA amplifikasyonlar: ¢) Orneklerin parafilm iizerinde
yiikleme boyast ile karistirilmast d) Orneklerin yiikleme hazirligi e) Orneklerin jele yiiklenmesi f) Elektroforez
g) Kullanilan goriintiileme cihazi h) Jelin goriintiileme cihazindaki goriintiisii
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2.2.6 Mitokondriyel DNA COI bélgesinin Ncol, Sspl, Styl ve ND5 boélgesinin Alul, Fokl,

Hincll restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesimi

COI gen bolgesinin mitokondriyel genomda 1028 baz ¢ifti uzunlugunda oldugu ve ND5
gen bolgesinin 822 baz ¢ifti uzunlugunda oldugu bilinmektedir. Bu gen bolgelerinde
polimorfizm tespit etmek amaciyla Ncol, Sspl, Styl, Alul, Fokl, Hincll restriksiyon enzimleri
kullanilmistir. Bu gen bolgeleri kendilerine 6zgii primerler yardimiyla 6ncelikle PCR cihazinda
cogaltilmistir ve Cizelge 2.9’da verilen bilesenler kullanilarak restriksiyon enzimleri ile daha
onceden hazirlanmis protokole uygun sekilde PCR iiriinlerinin analizi yapilmistir. Kullanilan

restriksiyon endotiikleaz enzimleri ve parga biiyiikliikleri Cizelge 2.11.’de verilmistir.

Cizelge 2.9. COI ve NDS bolgesinin restriksiyon enzimleri ile kesim reaksiyonu

PCR Uriinii 10 uL 37°C de 1-16 saat inkiibe edilmis ve ardindan 65 °C de
Enzim 0,5 uL 20 dakika inaktive edilmistir.

Buffer 2 uL

dH20 18 uL BtsCl 55 °C de 16 saat inkiibe edilmis ve ardindan 80

°C de 20 dakika inaktive edilmistir.

DNA iizerinde kesim enzimlerinin etkinligini gosterebilmesi icin sicaklik, pH,
reaksiyon tamponu gibi bazi uygun kosullarin saglanmasi gerekmektedir. Bu kosullar farkl:

restriksiyon enzimlerinde degiskenlik gostermektedir.

Uygun reaksiyon kosullar1 saglandiginda 1pg DNA’nin tamamen kesilmesini

gerceklestiren miktar “bir tinite” olarak tanimlanir (Cizelge 2.10).

Cizelge 2.10. Restriksiyon enzimlerinin konsantrasyonlari (U/ml)

Restriksiyon enzimleri Stok konsantrasyonlar: (U/ml)
Ncol, Sspl, Fokl, Hincll 500

Styl 2500

Alul 600
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Bu calismada PCR ile ¢ogaltilmis DNA pargalarinda COI geni 3 farkli enzimle (Ncol,
Sspl, Styl); ND5 geni 3 farkli enzimle (Hincll, Alul, Fokl ) Kesilmistir.

Cizelge 2.11. Kullanilan restriksiyon enzimleri ve fragment biiyiikliikleri

Enzim COl lokusunda kesim sonucu ND5 lokusunda kesim sonucu
elde edilen fragmentler (bg) elde edilen fragmentler (bg)

Ncol 246, 782,1028 -

Sspl 523, 213,175, 85, 32 -

Styl 400, 628, 1028 -

Alul - 554, 211, 57

BtsCI-Fokl - 1028

Hincll - 1028

Kesim sonrasinda elde edilen iriinler % 2.5’lik agaroz jel elektroforezinde
yiritilmiistiir. Agaroz jel yukarida 2.2.5” de anlatildigi gibi hazirlanmistir. Jel donduktan sonra
taraklar ¢ikarilmistir. DNA yiikleme tamponu ile karistirilarak kuyucuklara yiiklenmistir ve 110
V’ da 1,5 saat yiritiilmiistiir. Kesim {irlinlerinin agaroz jelde ytirtimesi sonucu sonra jeller UV
goriintiileme sisteminde (Vilber Lourmat Quantum) goriintiilenmistir. Calisilan orneklere ait

kesim profilleri ve elde edilen bant biiyiikliikleri tespit edilmistir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

Bu arasgtirmada COI ve NDS5 genlerinde olast mtDNA varyasyonlari tespit edilmeye ve
genetik markerler belirlenmeye ¢alisiimistir. COI geninde Ncol, Sspl ve Styl kesim enzimleri
ile ND5 geninde ise Alul, Fokl ve Hincll kesim enzimleri ile ¢alisilmis ve olas1 kesim noktalari

asagida verilmistir.

3.1 COI Gen Bélgesinin PCR ile Cogaltiimasi

lleri 5 GATTACTTCCTCCCTCATTA 3’ ve Geri 5’
AATCTGGATAGTCTGAATAA 3’ primerler kullanilarak ( Sekil 2.3) COI bolgesi PCR ile
cogaltilmistir ve 1028 bg’ lik PCR f{irtinii elde edilmistir (Sekil 3. 1) . Elde edilen bu PCR
tirtinleri % 1° lik agaroz jel elektroforezinde kontrol edilmistir. PCR analizi sonucunda biitiin
orneklerde 1028 b¢ uzunlugunda tek bir bant meydana gelmistir. COI gen bolgesinin PCR

isleminde kullanilan primerler ve restriksiyon enzimleri Cizelge 2.5 ve 2.6’da verilmistr.

500bp

Sekil 3.1. COI gen bélgesi PCR iiriinleri, 1-17 drnekler (1028 bp), M: GeneRuler™ 100 bp
DNA Ladder

3.1.1 COI gen bolgesinin Ncol enzimi ile kesilmesi

COI gen bolgesinde kesim amaciyla Ncol (ER0571 Thermo Fisher Scientific)
restriksiyon enzimi kullanilmistir. Calisilan bal aris1 populasyonlarinda COI gen bolgesinin
1028 bg’lik boliimii PCR’ da ¢ogaltilmistir ve ardinda Ncol restriksiyon enzimi ile kesim
yapilmistir. Ncol enzimi ile muamele edilmesi sonucunda 2345. pozisyonda meydana gelen
mutasyon sonucu (G—A transizyonu) yeni bir kesim noktasi olusturmustur ve CCATGG

seklinde olan DNA dizisi CCATGA olarak yeni bir Ncol kesim noktasi olustugu bulunmustur.
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Ik defa bulunan bu kesim sonucu jelde 246 ve 782 b¢’ lik 2 banttan olusan kesim profili elde
edilmistir. Bu profil literatiirde bildirilen haplotiplere ilave olarak C haplotipi olarak
belirlenmistir. Calisilan 6rneklerin 2’ sinde Tekirdag yoresine ait 12 tanesinde ise Kirklareli
populasyonuna ait bu sekilde kesim tespit edilmistir. Diger orneklerin tamaminda kesim

olmamistir ve 1028 bg’lik B haplotipi bulunmustur.

8 9 10 11 12 13 14 15 16 M

1000bp
750bp
500bp
250bp

Sekil 3.2. COI gen bolgesinin Ncol enzimi ile kesimi, % 2’lik agaroz jel elektroforezi ile elde
edilen kesim {irtinleri, PCR firiinii: B tip (1028 bp), 11. ve 13. 6rnekler: C tip (246 bp-782 bp),
M: Fermentas GeneRuler™ 1kb DNA Ladder

3.1.2 COI gen bolgesinin Sspl enzimi ile kesilmesi

COI gen bolgesinde kesim amaciyla Sspl (ERO771 Thermo Fisher Scientific)
restriksiyon enzimi kullanilmistir ve bal aris1 populasyonlarinda COI gen bolgesinin 1028
b¢’lik boliimii ncelikle PCR ile ¢ogaltilmigtir ve ardindan Sspl enzimi ile kesimi sonucunda
incelenen tiim 6rneklerde 523, 213, 175, 85, 32 b¢ uzunlugunda kesim profili elde edilmistir ve
C haplotipi bulunmustur. Asagidaki resimde goriildiigii gibi bazi 6rnekler daha parlak bazilari
ise daha zayif bant goriilmektedir. Bunun sebebininin DNA miktarlar ile iligkili oldugu
sOylenebilir. Ancak 32 b¢ uzunlugunda olan bant muhtemelen kii¢iik oldugundan dolay jelde

silik bir goriintii olusturmustur.
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1 231 47 55 6E7-seaie0ut {1 A1t 15 M 16 17 18 19

1000bp

750bp
500bp

250bp

Sekil 3.3. COI gen bolgesinin Sspl enzimi ile kesimi, % 2’lik agaroz jel elektroforezi ile elde
edilen kesim iiriinleri, 1 ve 19 6rnekler: C tip (523 bp, 213 bp, 175 bp, 85 bp ve 35 bp), M:
Fermentas GeneRuler™ 1kb DNA Ladder

3.1.3 COI gen bolgesinin Styl enzimi ile kesilmesi

COI gen bolgesinde kesim amaciyla Styl (ER0411 Thermo Fisher Scientific)
restriksiyon enzimi kullanilmigtir. COI lokusunun 1028 bg’lik bolimii oncelikle PCR ile
cogaltilmistir ve ardindan Styl restriksiyon enzimi ile kesim yapilmistir. Styl enzimi ile
muamele edilmesi sonucunda 2150. pozisyonda (G—A transizyonu) mutasyonu sonucu
CCWWGG seklinde olan DNA dizisinin CCWWGA olarak degisebilecegi goriilmiistiir ve
daha oOnce literatiirde bildirilen kesim noktasi tespit edilmistir. Bu noktada tek kesim sonucu
jelde 626 ve 402 bg’ lik kesim profili elde edilmis ve bu profil B haplotipi olarak ifade
edilmistir. Calisilan Kirklareli 6rneklerinin 52’sinde bu kesim modeli tespit edilmistir. Geri
kalan Kirklareli ornekleri ve Tekirdag oOrnekleri kesim olmamistir ve A haplotipinde

bulunmustur.
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Sekil 3.4. COI gen bolgesinin Styl enzimi ile kesimi, % 2’lik agaroz jel elektroforezi ile elde
edilen kesim ftiriinleri, PCR iiriinii: A tip (1028 bp), 1. ve 10. 6rnekler: B tip (400 bp-628 bp),

1000bp
750bp
500bp

250bp

D CGEED G G G D ... e

M: Fermentas GeneRuler™ 1kb DNA Ladder

2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121

taatactagg
ttccteecte
gatgaacagt
ttgcaatttt
tagttacaat
catgatcagt
caattactat
gtggagatcc
ttttaatttt
aagaaatttt
ttattgtttg
ttacttcagc
caacttatca
ttatactatt
ttattcttca
cagtatttgc
ta aa
tctttcctceca
attcttatta

atcacctgat
attatttata
atatccacca
ttctcttcat
tataataata
ttttattaca
actattattt
aattctttat
acctggattt
tggtaattta
agcacatcac
aacaataatc
tggttcaaaa
tactattggt
tgatacatat
aattatttca
atgattaaaa
acatttttta
ctgttgaaat

atagcattcc
cttttattaa
ttatcagcat
atatcaggaa
aaaaattttt
gcaattttat
gatcgaaatt
caacatttat
ggattaatct
agaataattt
atatttacag
attgctgtac

cccgaataaa
gaaatttatt
atttatatca
tttcctcaat
ctataaatta
taattatatc
ttaatacatc
tttgattttt
ctcatattgt
atgc

tcggattaga
caacaggaat

ttaaaattal -tcaat

ggattaacag
tacgttgttg
agatttattc
attcaattta

gaattatatt
gacattttca
attgatatcc
ttat

ggact- Itataccacg

tcaatttcat

ctataggatc

taatattaga
ttat

ttcttcacct
tataggatca
tgaccaaatt
attacctgta
atttttcgat
tggtcatcca
aataaatgaa
aggaattgga
tgttgatact
taaagttttt
tttatgatca
atcaaattct
ttatgttctt

ttttgattac
ccaggaactg
tcagtagatt
ttaaacttaa
tcattattte
ttagctggag
cctataggag
gaagtttata
agaggaaaaa
tttctaggtt
cgagcatatt
agatgattag
ctaggtttta
tctattgata
tcaataggtg

attaatgtact ggattattat

tattggagta

aatctaactt

acgttattca gactatccag

aataatttca

ttaaatagaa

Sekil 3.5. COI bolgesinde bulunan restriksiyon enzimi kesim noktalari
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3.2 ND5 Gen Bolgesinin PCR ile Cogaltilmasi

Ileri 5’TCGAAATGAATAGGATACAG 3’ ve Geri 5’
GGTTGAGATGGTTTAGGATT 3’ primerler kullanilarak (Sekil 2.4) NDS5 gen bolgesi PCR
ile ¢ogaltilmistir ve bunun sonucunda 822 b¢’ lik PCR iiriinii elde edilmistir (Sekil 3.6). Bu
PCR iiriinleri % 1’ lik agaroz jel elektroforezinde konrol edilmistir.

PCR ile ¢ogaltim sonucunda tiim 6rneklerde 822 bg¢ uzunlugunda tek bant meydana
geldigi goriilmiistiir. ND5 gen bolgesinin PCR isleminde kullanilan primerler ve restriksiyon

enzimleri Cizlge 2.5 ve 2.6’de verilmistr.

822bp

500bp

Sekil 3.6. ND5 gen bolgesi PCR iiriinleri, 1-12 &rnekler (822 bg), M: GeneRuler™ 100 bp DNA
Ladder

3.2.1 NDS5 gen bolgesinin Alul enzimi ile kesilmesi

ND5 gen bolgesinde kesim amaciyla Alul (ER0011 Thermo Fisher Scientific)
restriksiyon enzimi kullanilmistir. ND5 lokusunun 822 bg¢’lik boliimii PCR ile ¢ogaltilmistir ve
ardindan Alul restriksiyon enzimi ile muamele edilmistir. Bu gen bolgesinde Alul restriksiyon
enzimi ile inkiibasyonu sonucu ¢aligilan tiim 6rneklerde 554, 211 ve 57 bg’lik 3 banttan olusan
kesim profili elde edilmistir ve C haplotipi belirlenmistir. Bu 6rneklerde asagidaki resimde
gorildiigli lizere baz1 6rneklerin daha parlak baz1 6rneklerin ise zayif bant vermesi DNA
miktarlart ile ilgilidir. Ancak 57 b¢ uzunlugunda olan bant muhtemelen kii¢lik oldugundan

dolayi jelde silik bir goriintii olusturmustur.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M 16

1000bp
750bp
500bp 554bp
250bp
211bp
57bp

Sekil 3.7. ND5 gen bolgesinin Alul enzimi ile kesimi, % 2’lik agaroz jel elektroforezi ile elde
edilen kesim iiriinleri, 1. ve 16. drnekler: C tip (554 bp, 211 bp ve 57 bp), M: Fermentas
GeneRuler™ 1kb DNA Ladder

3.2.2 ND5 gen bolgesinin Fokl enzimi ile kesilmesi

ND5 gen bolgesinde kesim amaciyla Fokl (ERO0871 Thermo Fisher Scientific)
restriksiyon enzimi kullanilmistir. Bu kesimde FokI enzimi yerine onun izosizomeri olan BtsCl
enzimi kullanilmistir. Fokl enzimi ile ND5 geninin kesilmesi sonucu incelenen biitiin
populasyonlarda 822 b¢ uzunlugunda jelde tiim 6rneklerde tek bir bant profili olusmustur ve
bunun B haplotipi oldugu tespit edilmistir. Calismada kullanilan bal arilarinin mtDNA

genomunun ND5 geninde bu enzimin tanima bolgesinin olmadigr goriilmiistiir.

10 11 ™M 12 13 14

750bp 822bp

500bp

250bp

Sekil 3.8. ND5 gen bolgesinin Fokl-BtsCI enzimi kesim sonucu, % 2’lik agaroz jel elektroforezi
ile elde edilen kesim iiriinleri, 1-14 &rnekler: B tip (822 bp) M: Fermentas GeneRuler™ 1kb
DNA Ladder
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3.2.3 NDS5 gen bolgesinin Hincll enzimi ile kesilmesi

ND5 gen bolgesinde kesim amaciyla Hincll (ER0491 Thermo Fisher Scientific)
restriksiyon enzimi kullanilmistir. Hincll enzimleri ile ND5 genin kesimi sonucu incelenen tiim
populasyonlarin 822 b¢ uzunlugunda tek bant profili olusturdugu ve bunun B haplotipi oldugu
goriilmistiir. Calisilan bal arist populasyonlarinin mtDNA genomunun ND5 geninde bu

enzimin tanima bolgesinin olmadigi goriilmiistiir. Jel gorintiileri ¢alisilan biitiin 6rneklerde

ayni sekilde bant vermistir.

Sekil 3.9. ND5 gen bolgesinin Hincll enzimi kesim sonucu, % 2’lik agaroz jel elektroforezi ile
elde edilen kesim tirtinleri, 1-12 6rnekler: A tip (822 bp (kesim bulunamamuistir)), M: Fermentas

750bp
500bp

250bp

GeneRuler™ 1kb DNA Ladder

822bp

7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161

taaaactaaa
aattattgaa
ataataacca
tctttttatt
tatataatgt
aaataaatgt
taattgtctt
taaaccagca
atctaataaa
atgaactaaa
aggaatttgt
tattttataa
taaaccaata
tatttttata

attattcgaa
aaataaatta
actaaaaaag
ggataaatat
atatacctac
aaaaatacta
aaagtagaat
aataatattg
tttacatatc
gatgaaacag
gctcttttag
aaacttaaat
tctcctaatce
taataaatta

atgaatagga
tttttctaaa
gaaaaccaca
aatatatacc
caacacatat
attcagttga
aagcaacaac
ttaatctagce
gaattaataa
gagttggagc
taaaagctat
ttcatcttcc
gatttaataa
caagacaata

tacagtaaaa
aaaaaatatt
taatcttaaa
ataatatatt
aaacattaat
accaattgat
tttttttaaa
aatcaatata
ataaattcca
tattattgct
caataaaata
ataatatgtt
aatagtaact
agaaattaat

attgtaccaa
tcaataatta
attgaaaaaa
cgaatatctt
gatttaaata
aatattctta
tctaattcaa
atataatttt
gcagtaacta
attggtaatc
taaatcatta
attaatccca
atacctgaag
cctaaaccat

taattaaatt
aatcttttga
ttaaaattat
gattactata
ttgcatgaat
ttataaatcc
aatttgcaac
tataattaaa
aagttgatga
aagttgaaaa
taaattcatt
taattaataa
taaatgattt
ctcaacctaa

Sekil 3.10. NDS5 restriksiyon enzimi kesim noktalar1
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Calisilan bal arilarinin mtDNA genomunda yapilan bu ¢alismada COI geni igin 117
ornekte 3 farkli restriksiyon endoniikleaz enzimi (Ncol, Sspl, Styl) kullanilarak PCR-RFLP
analiziyle genetik varyasyon tanimlanmistir. Populasyonlardaki 6rneklerde her bir enzim igin
A, B ve C tipinde kesim profili olusmustur. Calisilan ar1 6rneklerinde yapilan analiz sonucu
COI/Ncol geninde 246 ve 782 bg’lik yeni bir kesim profili Kirklareli ve Tekirdag drneklerinde
bulunmustur. Bu profil C haplotipi olarak belirlenmistir. COI/Sspl geninde daha once
literatiirde de bildirilen 523, 213, 175, 85 ve 32 b¢’lik i¢in 5 farkli kesim Oriintiisii ¢alisilan tiim
orneklerde bulunmustur ve bu profil C haplotipi olarak belirlenmistir. COI/Styl geninde 400 ve
628 be’lik 2 farkli kesim profili belirlemistir ve bu profilin B haplotipinde profil olusturan
ornekler oldugu goriilmiistiir. Asagidaki ¢izelgede ¢alisilan biitiin enzimler ile kesim sonucu

populasyonlarda meydana gelen kesim oriintiisii verilmistir.

Cizelge 3.1. Calisilan populasyonlarda mtDNA COI boélgesine uygulanan enzimler sonucu
olusan bant profilleri, parca uzunluklari ve haplotipleri

Ncol Sspl Styl

b B C b C b A B

1028 - 523 - 1028 -
782 - 213 - 628 -
246 - 175 - 400 -
85 -
32 -

NDS5 geni i¢in 132 farkli populasyonun herbirinden 3 farkli restriksiyon endoniikleaz
enzimi (Fokl, Alul, Hincll) kullanilarak PCR-RFLP analiziyle genetik varyasyon
tanimlanmustir. Caligilan ar1 6rneklerinde yapilan analiz sonucu ND5/Alul geninde daha 6nce
literatiirde bildirilen 554, 211 ve 57 bg¢’lik 3 farkli kesim profili Tekirdag ve Kirklareli
orneklerinde bulunmustur ve C haplotipi oldugu belirlenmistir. ND5 geni Fokl enzimi ile ND5
geni Hincll enzimi kesim sonucu incelenen biitiin populasyonlarda kesim tespit edilmemis ve

822 b¢ uzunlugunda tek bir bant ve B haplotipi belirlenmistir.
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Cizelge 3.2. Calisilan populasyonlarda mtDNA NDS5 boélgesine uygulanan enzimler sonucu

olusan bant profilleri, parca uzunluklar1 ve haplotipleri

Alul Fokl-BtsCl  Hincll
be C be B be
o544 - 822 - 822
211 -

S57 -

Yapilan bu tez calismasinda calisilan yorelere ait bal arillarinin gen bdlgelerine

uygulanan kesim enzimleri ile ortaya ¢ikan farkli mtDNA haplotip grubu olustugu

bilinmektedir ve kesim bdlgeleri bulunan enzimlere gore asagidaki ¢izelgede olusturulmustur.

Cizelge 3.3. Gen bolgesindeki populasyonlarin haplotip ¢esitliligi

Gen bolgesi COl ND5
Enzim/Haplotip Ncol Sspl  Styl  Alul Fokl  Hincll
Tip 1 B C A C B B

Tip 2 B C B C B B

Tip 3 C C A C B B

Tip 4 C C B C B B
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Yapilan caligmalar sonucunda COIl ve ND5 lokuslarinda elde edilen modellere bagh
olarak caligilan yorelere ait bal aris1 populasyonlarinin ait oldugu genetik soya karar vermek

i¢cin asagida 6zet bir ¢izelge olusturulmustur.

Cizelge 3.4. Calismada kullanilan restriksiyon enzimleri ile gen bdlgeleri bakimindan Apis
mellifera tiirlerinin karsilastirilmasi

GenBolgesi/Enzim g -g ‘(é) E (% %2
A.m.anatoliaca - + - COl
ND5
A.m.macedonica + + + COl
+ ND5
A.m.adami - - - COl
- ND5
A.m.cecropia - - - - COl
- ND5
A.m.cyprica - - - COl
ND5
Greek + + + COl
+ + ND5
Bulgarian - COl

- - ND5
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4. SONUC VE ONERILER

Tiirkiye’ de bulunan mevcut bal aris1 ik ve ekotiplerinin gen kaynagi olarak
korunmasinda farkli 1slah stratejilerinin olusturulmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Yapilan bu
caligmada, Tiirkiye’nin Kirklareli ve farkli yorelerine ait bal arilarinda mtDNA molekiili
bakimindan olast yeni haplotiplerin belirlenmesi ve populasyonlar arasindaki farkliliklarin
tespit edilmesi amaciyla COI Ve ND5 gen bolgeleri Ncol, Sspl, Styl, Alul, Fokl, Hincll
restriksiyon enzimleri ile kesilmistir ve olasi kesim noktalar1 belirlenmistir. 117 farkli 6rnegin

mtDNA agisindan farkliliklarin1 degerlendirmek igin COI ve ND5 gen bolgeleri incelenmistir.

Restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesim ve sonucunda elde edilen niikleotid
degisiklikleri temelinde irklar, ekotipler ve hatta populasyonlarin arasindaki benzerlik ve
farkliliklar arastirilabilmektedir. Bu sayede de tiim tiirlerde genetik yakinlik ve uzakliklar
ortaya konulabilmektedir. Burada yapilan tez ¢calismasinda iki farkli mtDNA bolgesi (COl ve
ND5) arastirilmis ve Kirklareli bal aris1 popiilasyonlarindaki genetik benzerlik yada farkliliklar
ortaya konulmustur. Yapilan analizler sonucu farkli enzimler ile muamele sonucu
populasyonlar1 ayirt etmede kullanilacak Ncol ve Styl restriksiyon enzimi ile kesim sonucu

farkli varyasyonlar bulunmustur.

COI/Ncol enzimi ile muamele edilmesi sonucunda bir ilk olarak 2345. pozisyonda
meydana gelen mutasyon sonucu (G—A transizyonu) yeni bir kesim bolgesi olusturmustur ve
CCATGG seklindeki DNA dizisi CCATGA olarak yeni bir Ncol kesim noktasi olusturmustur
ve bu haplotip C haplotipi olarak belirlenmistir. Bu haplotip Kirklareli ve Tekirdag 6rneklerinde

bulunmustur. Kesim bulunan 6rneklerin A.m.macedonica kdkenli olabilecegi tespit edilmistir.

COI/Sspl enzimi ile muamele edilmesi sonucunda C haplotipi belirlenmistir. Calisilan
Kirklareli 6rnekleri ve Tekirdag 6rneklerinde bu sekilde kesim bulunmustur. Kesim bulunan

ornekler A.m.anatoliaca, A.m.macedonica kokenli olabilecegi tespit edilmistir.

COIl/styl enzimi ile muamele edilmesi sonucunda 2150. pozisyonda meydana gelen
mutasyon sonucu (G—A transizyonu) kesim noktasi olusturmus ve CCWWGG seklindeki
DNA dizisinin CCWWGA olarak degistigi goriilmiistiir. Bu kesim sonucu bu profil B haplotipi
olarak belirlenmistir. Kesim bulunan 6rneklerin A.m.macedonica kdkenli olabilecegi tespit

edilmistir.
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NDS5/Alul restriksiyon enzimi ile kesim sonucu C haplotipi elde edilmistir. Calisilan
Kirklareli ve Tekirdag 6rneklerinde bu sekilde kesim bulunmustur. Kesim bulunan 6rneklerin

A.m.macedonica kokenli olabilecegi tespit edilmistir.

ND5/Fokl enzimleriyle incelenmis tiim populasyonlarin 822 b¢ uzunlugunda tek bir

bant profili olusturdugu ve B haplotipi olusturdugu goriilmiistiir.

NDS5/Hincll enzimleriyle incelenmis tiim populasyonlarin 822 b¢ uzunlugunda tek bir

bant profili olusturdugu ve B haplotipi olusturdugu goriilmiistiir.

Bu tez calismasinda, COI ve ND5 gen bolgelerinde farkli restriksiyon enzimleriyle
kesim sonucunda Kirklareli bal aris1 populasyonlarinda elde edilen haplotipler ortaya
konulmustur. Daha 6nce literatiirde bildirilen kesimlere ilave olarak sadece COI/Ncol enzimi
ile kesim sonucunda farkli varyasyon ve mutasyon noktalar1 tespit edilmistir. Bu bildirilen
kesim digindaki gen enzim kombinasyonlarinda daha 6nce literatiirde bildirilen sonuglar
bulunmustur. COI bolgesinin Ncol enzimi ile kesimi sonucunda Tekirdag populasyonuna ait 2
ornekte ve Kirklareli’ye ait 12 Ornekte mutasyon tespit edilmis ve bu agidan
degerlendirildiginde her iki populasyon da polimorfik bulunmustur. COI gen bdlgesinin Styl
enzimi ile kesimi sonucunda Kirklareli populasyonlarinin % 48.5’u B haplotipinde, % 51,5’1 A

haplotipinde bulunmustur.

Bu tez ¢alismasinda incelen Kirklareli 6rneklerinin bir kisminda literatiirde bildirilen A.
m. macedonica orneklerinde tespit edilen haplotiplere benzer haplotipler tespit edilirken bir
kisminin oldukga farkli bant profilleri gosterdigi goriilmektedir. Bu durumun sebebinin hem
incelenen Ornek sayisinin az olmast ve hem de bélgede yogun bir Karniyol ana ari
kullanimindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Kirklareli populasyonu ve tiim Trakya
boyunca farkli gen kombinasyonlar ile ¢aligmalar yapilarak bolge ici irk ve ekotipler ortaya

konmali, bu hipotezler dogrulanmali veya test edilmelidir.

Bal aris1 irklarimin fizyolojik veya davranigsal 6zelliklerinin belirlenerek detayli bir
sekilde tanimlanmasi veya korunmasi bir zorunluluktur. Bunun yapilabilmesi i¢in genetik
cesitliligin belirlenmesi gerekmektedir. Bundan sonra yapilacak olan benzer ¢aligmalarda ve

ayrica veri tabani olusturulmasinda bu tez ¢alismasinin faydali olacag diisiiniilmektedir.
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