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Tamamlanan bu tez projesinde, materyal olarak 5 farkli ticari firmadan, 3 farkli
dogal alandan (Faselis, Termessos, Bayatbademler), 3 farkli yogun seracilik
bolgesinden (Aksu, Demre, Kumluca) ve 1 yayla seraciliginin yeni bagladigi alandan
(Geyikbayiri-Sinan Degirmeni) 30’ar Bombus terrestris L. is¢i ar1 6rnegi toplanmustir.

Tim Dbireylerden Chelex-100 ve CTAB yontemi kullanilarak DNA
ekstraksiyonu  yapilmis ve 0Ozglin  primerler kullanilarak mtDNA COlb
(sitokromoksidaz Ib) ve Cytb (sitokrom b) gen bolgeleri PCR ile ¢ogaltilmistir.
Toplamda mtDNA CO1b gen bolgesine ait 180 adet ve mtDNA Cytb gen bolgesine ait
180 adet niikletotid dizisi tizerinden SNP haplotipler belirlenmistir. Haplotip analizleri
sonucunda 12 populasyonun genetik yapisi ve populasyonlar arasi filogenetik iliskiler
ortaya ¢ikartilmistir.

Yapilan analizler sonucunda ticari firma ve seralara yakin dogal alanlardaki ari
orneklerinin c¢alisilan gen bolgeleri bakimindan yiiksek benzerlige sahip oldugu
belirlenmistir. Bu tespit, bitkisel tiretimde polinasyon amaciyla seralarda kullanilan
kolonilerden yakin ¢evreye gen akisinin oldugunu isaret etmektedir. Farkli habitatlardan
toplanan dogal populasyonlarin filogenetik agagta ticari ve sera bolgesi
populasyonlarindan farkli dallar1 teskil etmesi kendilerine 6zgilin genetik yapilari
korudugunu gostermektedir. Elde edilen sonuglar, ticari kolonilerin kontrolsiiz ve
tedbirsiz kullaniminin yakin zamanda orijinal B. terrestris gen kaynaklarina ciddi tehdit
olacagin diistindiirmektedir.
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JURI : Dog. Dr. Kemal KARABAG (Danisman)
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF GENETIC DIVERSITY AND PHILOGENETIC
RELATIONS WITH REGARD TO mtDNA OF BOMBUS TERRESTRIS BEE IN
ANTALYA REGION
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Bombus terrestris L. worker bee samples were collected as material from 5
different commercial companies, 3 different natural areas (Fhaselis, Termessos,
Bayatbademler), 3 different dense greenhouses areas (Aksu, Demre, Kumluca) and 1
plateau area (Geyikbayiri-Sinan Degirmeni) where greenhouses activities have been just
beginning in this completed thesis project. 30 bees from each of locations.

DNA extraction was performed by Chelex-100 and CTAB from all individuals
and mtDNA COlb (cytocromoxidase Ib) and Cytb (cytochrome b) gene regions were
amplified by PCR using specific primers. In total, SNP haplotypes were determined
from 180 nucleotide sequences belonging to the mtDNA CO1b gene region and 180
nucleotide sequences belonging to the mtDNACytb gene region. Haplotype analysis
revealed genetic structure of 12 populations and phylogenetic relationships between
populations.

As a result of the analyzes, it was determined that bombus samples in the natural
areas near the greenhouses and commercial firms have high similarity in terms of the
studied gene regions. This finding indicates that there is a gene flow in the vicinity of
the colonies used in the greenhouse for the purpose of policing in crop production. The
fact that the natural populations collected from different habitats constitute different
branches from the commercial and greenhouses populations in the phylogenetic tree
show that they have retained their genetic constructs. The results obtained suggest that
the uncontrolled and imprudent use of commercial colonies will soon be a serious threat
to the original B. terrestris gene sources.

KEYWORDS: MtDNA, CO1b, Cyth, Phylogenetic, Bombus terrestris
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ONSOZ

Tiirkiye biyolojik cesitlilik bakimindan diinya ¢apinda 6nemli cografyalardan
biridir. Sahip oldugu genetik kaynaklardan tam anlamiyla faydalanamayan {ilkemizin en
azindan 6zgiin canli tlirlerini tanimlamasi ve korumasi gerekmektedir. Bu ¢ercevede,
bombus arilarmin Tiirkiye biyolojik ¢esitliliginin en énemli pargalarindan biri oldugu
bilinmektedir. Diinya genelinde dogal bombus ar1 populasyonlarinin azaldigi ve birgok
tiiriin yok olma tehlikesi altinda oldugu bir¢ok arastirmaci tarafindan bildirilmektedir.
Dogal bombus tiir ve populasyonlarinin azalis1 yalniz biyolojik ¢esitlilik bakimindan bir
kayip degil ayn1 zamanda ekosistemin korunmasi agisindan tehlikeli bir durumdur.
Antalya yoresi Turkiye 6lgeginde 6nemli bir gen merkezi olup farkli iklim ve floraya
adapte olmus ¢ok sayida bombus arisi tiirli ve alttiirli barindirmaktadir.

Genetik cesitliligin tespit edilmesi ve gen kaynaklarinin korunmasi Tiirkiye yerel
bombus populasyonlari i¢in olduk¢a Onemlidir. Bu sebeple dogal populasyonlarin
korunmasi amaciyla genetik yapilarinin belirlenmesi gerekmektedir. Bombus arilarinda
tiirler aras1 ve tiir ici farkliliklarin ortaya konulmasinda yapilan aragtirmalarda kullanilan
yontemlerin basinda mitokondriyal DNA (mtDNA) gelmektedir. Seraciligin yogun
yapildigi Antalya yoresinde polinasyon amaciyla kitlesel olarak iiretilen ticari B.
terrestris kolonilerinin kullanimi da olduk¢a yogundur. Sera igerisine birakilan
kolonilerden disartya ar1 ¢ikist oldugu rahatga gozlemlenebilmektedir. Bu arilarin dogal
cevredeki arilarla ¢iftlesebildigi ve yeni populasyonlar olusturabildigi 6ngoriillmekteydi.
Tamamlanan bu proje ile bu dngoriiniin gercekligi ¢alisilan gen bolgeleri bakimidan
ispatlanmistir. Bu calismada mtDNA’ya 06zgiin gen bdlgelerinden faydalanilarak
Antalya yoresinde dogal olarak bulunan ve ticari olarak {iretilen B. Terrestris arilari
arasinda gen akisinin meydana gelip gelmedigi irdelenmis ve populasyonlarin genetik
yapilariin saptanmasi amaglanmistir. Elde edilen sonuglar sera bolgelerine uzak dogal
habitattaki B. terrestris kolonilerinin 6zgiin genetik yapilarini korudugunu ancak
seracilik faaliyetlerinin yogun yapildig1 yorelerde dogal populasyonlar ile ticari
populasyonlar arasinda gen akisinin oldugunu net bir sekilde gostermistir.

Oncelikle, FYL-2016-1502 proje kodu ile sagladign maddi destek sayesinde
bilimsel arastirma yapma imkani saglayan Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi'ne tesekkiir ederim. Ozgiin bir konuda, bana ¢alisma
firsat1 veren, arazi ve laboratuvar ¢aligmalarinda, biiyilk emek harcayan bilgi ve
tecriibeleri ile beni motive eden, yazim ve istatiksel analizler asamasinda sabir ve
dzverilerini esirgemeyen ¢ok degerli danismanim Saym Dog. Dr. Kemal KARABAG’a
siikranlarimi1 sunarim.

Ayrica, yardim ve desteklerini higbir zaman esirgemeyen Prof. Dr. Fehmi
GUREL’e, Yrd. Dog. Dr. Hasan MEYDAN’a Ars. Gér. Bahar ARGUN KARSLI’ya ve
degerli ¢alisma arkadasim Ayse ALEMLI’ye tesekkiirii bir borg bilirim.

Bu tez ¢alismasinda elde edilen sonuglarin bir kismi 15-17 Mayis 2017 tarihinde
Kapadokya’da diizenlenen “The International Conference on Agriculture, Forest, Food
Sciences and Technologies” kongresinde ICAFOF-730 kodu ile kabul edilmis ve sozli
bildiri olarak sunulmustur.



ICINDEKILER

OZET oottt bbbttt bbbttt i
ABSTRACT ..ttt ettt e et et e b et et e r e e re et e nne e nre e enes i
ONSOZ .ottt ettt bbbt iii
ICINDEKILER ....ooviteieieiet ettt sttt n et n e iv
SEKILLER DIZINT......cooiiiiiiiiiiiceeeeeeeeeeeee ettt Vi
CIZELGELER DIZINT ..ottt vii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINT ......cooviiiiiininicesesene viii
L1 GIRIS oottt ettt n ettt ettt n e 1
2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARL........ccovuniviriiniiniineiennnn, 4
2.1. Bombus terrestris Arisinin Genel OZelliKIETi..........ovveveveveveerereeerececsieeseseeeeeenes 4
2.2. Bombus Terrestris’in Yasam DONGUSI .....ccveververeiininiiinieieenie s 5
2.3. Bombus terrestris’in Ekonomik ONemi ...........cccoveveviiriveiiierssiersssseessssssesesnsns 6
2.4. Bombus Arilarinda Molekiiler Caligmalar .............coceeiiriiiiiiniiienie e 9
2.5. Hayvansal Mitokondriyel Genomun (mtDNA) Yapist .....ccccceevviveriieninineneennenn, 11
2.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ........ccoiiiiiiiiicicsesereee e 13
2.7. Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) yOntemi ..........ccovvverveiiiiciieiecesecne, 14
2.8. DNA DIZI ANALIZI....ocvieiiiei ettt enes 15
2.9, EIEKIIOTOIEZ ... e 17
3. MATERYAL VE METOD ..ottt 18
B L MALEIYAL ... 18

R I 0] 1175 1 o B O TSP PRSP OPRTPPPRRPPRN 20
3.2.1. DNA ekstraksiyon ¢aligmalart...........cccooiieiiiiiiiniiiiiiieie e 21
3.2.2. DNA KaNtItaSYONU ........ccvieiiiiieiic ettt ste e sra e nne e 23
3.2.3. PCR (Polymerase Chain Reaction) caligmalart ...........ccccoooveiiiiiiiiiiiiiennens 24
3.2.4. EleKtroforez iS1emleri ........ccovviiiiiiiiiic i 25
3.2.4.1. Agaroz jellerin hazirlanmasi ...........cccoooeiiiiniiiic i 25
3.2.4.2. PCR iiriinlerinin eleKtroforezi........ccccovveiiiiiiiiiieiiiie e 25

3.2.5. Sekans @nalizIeri ..........coooiiiiiii 26
3.2.6. SNP haplotiplerin belirlenmesi..........cccooeiiiiiiiiiiiiie 27
3.2.7. Istatistik ANAlIZIET.......c.ceveveveeeeereeeeeeeeete ettt ettt ettt eens 27

4. BULGULAR ...ttt ettt te s e te et eanaesnaenaeeneeaneenneens 29



4.1. PCR BUIGUIATT ..o 29

4.2. DNA Niikleotid Dizilerinin Belirlenmesive SNP Haplotiplerin Tespiti.............. 30
4.2.1. COID BULGUIATT ... 30
4.2.2. Cyth BULGUIATT ... 37

S.TARTISMA Lttt ettt et e be e s b e e nbe e e be e saneenes 44
0. SONUC ...ttt bt e hb e bt e a bt e e bt e sh b e e be e s sbeeebeeanbeesbeeenbeennneenes 48
T KAYNAKLAR ottt ettt et sae e 51
OZGECMIS



Sekil 4.1.

Sekil 4.2.

Sekil 4.3.

Sekil 4.4.
Sekil 4.5.

Sekil 4.6.

Sekil 4.7.
Sekil 4.8.

SEKILLER DiZiNi

PCR amplifikasyonu sonucunda Faselis bolgesine ait 30 bireyde

amplifiye edilen COIb gen fragmentlerinin %2’lik agaroz jel goriintiisii....

PCR amplifikasyonu sonucunda Faselis bolgesine ait 30 bireyde

amplifiye edilen Cytb gen fragmentlerinin %2’lik agaroz jel goriintiisii...

DNA niikleotid dizi analizleri sonucunda tespit edilen mtDNA COIb gen

bolgesine ait sekans OrNEKICTT .......ccvvvviiiiiiiiiiiiie e

DNA sekanslarinda tespit edilen SNP lokus 6rnekleri.........cccovvvviiiiieninnnns

mtDNA COIb gen bolgesinde tespit edilen SNP haplotiplere gore

populasyonlar arasindaki genetik mesafeleri gdsteren dendrogram ..........

DNA niikleotid dizi analizleri sonucunda tespit edilen mtDNA Cytb gen

bolgesine ait sekans OrnekIeri ..........oocveeieriiiiiiii i

DNA sekanslarinda tespit edilen SNP lokus ornekleri ..........ccoovveiiiiieennnns

mtDNA Cytb gen bolgesinde tespit edilen SNP haplotiplere gore

populasyonlar arasindaki genetik mesafeleri gdsteren dendrogram ..........

Vi

29



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 2.1. Bombus arisinin taksonomideki yeri (Linnaeus 1758) .........cccccoovviniinnnnne 4
Cizelge 3.1. A1 6rneklerinin toplandigi yorelerin koordinat ve rakim bilgileri............. 20

Cizelge 3.2. Proje kapsaminda laboratuvar ¢alismalarinda kullanilan arag-gerecler......21

Cizelge 3.3. PCR-mix igerikleri ve sicaklik dongii protokolii..........ccccvvviiiiiiiiiniennne 24
Cizelge 3.4. PCR amplifikasyonlarinda kullanilan primer setleri..........ccccovvveviinriinnnnns 24
Cizelge 3.5. 10 X TBE Buffer tampon ¢ozeltisi olarak hazirlanisi..........ccccccevviveiinnnnns 25
Cizelge 3.6. PCR-mix igerikleri ve sicaklik dongii protokolii.........ccccvvvvveriiieniiieiiinnnns 26
Cizelge 4.1. mtDNA COIb gen bolgesinin DNA niikleotid dizisi ile yapilan

BLAST @NaliZ SONUCU .....c.cviiiiciiiiiiiciee e 31
Cizelge 4.2. mtDNA COIb bakimindan tespit edilen SNP haplotipler.............c.ccevenne 33
Cizelge 4.3. mtDNA COIb gen bolgesinin AMOVA analiz sonuglart...........ccoceereennne 34

Cizelge 4.4. mtDNA COlb gen bolgesi bakimindan galisilan populasyonlarin FST
14 (51453 (S o PP PP PR 34

Cizelge 4.5. mtDNA COIb gen bolgesi bakimindan caligilan B. terrestris
populasyonlarinin genetik uzakliklart ..........cccoooeeiiiiiiiiiii 35

Cizelge 4.6. mtDNA Cytb gen bolgesinin DNA niikleotid dizisi ile yapilan BLAST

ANANIZ SONUCU ......ouviiiiiiiece e 38
Cizelge 4.7. mtDNA Cytb bakimindan tespit edilen SNP haplotipler............c.cccoernnnnn. 40
Cizelge 4.8. mtDNA Cytb gen bolgesinin AMOVA analiz sonuglart ..........c.cceevernnne. 40

Cizelge 4.9. mtDNA Cytb gen bolgesi bakimindan ¢alisilan populasyonlarin FST
AEEETLOTT. it 41

Cizelge 4.10. mtDNA Cytb gen bolgesi bakimindan galigilan B. terrestris
populasyonlarinin genetik uzakliklart ..........cccoooeiiiiiiiiii 42

Vil



Simgeler
°C
ddH.0O
gr
MgCl;
FST
Km

M

mm
mM
mi

ul

ng

pm

Vv

%

Kisaltmalar
AMOVA
AFLP

ATP
be
B.terrestris
COla
CO1b
Cytb
DNA
dNTP
ddNTP
EDTA
G
MtDNA
oD
PAGE
PCR
rpm
SNP
Taq
TBE
tRNA
U

uv

vd

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Santigrat derece
De-iyonize su
Gram

Magnezyum kloriir
Alt populasyonlar arasi genetik farklilik
Kilo metre

Molar

milimetre

Mili molar
mililitre

mikrolitre
nanogram

piko mol

Volt

Yiizde

Analysis of Molecular Variance (Molekiiler Varyans Analizi)
Amplified Fragment Lenght Polymorphism (Cogaltilmis Par¢a Uzunluk
Polimorfizmi)

Adenozintrifosfat

Baz cifti

Bombus terrestris

Cytochrome oxidase 1a

Cytochrome oxidase 1b

Cytochrome b

Deoksiribo Nucleic Acid

Di Nucleotide Tri Phosphate

Di Deoksinukleotide Tri Phosphate

Ethylene Daimin Tetra Acetic Acid

Relative Centrifugal Force

Mitokondriyal DNA

Optic Density

Polyacrylamide Gel Electrophesis

Polymerase Chain Reaction

Rotate Per Minute

Single Nucleotide Polymorphism (Tek Niikleotid Poliorfizmi)
Thermus Aquaticus

Tris-Boric acid-EDTA

Transfer RNA

Unite

UltraViole

ve digerleri

viii



GIRIS Sadive TASBAS

1. GIRIS

Diinyada yaklasik 20 bin tiirii tanimlanmis olan arilar, tozlastirici rollerinden
dolay1 karasal ekosistemlerin ayrilmaz bir pargasi olmustur. Bombus terrestris, bal
arilarina goren daha iri yapili, yogun tliyleri bulunan ve goéz alici canlilikta renklere
sahip bir ar1 tiiriidiir. Bal arilarindan sonra hem dogal hem de kiiltiire alinmis bitkilerin
en 6nemli tozlastiricilarindan biri B. terrestris’dir (Michener 2000).

Farkli iklim ve cevre kosullarina iyi uyum saglayan bombus arilari, Kuzey
Kutubu’ndan Giiney Amerika’ya, deniz seviyesinden 5800 m yiikseklige kadar genis bir
habitata sahiptir. Bu giine kadar diinyada 239 bombus tiirii tanimlanmistir (Williams
1998, Benton 2000, Cameron 2007). Asya’da 199, Avrupa’da 58, Kuzey Amerika’da
41, Orta ve Giliney Amerika’da 43 bombus tiirli saptanmistir (Michener 2000). Bombus
aris1 giinlimiizde Tiirkiye dahil 57°den fazla iilkede kullanilmakta olup bu iilkelerden
16’sinda dogal olarak bulunmamaktadir (Murray vd 2013). Tiirkiye’de az sayida
yapilan ¢alisma ile 50’ye yakin tiirli belirlenmistir. Diinyadaki tiir dagilimina
bakildiginda Tiirkiye’nin bombus arilar1 agisindan ¢ok 6nemli bir gen merkezi oldugu
anlasilmaktadir (Ozbek 1997, Aytekin 2001). Diinya genelinde dogal bombus ar1
populasyonlar1 azalmaktadir ve bombus tiirlerinin %11°i yok olma tehlikesi altindadir.
Avrupa genelinde 4 bombus tiirii tamamen yok olmus, 13 bombus tiiriiniin ise en az bir
Avrupa tilkesinde nesli tiikenmistir (Arbetman vd 2013). Kuzey Amerika’daki bombus
tiirlerinde de benzer azalmalar saptanmistir. Bombus arilarinin azalis1 yalniz biyolojik
cesitliligin ve ekosistemin korunmasi agisindan bir sorun degil ayn1 zamanda bitkisel
tiretim bakimindan da sorun olusturmaktadir.

Gilinlimiizde diinyada her yil bir milyon adedin ¢ok {istiinde ticari iretilmis
bombus aris1 kolonileri tozlagma amaciyla kullanilmaktadir. Ticari tiretilen kolonilerin
yaklagik %90°nin1 B. terrestris tiirti olusturmaktadir (Velthuis ve Doorn, 2006). Bu tiir
giiniimiizde Tiirkiye dahil 57 den fazla iilkede kullanilmaktadir ve bu tilkelerden 16
adedinde yabanci bir tiirdiir (Ings vd 2010, Murray vd 2013). Ticari tretilmis B.
terrestris kolonilerine 6zellikle ortii alti domates yetistiriciliginde meyve verim ve
kalitesini artirmasi, hormon ve kimyasal ila¢ kullanimimi azaltmasi gibi bir¢ok
faydalarindan dolay: tiim diinyada giderek artan bir talep vardir. Ancak, bu tiir yliksek
goc yetenegi, erken mevsimsel c¢ikisi, farkli habitatlardaki kotii iklimsel kosullara
yiiksek uyumu, cok genis sayida ¢icekten faydalanabilme yetenegi, uzak mesafelere
tarlacilik yapabilmesi, diisiik sicakliklara dayanma yetenegi gibi birgok 6zelliklerinden
dolay1 yayilmaci bir tiirdiir. Ticari kolonilerden dogaya ¢ikan arilarin yuva yeri ve besin
kaynaklari bakimindan yerel ari populasyonlar: ile rekabet, yerel bombus alttir ve
ekotipleri ile melezlenme, parazit ve patojenlerin yayilmasi gibi dogal ekosisteme zarar
verebilecek bazi sorunlara yol agabilecegi bildirilmektedir. Ayrica ticari {iretilmis B.
terrestris kolonileri dogal populasyonlara oranla daha fazla ana ar1 iiretebilmekte (bir
koloni uygun ortamda 100 den fazla ana ar iiretebilmektedir) ve daha rekabetci
olmaktadirlar. Bu sebeplerden, seradan dogaya gegen ticari koloniler dogal olanlarin
yerini alabilmektedirler (Goka vd 2001, Goulson, 2008).

Ticari {iretilmis B. terrestris kolonilerine Ozellikle ortii alti  domates
yetistiriciliginde meyve verim ve kalitesini artirmasi, hormon ve kimyasal ilag
kullanimin1 azaltmasi gibi bir¢ok faydalarindan dolay: tiim diinyada giderek artan bir
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talep vardir. B. terrestris arilari yiiksek gog, erken mevsimsel ¢ikis, farkli habitatlara iyi
adaptasyon, ¢ok genis sayida ¢icekten faydalanabilme ve uzak mesafelere ugabilme gibi
birgok 6zelliklerinden dolay1 yayilmaci bir tiirdiir.

Tiirkiye’de her yil yaklasik 200.000 adet ticari tretilmis B. terrestris kolonisi
tozlasma amaciyla biiylk Olglide Akdeniz sahil kesiminde domates seralarinda
kullanildig1 tahmin edilmektedir. Ticari tretilmis B. terrestris kolonilerinin belirli
alanlarda (0zellikle Batt Akdeniz sahil kesiminde) ¢ok yogun kullanilmasi, tlilkemizde
seralarin igerdeki B. terrestris arilarmin sera disina ¢ikmasii engelleyecek olgiide
izolasyonunun saglanmamis olmasi, sera igindeki ticari kolonilerin ekonomik omrii
tilkendiginde sera disina atilmalari, bir koloninin genellikle yasam dénemi sonuna dogru
cok sayida ana ar1 ve erkek ar1 iiretmesi gibi bircok etkenden dolay1 iilkemizde seralarda
kullanilan ticari kolonilerden bombus arilar1 sera disina c¢ikabilmekte, koloni
olusturabilmekte ve sera ¢evresindeki dogal populasyonla etkilesim igine
girebilmektedir. Ayrica ticari iretilmis B. terrestris kolonileri dogal populasyonlara
oranla daha fazla ana ar1 lretebilmektedir. Ticari bir koloni uygun sartlarda 100 den
fazla ana ar1 yetistirebilmekte ve daha rekabet¢i olmaktadirlar. Boylece seradan dogaya
¢iktiklarinda onlarin yerini alabilmektedirler (Goka vd 2001, Goulson vd 2008).

Tiirkiye’de ve Diinya’da dogal bombus populasyonlarikaybolma tehlikesi altinda
olup bircok iilkede mevcut potansiyeli belirlemek i¢in genetik ve morfolojik cesitliligi
tammlama ¢alismalar1  siirdiiriilmektedir. Ulkemiz cografyasina ait Bombus
populasyonlarina yonelik yapilacak arastirmalarla genetik gesitliligin tespiti ve bu
sayede gen kaynaklarini1 koruma stratejilerinin belirlenmesi dnemlidir.

B. terrestris aris1 kendi tiirleri igerisinde g¢evresine uyumu yiiksek bir tiirdiir.
Dogada bulunan ana ve erkek arilar ile ticari olarak iiretilen ana ve erkek arilar dogada
koloni olusturma ve ¢iftlesme olanagina sahiptir (Argun Karshi 2011). Tiirkiye’de ticari
olarak kullanilan B. terrestris kolonileri yabanci firmalardan saglanan ana arilardan
iretilmektedir ve bu ana arilarin genetik kokeni bilinmemektedir. Bu nedenle, zaman
i¢inde ticari kolonilerde iiretilen ana ar1 ve erkek arilarla ¢iftlesmesi ve melezlenmesi
Tiirkiye yerel B. terrestris genotiplerinin kaybolmasmin kagmilmaz olacagi sonug
olarak da yerel B. terrestris populasyonlarinin dogal genetik yapisinin farklilasacag
beklenmektedir. Bu durumun 6nlenmesi amaciyla ililkemiz ve diger bir¢ok tilke, yalniz
kendi dogalarinda bulunan bombus tiir veya alttiirlerinin ticari tiretimde kullanilmasina
izin vermektedir (Argun Karsli 2011).

Bombus arilarinin tanimlanmasinda morfolojik 6zellikler ¢evre kosullarna gore
degisiklik gosterdiginden dolayr tiiy ve renk yapisina dayali tanimlamalar yeterli
olmamaktadir. Arastirmalarda morfolojik oOzellikler yetersiz kaldigi icin giivenilir
molekiiler materyal ve yontemlere ihtiyag duyulmaktadir. Genetik c¢esitliligin tespit
edilmesi ve gen kaynaklarinin korunmasi Tiirkiye yerel B. terrestris populasyonlari igin
olduk¢a 6nemlidir. B. terrestris arilarinda tiirler arasi ve tiir i¢i farkliliklarin ortaya
koyulmasinda yapilan arastirmalarda kullanilan yontemlerin basinda mitokondriyal
DNA (mtDNA) gelmektedir ve filogenetik calismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir.
mtDNA ile niikleer DNA karsilastirildiginda, mtDNA yiiksek evoliisyon oranina sahip
olmasindan dolay1 populasyon genetigi ve filogenetik ¢alismalarda giivenilir ve etkili
bir materyal ve maternal kalitim gdstermesinden dolay: tercih edilmektedir.



GIRIS Sadive TASBAS

Bu tez calismasinda, Antalya yoresinde dogal olarak bulunan ve ticari olarak
tiretilen B.terrestris arilari arasinda gen akisinin olup olmadigi irdelenmistir. Bu amagla,
ticari iiretim yapan firmalardan, yogun olarak ticari tretilmis B.terrestris kolonileri
kullanan sera bolgelerinden ve dogal habitattan ar1 Ornekleri toplanmistir. Bu
populasyonlar arasindaki filogenetik iligskiler mitokondriyal DNA COIlb ve Cytb
bolgelerinin sekanslar1 {izerinde tespit edilen SNP haplotipler bakimindan ortaya
koyulmustur.
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2. KURAMSAL BIiLGILER VE KAYNAK TARAMALARI

2.1. Bombus terrestris Arisimin Genel Ozellikleri

Bocek sinifindan zarkanatlilar (Hymenoptera) takimmin Apidea familyasina ait
olan (Cizelge 2.1) bombus arilar1 genel olarak 1liman iklim kusaginda bulunan bitkilerin
en Onemli tozlastiricilart arasinda yer almaktadir. Afrika'nin biiyiik kisminda ve
Hindistan'in algak bolgelerinde bulunmaz. Avustralya ve Yeni Zelanda'ya polinasyona
yardimci olmak i¢in insan eliyle gotiiriilmiistiir (Hingston vd 2002).

Cizelge 2.1. Bombus arisinin taksonomideki yeri (Linnaeus1758)

Alem Animalia (Hayvanlar)

Sube Arthropoda (Eklem Bacaklilar)
Alt Sube Hexapoda (Altibacaklilar)
Siif Insecta (Bocekler)

Takim Hymenoptera (Zar Kanatlilar)
Familya Apidae

Alt Familya  Apinae

Oymak Bombini

Cins Bombus

Tiir Bombus terrestris

Bombus, tiyli ve saglam yapili bir aridir. Ortalama olarak 1.5-2.5cm
boyunda, ¢ogunlukla sar1 ve siyah renktedir. Genellikle yerde, terkedilmis kus ve fare
yuvalarinda kovan yapar. Organize yasayan, sosyal boceklerdir. Kovanda bir kralige,
dolleyici arilar (dronlar) ve isciler olmak {izere 50-400 ar1 bulunur.

Yaklagik 250 tiirii tanimlanan bombus arilarinda tozlagsma amaciyla ticari
yetistiriciligi yapilan 5 tiir bulunmaktadir (Williams ve Osborrne, 2009). Bu tiirler genel
olarak; Avrupa, Asya, Kuzey Afrika ve Giiney Amerika da kullanilan B. terrestris,
Dogu Asya’ da kullanilan B. lucorum ve B. ignitus, ve Kuzey Amerika’da kullanilan B.
occidentalis ve B. impatiens dir. Diinya genelinde yaygin olarak bulunan bazi bombus
ait resimler Sekil 2.1°de gosterilmistir. B. terrestris ve B. lucorum tiirleri oldukga benzer
olup bu iki tiirii birbirinden ayirt etmek i¢in kil ortiisiiniin renk tonlarina dikkat etmek
gerekmektedir. B. terrestris arilart siyah iizerine toraksta bir turuncaya yakin bir bant ve
kuyruk kisminda kirli beyaz bir bant bulundurur. Kraligelerin kuyruk bandi daha genis
ve devetiiyii rengine yakindir. B. lucorum tiiriinde ise kuyruk kismindaki bant tam
olarak beyaz goriliir (Sekil 2.2).


https://tr.wikipedia.org/wiki/Afrika
https://tr.wikipedia.org/wiki/Hindistan
https://tr.wikipedia.org/wiki/Avustralya
https://tr.wikipedia.org/wiki/Yeni_Zelanda
https://tr.wikipedia.org/wiki/Polen
https://en.wikipedia.org/wiki/Animal
https://tr.wikipedia.org/wiki/Ar%C4%B1_kovan%C4%B1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Krali%C3%A7e_ar%C4%B1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Dron
https://tr.wikipedia.org/wiki/%C4%B0%C5%9F%C3%A7i_ar%C4%B1
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Bombus lucorum ombus impatients Bombus pascuorum

Sekil 2.1. Bazi Bombus tiirlerine ait gorseller

B. lucorum lucorum  B. terrestris terrestris

i

Kralige Erkek
Kralige

Pe&-

1
»
—
v

v

Sekil 2.2. B. terrestris ve B. lucorum arilar1 arasindaki farkliliklar

2.2. Bombus Terrestris’in Yasam Dongiisii

B. terrestris arisinin dogal yasam dongiisii bal arisindan oldukga farklilik
gostermektedir. Bombus arilar1 sosyal bocekler olup ana, erkek ve is¢i aridan olusan
diizenli bir koloni i¢inde yasarlar ve kendi aralarinda is bolimii yaparlar. Bal arilarindan
farkli olarak koloni yasami tamamlanan geng ana ar1 yuvayi terk eder ve ciftlestikten
sonra toprak altinda bir yer bularak hareketsiz kalir. Dollenmis ana arinin toprak altinda
gecirdigi bu siirece diyapoz denir. Cevre kosullarinin ar1 istegine uygun hale gelmesine
bagl olarak déllenmis ana ar1 topragin altindan ¢ikar. Yumurtlayabilecegi ve yavru
gelistirebilecegi yeni bir yuva igin uygun yer aramaya baslar. Yerlestigi yuvaya polen
ve nektar tasir. Boylece hem yavru iiretiminde kullanmak hemde kendini beslemek igin
stok olusturur. Yeterli stok olusumundan sonra geng isci arillarin meydana gelecegi ilk
yumurtalarini birakir.
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Isci arilar olgunlasip calismaya baslayinca ana ari tarlacilik faaliyetlerine son
vererek yuva icerisinde yumurtlamaya devam eder. Bundan sonra tarlacilik faliyetlerini
ve yeni dogan yavrularin bakimini is¢i arilar sitirdiiriir. Koloni yasami sonlara yaklasinca
artik kolonide gen¢ ana ar1 ve erkek arilar lretilmeye baslanir. Bu arilar cinsel
olgunluga gelince ¢iftlesmek amaciyla koloniyi terk ederler. Bundan sonra kolonide
bulunan yasl ana ar1 ve is¢i arilar Oliirler. Yeni ¢iftlesen geng ana arilar diyapoz
stirecini ge¢irmek ve bir sonraki generasyonun baslamasi igin ¢evre, iklim ve besin
kosullariin uygun hale gelecegi zamana kadar toprak altinda yer bulur ve bu uyuma
stirecini gegirirler. Bu da koloni yasam siirecini bir mevsim olarak sinirlandirmis olur
(Heinrich 1979).

Toprak altinda fizyolojik uyku donemini geciren ana arilar 2-6 ay arasinda
diyapozda olurlar. Bu nedenle ticari iiretim faaliyetlerinde yeni koloniler olusturulurken
kontrollii olarak uyku donemleri gbz Oniine alinmali ve yasanabilecek sikintilarla
karsilasilmast engellenmelidir. Ticari kaygilardan dolay:1 firmalar tarafindan bagimsiz
olarak yil boyunca iiretimleri yapilan B. terrestris kitlesel yetistiriciligi ile ilgili ayrintili
bilgileri tam olarak a¢iklanmamaktadir.

2.3. Bombus terrestris’in Ekonomik Onemi

Bombus arilarinin kontrollii kosullarda yetistiriciligi ile ilgili ¢alismalar ortalama
100 y1l dnce baslamis olmasina ragmen Hollanda ve Belgika’daki ticari firmalarin
yogun arastirma ve gelistirme c¢alismalart sonucunda kitlesel iiretim 1987 yilinda
gergeklestirilmistir (Velthuis ve Doorn 2006, Coppee 2010). Kitlesel iiretim ile ilgili
caligmalar tozlasma amaci ile Ortii altt domates yetistiriciliginde bombus arilarinin
basarili olarak kullanilabileceginin anlasilmasiyla hizlanmistir. Tozlasmada kullanma
amaciyla bircok bombus tiirii denenmis olmasina ragmen ticari olarak kitlesel iiretim
icin uygun olan bes tiirin (B. terrestris, B. lucorum, B. ignitus, B. occidentalis ve B.
impatiens) yetistiriciligi yapilmaktadir. Avrupa’da diger bombus tiirlerine kiyasla daha
yaygin dagilim gosterdigi, biiyiikk koloni olusturdugu ve yil boyunca yetistiricilige
uygun oldugu i¢in ticari olarak en ¢ok tercih edilen tiir B. terrestris L. olmustur. (Goka
1998, Widmer vd 1998, Hingston vd 2002).

Antalya yoresi yogun seracilik ve B. terrestris arisi yetistiriciliginin yapildig: bir
bolge olup bu bakimdan iilke ekonomisinde onemli bir yere sahiptir. Aym1 zamanda
dogal B. terrestris tiir ve alt tiirlerini yagam alanlarin1 barindirmaktadir. Tiirkiye’de her
yil yaklagik 200 000 adet ticari tiretilmis B. terrestris kolonisi tozlasma amaciyla biiyiik
Olciide Akdeniz sahil kesiminde domates seralarinda kullanilmaktadir. (Gosterit ve
Giirel, 2005). Antalya yoresi diinyada ticari tiretilmis B. terrestris kolonilerinin en fazla
kullanildig1 ve dogal yasam alanlarindan birisi olmasina ragmen {iizerinde ylriitilmiis
cok az sayida c¢alisma bulunmaktadir.

Tiirkiye’de kitlesel iretimi yapilan B. terrestris kolonileri 1997-1998 yilinda
tozlasma amaciyla seralarda kullanilmaya baslanmistir (Giirel ve Gosterit, 2007).
Ozellikle Akdeniz sahil kesiminde ortii alt1 yetistiriciligin yogun olarak yapilmasindan
dolayi B. terrestris arilarina olan ilgi yillar gectikce dnemli bir artis gostermistir. 2009—
2010 yillarinda sera iiretimlerinde 75 000 bin dekar sera alaninda ortalama 150000 adet
ticari bombus kolonisinin kullanildig1 tahmin edilmektedir (Gtirel ve Gosterit, 2007).
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Son yillarda kis aylarinda hava kosullarinin elverisli olmasi, seracilik faaliyetlerinin
artmasi, domates tiretiminin ekonomik degerini siirdiirmesi, ticari rekabetten dolayi
bombus Kkolonilerinin fiyatindaki disiis, tiiketicinin arili domatese olan ilgisigibi
sebeplerden dolayr bombus arist kullanimina olan talep artmis ve ¢iftcilerin ari
kullanimini tam olarak benimsemesinde etkili olmustur. (Gosterit ve Giirel, 2014).

B. terrestris arisinin koloni gelisimini ve yasam dongisiinii yasadiklar
bolgelerin ilkim sartlart belirler. Bu sebepten dolayr bdlgesel olarak yilin farkli zaman
araliklarinda diyapoza girerler. Bu durum B. terrestris arisinin genis bir ekolojik
esneklige sahip oldugunu gostermektedir. Tiirkiye’de Ege, Akdeniz ve Karadeniz sahil
kesimlerindeki dogal yasam alanlarinda Ekim—Aralik aylarinda diyapozdan ¢ikan B.
terrestris ana arilari i¢ bolgelerde Subat-Mayis aylarinda diyapozdan ¢ikmaktadirlar.
Hatta arazilerde yapilan gozlemlere gore bazi kesimlerde yilda iki generasyonun
olabilecegi de tahmin edilmektedir (Beekman ve Van Stratum 2000, Giirel vd 2008).

B. terrestris kolonilerinde yasam dongiisiiniin anlasilmasi amaci ile laboratuvar
calismalar1 yapilmis ve ilk asama koloni baslangi¢ asamasi olarak saptanmistir. Bu
asamada koloni yasam siiresini ve sosyal diizeni baglatmak i¢in diyapoz siiresini gegiren
ana ar1 ortalama 5-15 giin igerisinde yumurtlar ve ilk is¢i ar1 toplulugunu yaklasik 5-6
hafta i¢inde olusturur Giirel vd 1999a).

Ikinci asama ana armmin yumurtlamaya baslayarak erkek arilarin yetistirildigi
donemdir. Yani dollenmis (diploid) yumurtalar yerine dollenmemis (haploid)
yumurtalar meydana gelmektedir. Son asama ise kurucu ana arinin etkisinin ve
Uistiinliigiiniin ortadan kalktig1 asamadir. Bu asama rekabet asamasi olup 6zellikle ana
ar1 ve is¢i arilar arasinda ve is¢i arilarin kendi aralarinda ¢atismaya basladigi donemdir.
Hatta isci arillardan bir kismi yumurtlamaya baslar. Bu durumda ana ar1 ve is¢i arilar
karsilikli olarak birbirlerinin yumurtalarini yerler yada disariya atarlar. Bu rakabet
koloninin diizenini bozar ve koloni yasami1 sona erer (Gosterit ve Giirel 2005).

Seracilikta, bir kolonide saglikli bir ana ar1, 50-60 adet isci ar1 ve agik-kapali
yavru alani olmasi tozlasma amaciyla kullanmak igin yeterli olmaktatir. Kolonilerin
yasam siireci bir ay kadardir. Fakat tozlasmada kullanilan bitkiye gore 1500-2000 m?
sera alaninda ve 45 giin siire kullanilabilmektedir. Bu siire sonunda koloninin
yenilenmesi gerekmekte, ana ar1 veya erkek ari iiretimi basladigi i¢in koloni Omrii
tiikenmis olmaktadir (Duchateau ve Velthuis 1988, Velthuis ve Van Doorn 2006).

Polinasyon amaciyla seralarda B. terrestris kullanimi yayginlastik¢a isgilik
azaldig1 i¢in tiretim maliyetleri diismektedir. Ayrica, zirai ilag kullanimi1 azalmakta ve
bitki biiyime diizenleyici olan hormon takviyelerinin olusturdugu sorunlar ortadan
kalmaktadir. Bu sayede daha saglikli iiretim yapilmakta olup hem ireticinin hem
tiiketicinin istedigi kalitede triinler elde edilmektedir (Ono 1998, Goulson ve Hanley
2004, Hingston 2006, Inoue vd 2008, Williams ve Osborne 2009).

B. terrestris’in yayilis alan1 deniz seviyesinden 1500 metre yiikseklige kadar
genis bir habitati kapsamaktadir. Bu sebeple Tiirkiye cografyasinin dogal faunasinda
bulunan en yaygn tiirdiir (Ozbek 1997). Antalya yoresi iilkemizin en fazla seracilik
faaliyetlerinin yapild1 yerdir. Antalya’da yogun seracilik faaliyetlerine paralel olarak
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yiksek miktarda B. terrestris kullanimi olmaktadir. Y6rede bulunan bazi firmalar
onceleri Bombus iiretimi yapan yabanci firmalarla anlasarak Bombus ithalati
yapmiglardir. Daha sonra {iretim faaliyetlerinin iilkemizde gergeklestirilmesi i¢in Gida
Tarim ve Hayvancilik Bakanligi talepte bulunmustur. Ulkemizdeki firmalarin yillik
tretim miktar1 yaklasik 1 milyon adet kolonidir. Bu kolonileri genel olarak diger
iilkelerdeki ortaklar1 ile birlikte pazarlamaktadirlar yada bunlar1 direk ihrag
etmektedirler ( Argun Karsli 2011).

Tiirkiye’de 15 yil igerisinde ticari olarak 8 firma kurulmus olmasina ragmen bu
firmalardan sadece 5 tanesi tiretime devam etmektedir. Firmalar ilk yillarda yalnizca
koloni ithalat1 yapmislardir. Gida tarim ve Hayvancilik Bakanligi’nin koloni ithalatina
sinirlama  getirmesi, lilkemizde bombus arilarina olan talebin siirekli artmasi ve
maliyetlerin yiiksek olmasindan dolay1 yabanci ortaklarin Tiirkiye’de yatirim yapmasi
hizlandirilmis ve firmalar yurt disindaki ortaklarindan koloni yerine ana ar1 alarak
Tiirkiye’deki isletmelerde koloni iiretmeye baslamislardir. Son yillarda bu firmalar
gerekli yatinmlar1 yaparak ana ari1 iiretimi de olmak {iizere yetistiricilikteki biitiin
asamalar1 Tiirkiye’de gerceklestirerek seracilik sektoriiniin tozlasmadaki bombus arisi
talebini karsilamakta, bu sayede insanlarin saglikli beslenmesine ve iilke tarimina
onemli katkilar1 bulunmaktadirlar (Giirel ve Gosterit 2007).

Son yirmi yil iginde B. terrestris arilarimin ortii altinda yetistirilen domates,
biber, patlican, ¢ilek vb. bitkilerde verim ve kaliteye olan etkilerini belirlemek i¢in ¢ok
sayida calisma yapilmis ve bu calismalarda bombus arilarinin 6nemli iistiinliikleri
belirlenmistir. Sera domatesi yetistiriciliginde vibrasyon, hormon, kontrol ve bombus
artlarinin verim ve kaliteye olan etkilerinin incelendigi bir ¢alismada bombus arisi
kullanimimin hormon uygulamasia gore verimi %11.2 vibrasyon ve kontrol grubuna
gore sirasiyla %45.4 ve %106.6 oranlarinda arttirdigi tesbit edilmistir. Baska bir
calismada ise B. terrestris olan grup birinci sinif meyve miktari ve en, boy, agirlik,
tohum sayis1 gibi kalite 6zellikleri bakimindan en yiiksek degerleri almis bu grubu
hormon ve virator gruplar izlemistir. Isitilmamis seralarda yetistirilen domates ve
patlican bitkisinde yapilan bir ¢alismada da bombus arilt grup, kontrol grubuna oranla
m?’deki meyve sayisinda ve meyvedeki tohum sayisinda dnemli artiglar saglamistir.
Isitilmamis seralarda kis aylarinda yetistirilen biber bitkisinde de bombus arili grup,
arisiz gruba oranla meyve agirligi, meyve c¢apt ve tohum sayist bakimindan 6nemli
istiinliikler gostermis ve toplam iiriinde %22.4 artis saptanmistir. Plastik seralarda
yetistirilen bazi1 c¢esitlerinde bal aris1 ve bombus arisinin meyve verimi ve kalitesi
iizerine etkilerinin incelendigi calismada ise bombus arilarinin diisiik sicakliklarda bal
arilarina oranla daha etkin oldugu ve daha kaliteli meyvelerin iiretilmesini sagladiklar
belirlenmistir (Karaman 2002).

Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesinde vyiiriitilen bir calismada Ege
bolgesinden sonbaharda toplanan ciftlesmis ve diyapozdan ¢ikmis B. terrestris ana
arillarinin laboratuvar kosullarinda koloni olusturma ve koloni gelisim o6zellikleri
incelenmis ve ana arilarin %50.3’linlin koloni olusturdugu saptanmistir (Giirel vd
1999a). Bu ¢alismayr Antalya ve g¢evresindeki seralarda kullanilan B. terrestris
kolonilerinin performanslarinin degerlendirildigi calisma izlemis ve ar1 kullanilarak
iiretilen triinlerde agirlik artisi ve bir 6rneklilik gozlenmis ve {ireticilerin 6nemli bir
boliimii ar1 kullanmay: siirdiireceklerini belirtmislerdir (Giirel vd 1998). Ortii alt1
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domates yetistiriciliginde bombus aris1t polinasyonunun verim ve Kkaliteye olan
etkilerinin incelendigi ¢alismada ise bombus arisi, kontrol, hormon ve vibratér olmak
tizere dort grup karsilastirilmis ve bombus arili grup meyve miktar1 ve kalitesi
bakimindan birinci sirada yer almistir (Giirel vd 1999b).

2.4. Bombus Arilarinda Molekiiler Calismalar

B. terrestris arilariyla ilgili yurt disinda yapilan bazi ¢alismalarda daha ¢ok tiir
tespiti, cografik farklilagma ve genetik yapilarin belirlenmesi konular1 ele alinmistir. Bu
amagla mitokondriyal DNA iizerinde bulunan 6zel gen bolgeleri ile ilgili bir¢ok ¢alisma
yapilmustir.

Estoup vd (1996) Avrupa kitas1 ve adalari arasinda B. terrestris arilarinda
mitokondriyal COII geninin kismi sekansimi c¢alismiglar ve bu iki grup arn
populasyonlarinin 6nemli derecede birbirlerinden ayrildiklarim1 bulmuslardir. Kita
populasyonlari arasinda 6nemli sayilacak bir fark yokken ada populasyonlarmin kita
populasyonlarindan ¢ok farkli oldugunu gostermislerdir. B. terrestris mitokondriyal
DNA (COIl) geni diisiik niikleotid farkliligi gostermis ve sadece bir SNP bakimindan
ar1 popualsyonlar1 arasinda fark oldugu bildirilmistir.

Pedersen (1996) bombus arilari iizerinde yaptigi ¢alismada, mtDNA COI genine
ait 532 b¢ uzunlugundaki fragmentin niikleotid dizisini belirleyerek 11 bombus tiiriiniin
filogenetik iliskisini ortaya ¢ikartmistir.

Yoon vd (2003) Kore yarimadasinda bulunan yedi bolgeden 44 bireyin COI gen
bolgesinin niikleotid dizisini belirlemisler ve dort haplotip arasinda bir dominant
haplotip oldugunu bildirmislerdir. Caligtiklar1 bolge igerisinde diisiik sekans
farkliliginin oldugunu gostermislerdir.

Kim vd (2009) B. ardens mtDNA’s1 iizerinde bulunan ve genetik barkod olarak
tanimlanan COI (658 bg) geninin niikleotid dizisini belirledikleri bir ¢alismada Kore’de
bulunan 15 boélgeden 160 ar1 6rnegi toplamislar ve belirledikleri sekiz haplotip arasinda
disiik genetik farkliligin  oldugunu gdstermislerdir. Sonu¢ olarak biyocografik
bariyerlere maruz kalmadig1 ve genetik alt yapilarinin homojen oldugu tesbit edilmistir.

Tokoro vd (2010) yerel Japon bombus arilarinda genetik bozulma riskini ve
disaridan gen akisini belirlemek i¢in Japonya, Cin ve Kore’den topladiklar1 6rneklerin
mtDNA COI (1048 bg) geni iizerinde g¢alismiglar ve 15 haplotip belirlemislerdir.
Yapilan analizler sonucunda Japon adalarinda bulunan arilarin yerel oldugu ve Asya
kitasindan bir gen akisinin olmadigi belirlenmistir.

Williams vd (2012) yaptig1 bir ¢alismada 33 iilkeden 279 bolgeden toplanan 579
arinin mtDNA-COI bolgesinin DNA sekansi belirlenmigtir. Tiirlerin birbirine olan
akrabaliklar1 incelenmis ve 17 tiir siniflandirilarak 7 lokasyona ayrilmistir. Bu sayede
kiiresel olarak tiirler teshis edilmis ve cografi araliklar1 belirlenmistir.

Widmer ve Hempel (1999) mitokondriyal DNA (Cytb)’dan faydalanarak
Madeira ve Kanarya adalarindaki B. terrestris populasyonlarinin genetik yapi ve
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kolonizasyon hikayesini arastirmistir. Guruplar ve adalar arasindaki genetik farklilagsma
sonuglarina gore Kanarya adalarindaki ari populasyonlari birbirlerine daha yakinken
Madeira populasyonu genetik olarak kita populasyonlarina daha yakin bulunmustur. Bu
sonuclara gore mtDNA ata haplotiplerin Kanarya adalarinda olustugu gorilmiistiir.
Ancak, tirev haplotip Avrupa kitasinda bulunmustur. Bundan baska Kanarya ve
Madeira adalarindaki bombus arilart genel kolonizasyon hikayesini paylagsmadiklar
ortaya ¢ikmustir.

Koulianos ve Hempel (2000) Avrupa’da bulunan 16 bolgeden ve Kuzey ve
Gliney Amerika’da bulunan 3 bolgeden toplanan 19 bombus tiirinde mtDNA Cytb ve
COI gen bolgelerini  kullanarak genetik farkliliklar1 ve akrabalik iligkilerini
aragtirmiglardir. Sonugta bu iki gen bolgesi kullanilarak calisilan tiirler arasindaki
iliskiler filogenetik olarak basariyla gdsterilmistir.

Morath (2007) yaptigi calismada bombus impatiens arilarinda genetik
varyasyonu belirlemek i¢in mtDNA Cytb gen bolgesini kullanmaigtir.

Avrupa’da yaygm olarak bulunan B. terrestris tiirinde mtDNA markirlar
iizerinde DNA caligmalar1 yapilarak birbirinden izole farkli bolgelerde bulunan B.
terrestris populasyonlarinin genetik yapilari tanimlanmistir (Gegear vd 2005).

Diger bir ¢alismada yine Avrupa da genis cografi alanlara yayilmis olan B.
terrestris tiirii ve yogun olarak goriilen bir diger tiir olan B. pascuorum arisinin
bulundugu Cytb gen dizilerinin farkliliklarindan yararlanilarak 13 farkli populasyonda
mtDNA c¢alismas1 yapilmis ve genetik ¢esitlilik aragtirilmistir. Sonug olarak Avrupa
kitas1 boyunca B. Pascorum populasyonlarinin genetik olarak birbirine benzer yapida
oldugu fakat Italya Alplerinin giineyindeki populasyonlar arasinda onemli boyutta
genetik farkliligin oldugu tespit edilmistir (Pirounakis vd 1998).

Asya’da populasyonlarin genetik yapi bakimindan farklilagsmasini saglayan
temel faktorler arastirilmis ve Asya’daki yedi kita ve bazi adalarda bulunan B. ignitus
populasyonlari tizerinde ¢alisilarak, bu kitada bulunan populasyonlarin kendi aralarinda
homojen bir genetik yapiya sahip olduklar1 ve uzak ada populasyonlari arasindaki
genetik farkliligin fazla oldugu tespit edilmis, sira daglar veya su alanlari gibi etkenlerin
genetik yapr bakimindan farklilagsmay1 saglayan temel faktor olabilece§i saptanmistir
(Shao vd 2004).

Polonya’da 3 adet sera ve sera ¢evresindeki dogal populasyonlardan alinan
bombus arilar1 kullanilarak arastirma yapilmis, ticari olarak iretilen B. terrestris
kolonilerinden dogal populasyondan alinan bombus arisina dogru genotip degisikligine
sebep olacak herhangi bir gen aktariminin bulunup bulunmadigina bakilmis ve ticari
tiretimi yapilan arilardan, materyal olarak kullanilan dogal populasyon arilarina dogru
gen akisinin meydana geldigi belirtilmistir (Kraus vd 2011).

Genis bir alanda yapilan diger bir calismada B. terrestris mtDNA bilgileri
kullanilarak bombus tiirleri arasindaki filogenetik iliskiler arastirilmistir. Sonug olarak,
diger bombus tiirlerine kiyasla melipona ile apis tiirii daha yakin bir genetik mesafe
gostermistir (Du vd 2015).
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Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesinde vyiiriitilen bir tez calismasinda
miktosatellit markirlar kullanilarak Akdeniz Bdlgesi dogal faunasinda bulunan B.
terrestris populasyonlart DNA diizeyinde tanimlanmistir. Elde edilen bulgular Akdeniz
Bolgesi’'nde birbirinden olduk¢a uzak ve farkli yiikseltilerde bulunan ¢ dogal
populasyonundan alinan Orneklerin B. terrestris dalmatinus alttiiriine ait oldugunu
gostermistir (Argun Karsli 2011).

Meydan vd (2016) tarafindan yapilan birgalismada, 2 adet Tiirkiye dogal ve 2
adet ticari firma populasyonlar1 bes mikrosatelit lokusu bakimindan karsilagtirilmistir.
Populasyonlar i¢inde populasyonlar arasindakinden ¢ok daha fazla genetik varyasyon
saptanmistir. Arastirma sonucunda calisilan bes mikrosatelit lokusu bakimindan dogal
ve ticari bombus populasyonlarinin benzer genetik yapilarda oldugu sonucuna
varilmistir.

Ozellikle Antalya yoresi B. terrestris arisinin dogal habitatta yaygin olarak
bulundugu bir tiir olup birgok alt tiiriine de rastlanmaktadir. Bununla birlikte tilkemizin
ve Avrupa’nin en yogun seracilik yapilan ve bu seralarda ticari yetistirilmis B. terrestris
kolonilerinin en yogun kullanildigi yerdir. Ticari B. terrestris kolonilerinin yogun
kullanim1 sonucunda bu kolonilerden dogaya kagan ar1 populasyonunda artis oldugu
diistiniilmektedir. Bu sekilde olusan kolonilerin yayilmas: dogal populasyonlar ile
rekabetin artmasina, hastaliklarin yayilmasina ve yerel genotiplerle kontrolsiiz
melezlenmeye sebep olabilecegi bildirilmistir (Dafni 1998, Goka vd 2001).

2.5. Hayvansal Mitokondriyel Genomun (mtDNA) Yapisi

1960’1 yillarda mitokondri ve kloroplastlarin DNA tasidigr gosterilmistir.
Cekirdek DNA’sindan bagimsiz olan mitokondriyal DNA ¢ift sarmal ve halkasal
yapidadir. Genellikle 16 kb boyutundadir. Tiim hayvanlarin mtDNA’s1 37 gen igeririr.
Bunlar; 2 rRNA, 13 protein ve 22 tRNA kodlamas1 yaparlar. mtDNA'nin bdliinmesi
cekirdekten bagimsiz olarak durdurulabilir veya gerektigi zamanlarda baslatilabilir.
MtDNA sayist degismekle beraber 2-10 kopyasi bulunur. Cekirdek DNA’s1 tarafindan
kodlanan proteinlerin bazilari mtDNA tarafindan da kodlanmaktadir. Cok hiicreli
(6karyotik) canlilarin sahip oldugu toplam DNA materyali hayvanlar icin ¢ekirdek ve
mitokondri DNA’sindan olusur. Cok sayida enzimi sentezleyebilen, kendine 6zgii DNA
molekiilii ve ribozomu olan, ¢ift hiicre membranina sahip ve adenozin trifosfat (ATP)
seklinde enerji sentezini gergeklestiren bir organeldir (Boore 1999).

Mitokondriyal DNA aerobik solunumla ilgili genleri igeren, hayvansal
hiicrelerde kiigiik, dairesel ikili sarmal sekilde bulunan bir DNA molekiiliidiir (Rokas vd
2003). mtDNA molekiiliiniin yapisal olarak prokaryotik kalittim materyaline olan
benzerliginin sebebi dairesel ve ikili sarmal bir DNA molekiiliinden olusmasindan
dolayidir.

Cok hiicreli canlilarin hemen hepsinde mtDNA yalnizca anne tarafindan
maternal dollerine aktarilir. Spermde 100-1000 arast mtDNA bulunurken, yumurtada
100.000 ila 1.000.000 arast mtDNA bulunur. Ayrica dollenme sirasinda meydana gelen
biyokimyasal tepkimeler, sperm mtDNA'smin c¢ok biiyilk bir kismmin yumurtaya
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gegmesine engel olur. Ayrica yumurta doéllendikten sonra sperm ve mtDNA yumurta
tarafindan "yabanci madde" olarak algilanarak yok edilir. Zaten spermdeki mtDNA'nin
cogu, mitokondrilerin yogunlukla bulundugu kuyruk kismindadir ve kuyruk cogu
zaman dollenme sirasinda mtDNA'larla birlikte kaybedilir. mtDNA anaya ait kalitim
bilgisine sahip olup sitoplazmik kalittm materyali olarak yumurtanin sitoplazmasi
vasitasiyla generasyonlar boyunca aktarimi gergeklestirilmektedir. mtDNA'da meydana
gelen mutasyonlar ile bireyler ve tiirler arasindaki farkliliklarin takibi kolaylasir. Farkli
canlilarin mtDNA's1 kiyaslanir ve buna gore soy agaci ¢ikarilir. Nadiren mtDNA'nin
erkek tarafindan aktarildigi da gdzlenmistir. Ornegin birkag bal arisi tiiriinde, meyve
sineklerinde bu durum goézlenmistir. In vivo dedigimiz ve canli diginda gergeklestirilen
dollenmelerde de erkekten mtDNA'nin gegmesi durumu goézlenebilir.

MtDNA molekiiliiniin anaya ait kalittm modeline sahip olmasi ve yeni
kombiasyonlarin olugsmamasi populasyon genetigi, filogenetik ¢alismalar, tiir igi/tlirler
arast genetik benzerlik ve farkliliklarin ortaya ¢ikarilmasinda kullanilmasinin baslica
sebepleridir (Avise 2004). Mitokondriyel genetik materyalin daire seklinde olmasi ve
ikili sarmalda tek bir DNA molekiiliniin olmasindan dolayr c¢ekirdek DNA
molekiilinde homolog kromozomlar arasinda gerceklesen crossingover meydana
gelmez. Bu durum dollerde yeni kombinasyonlar olusma ihtimalini ortadan kaldirir.
Dollerde yeni kombinasyonlarin olusmamasindan dolay1 genetik markirlaringok diisiik
sikliklarda (2x10®) gerceklesen mutasyona ugramasma ve markirlarin sabit kalmasini
saglamaktadir (Ozdil 2007). Mutasyon sikliginin diisiik oldugu mtDNA molekiiliinde
meydana gelen genetik varyasyonun sebepleri niikleotid eksilmesi (deletion), niikleotid
eklenmesi (insertion), niikleotid doniisiimleri (substitution) ve belirli gen bolgelerinde
DNA pargalarinin farkli uzunluklarda olmasi olarak 6zetlenebilir (Moritz vd 1986,
Solignac 1991).

Genel olarak mtDNA markirlari;

v" Populasyonlarin tanimlanmasi,

v' Populasyon ve ekotiplerin orijinlerinin belirlenmesi,

v' Populasyonlarin cografi dagilimlarinin ortaya konmast,

v" Alttiir igerisindeki haplotiplerin belirlenmesi,

v" Populasyonlar arasindaki gen akisi ve hibritlenme seviyelerinin tahmin edilmesi,

v" Anaya ait (maternal) kalittm modellerinin izlenmesi,

v' Populasyonlar igi/aras1 genetik varyasyon diizeylerinin hesaplanmasi,

v" Populasyonlarin genetik benzerlik ve farkliliklarindan yararlanilarak filogenetik
iligkilerin tespit edilmesi g¢aligmalarinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu
ozelliklerinden dolayr mtDNA molekiilii fonksiyonel olarak yaklasik 37 gen,
filogenetik olarak ise cok sayida genin var oldugu tek bir baglanti grubundan
meydana gelmis siipergen olarak tanimlanmigstir (Moritz vd 1986).

Cytb bolgesi mitokondrinin solunum ile ilgili zincirinde elektron iletiminden
sorumlu, tRNASer ile ND6 genleri arasinda bulunan 1149 bg’lik bir lokustur. COI
bolgesi tRNALeu ve tRNATrp arasinda yer alan 1560 b¢ uzunlugunda mitokondriyal
solunumda elektron transferini saglayan enzimin iiretiminden sorumludur (Ozdil 2007).
MtDNA COI gen bolgesi, elektron transfer zincirinde islev gérmekte ve bu yilizden de
yiiksek derecede korunmus bir bolge olup nétralite gostermektedir. Bu sebeple, COIl gen
bolgesi evrensellik gostermekte ve boylece bu gen bolgesi referans alinarak olusturulan
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primerler, tiirlerin ¢ogunlugunda DNA barkodlama amaciyla kullanilabilmektedir.
Ayrica COIl gen bolgesi, populasyon genetigi calismalarinda genetik varyasyon ve
farklilasma derecesinin 6l¢limii i¢in de belirte¢ (markir) olarak siklikla kullanilmaktadir
(Oksiiz 2014).

2.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu ilk kez ABD’de 1985 yilinda Cetus sirket ¢alisani
Henry A. Erlich, Kary Mullis, Randall K. Saiki birlikte gelistirmislerdir ve bu bulus
arastirma laboratuvarlarinda yeni bir ¢ag agmistir. Bulusundan dolay1r Kary Mullis 1993
yilinda Nobel Kimya Odiilii kazanmigtir. Basit olarak metod; tiipler igerisinde Niikleik
asitlerin  (amplifikasyonu) c¢ogaltilmasidir. Uygun primerler tarafindan DNA
kopyalarinin enzimatik olarak sentezlenmesi olarak tanimlanan in vitro bir yontemdir.
Cogaltilacak olan bdlgenin iki taraftan da uglarina bolgeye 6zgii ve bu bélgede bulunan
baz dizilimlerini tamamlayan ¢ifter sentetik oligoniikleotid primerleri kullanilarak, bu
primerlerle bolgenin enzimatik olarak iiretilmesine dayanir. En basit anlatimla PCR,;
DNA molekiillerinin milyarlarca kez basit olarak ¢ogaltilmasidir. Ug asamanimn
tekrarlanmasi ile gergeklesir. Bu asamalar sirasiyla iki DNA zincirinin yiiksek sicaklikta
birbirinden ayrilmasi (denaturation), primerlerin hedef DNA molekiiliine baglanmasi
(annealing) ve DNA zincirinin uzamasi (extention)’dir (Sekil 2.3).

Genel olarak;

DNA haritalama ve DNA dizi analizlerinde,
Kalitsal hastaliklarin tanisi,

Adli tip ¢aligmalarinda,

DNA parmak izi analizinde,

DNA klonlanmasinda,

Evrimsel arastirmalarda,

Insan genom projesindeki arastirmalarda,
Tarimsal arastirmalarda,

DNA-Protein interaksiyonunda ve
Dogadaki tiirler arasindaki polimorfizmin belirlenmesinde kullanilmaktadir.

NN N N SN NN
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Sekil 2.3. PCR yonteminin gorsel anlatimi
2.7. Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) yontemi

Sadece tek bir niilkeotitte meydana gelen degisiklik SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) olarak adlandirilmaktadir ve genomda en sik goriilen polimorfizmdir.
Genel olarak bir populasyonda 2 allelin bulunmasi durumunda genetik varyasyon
kaynagi olarak gosterilmektedir. Polimorfizm bir populasyonda iki ya da daha fazla
saylda birbirinden ayrilmig ya da farkli fenotiplerin varligi olarak tanimlanabilir. Yeni
polimorfizmleri taramak ve saptamak ic¢in kullanilmaktadir.

DNA zincirinde bir bazin baska bir baz ile yer degistirmesi sonucu ortaya ¢ikan
polimorfizimdir (Sekil 2.4). Yani piirin (G/A) niikleotidinin veya primidin (C/T)
niikleotidinin yer degistirmesi (transition), bir piirin niikleotidi ile bir primidin
niikleotidi veya tersi seklindeki yer degistirmeler (transversion), DNA zincirine tek baz
eklenmesi (insertion) veya eksilmesi (deletion)’de SNPs markirlarinin  meydana
gelmesine sebep olan faktorlerdendir. SNP’ler genel olarak gen fonksiyonlarni ve
kalitsal ozellikleri etkilemezler. SNP’ler ortalama 1331 bazda 1 kez goriilmektedir
(Failin vd 2000).

Son yillarda DNA dizi analiz yontemleri ve teknolojisindeki gelismelerle birlikte
ciftik hayvami tiirlerini de kapsayan molekiiler calismalar SNPler {izerine
yogunlasmistir. Birgok polimorfizim c¢alismasinda, kalitsal hastaliklarin  genetik
kokeninin arastirilmasinda, metabolik faaliyetlerin aydinlatilmasinda, biyoteknolojik
calismalarda, evrim genetiginde ve adli bilimlerde SNP kullanimi oldukga
yayginlagsmistir. SNP markirlarinin genetik ¢alismalarda kullaniminin yayginlagsmasinin
4 6nemli nedeni su sekildedir (Beuzen vd 2000).
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a) Eger SNP markirlar1 gen iriiniiniin karsiligi bulunan bdélgelerde bulunursa
dogrudan fenotipi etkilerler.

b) Diger molekiiler yontemlere gore her lokusta ¢ok daha fazla markir elde
edilmektedir.

€) SNP seleksiyon markiri olarak mikrosatellitlere oranla daha uzun vadede dollere
aktarilabilmektedir.
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Sekil 2.4. Tek niikleotid polimorfizmi (SNP: Single Nucleotide Polymorphism)
2.8. DNA Dizi Analizi

Gelisen teknik ve teknolojilere paralel olarak herhangi bir kaynaktan elde edilen
DNA fragmentlerinin niikleotid dizilerini belirlemek molekiiler genetik alaninda yeni
cigirlar agmistir. 1960’11 yillarda baslayan DNA dizi analizi ¢alismalarinda ilk olarak
Holley vd (1965) tarafindan 74 niikleotidlik bir tRNA molekiiliiniin dizi analizi
yapilmistir. 1977 yilinda Allan Maxam- Walter Gilbert ve Frederick Sanger tarafindan
iki farkli DNA dizi analizi yontemi bulunmustur. 1982 yilinda Akiyoshi Wada DNA
dizi analizinin otomatik olarak yapilmasini Onermistir ve robotlar gelistirilmeye
baglanmigtir. 1986 yilinda Leroy Hood ve Llyod Smith tarafindan DNA dizi analizinde
kullanilacak tam otomatik bir makine bulunmustur.

Stirekli gelisen yontemler sayesinde sirasiyla 1992 yilinda insan genomunda
21.kromozom, 1995 yilinda haemophilus influenzea’ya ait ilk DNA dizisi, 1996 yilinda
ekmek mayast olan S.cerevisiae’nin DNA dizisi, 1998 yilinda Caenorhabditis
elegans’m DNA dizisi, 1999 yilinda insanin 22. kromozomunun DNA dizisi
tamamlanmistir, 2000 yilinda Drosophila melanogaster’in DNA dizisi, insan gen
haritasinin taslagi ve Arabidopsis thaliana DNA dizisi ve 2003 Y kromozomunun dizi
analizini tamamlamistir.

DNA niikleotid dizi analizleri baslica su amaclar icin yapilir;

Biyolojik hayati kontrol eden genlerin ve kalitsal sifrenin belirlenmesi

Gen ve allellerin fonksiyonel yapilarinin ortaya ¢ikartilmasi

Genom haritalarinin olusturulmasi

Mutasyonlarin saptanmasi

Tiir i¢i ve tiirler aras1 genetik iligkilerin arastirilmasi.

Kalitsal hastaliklarin  meydana gelme ve tedavi siirecleriyle ilgili
mekanizmalarin anlasilmasi.

ANANENENE NN
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Sanger dizileme yontemi, enzimatik DNA sentezine dayanir ve en yaygin
kullanilan dizi analiz teknigidir. Yontemde dizisi saptanacak olan DNA ipligi yeni
sentezlenecek iplik i¢in kalip olarak kullanilir. DNA sentezi saglamak i¢in Klenov, Taq
DNA polimeraz, ters transkriptaz yada sequenaz enzimlerinden birisi kullanilabilir.
Yontemin temeli, DNA polimerazin dNTP (deoksiriboniikleotid trifosfat) ve ddNTP
(dideoksiriboniikleotid trifosfat) leri de substrat olarak kullanabilmesi esasina dayanir.
Frederick Sanger (1975) tarafindan gelistirilmis ve dideoksinukleotid olarak
adlandirilmistir (enzimik metod). Bu metotla, Sanger, kiigiik DNA fajlarindan olan
0X174 fajinin 5386 baz ciftinden (bg) olusan genomunun nukleotid siralarini
saptamistir (Sanger vd 1977).

Sanger yonteminin ana ilkesi zincir sonladirici olarak dideoksi niikleotid tri
fosfatlar (ddNTP) kullanilmasidir. Klasik zincir sonladirma yontemi i¢in tek iplikli bir
DNA kalip, bir DNA primeri, bir DNA polimeraz, normal deoksi niikleotid tri fosfatlar
(ANTP'ler) ve DNA zincir biiylimesini sonladiran modifiye edilmis niikleotidler
(ddNTP) kullanilir. Bu ddNTP'ler otomatik dizileme makinalarinda otomatik olarak
tespit edilebilmek i¢in radyokatif veyafloresanolarak isaretlenir. DNA numunesi dort
ayri dizileme reaksiyonu igin paylastirtlir, bunlarda ortak olarak standart deoksi
niikleotidler (dAATP, dGTP, dCTP ve dTTP) ve DNA polimeraz bulunur. Her reaksiyona
dort dideoksi niikleotid'ten bir tanesi (ddATP, ddGTP, ddCTP, veya ddTTP) eklenir. iki
niikleotid arasinda bir fosfodiester bagi olusmasi igin gerekli olan 3'-OH, dideoksi
niikleotidlerde bulunmadigi i¢in bunlari iceren bir DNA zinciri daha fazla uzayamayaz.
Bu nedenle, cesitli uzunluklarda DNA zincirlerinin olusumuyla reaksiyon sona erer.

Yeni sentezlenen ve isaretlenen DNA parcalari 1sitilarak denatiire edilir ve jel
elektroforeziyle biiyiikliiklerine gore ayristirilir. Dort reaksiyonun (A, C, G ve T) her
birindeki DNA parcalar1 elektrik alaninin etkisiyle jel iginde birbirine paralel ayr
yollardan ilerleyerek ayristirilir. Ayni uzunluga sahip DNA parglart ayni hizda ilerler ve
gorsellestirildiklerinde (otoradyografi veya mor Gtesi ile) birer bant olarak goriiniirler.
Dort seritteki farkli bantlarin goreceli konumlarina bakilarak DNA dizisi (alttan yukari
dogru) okunabilir (Sekil 2.5).

Zincir sonlandirma dizilemesinin teknik ¢esitlemeleri mevcuttur. Radyoaktif
fosfor igeren niikleotidler kullanilarak radyo isaretleme yapilabilir veya 5' ucunda
floresan boya ile isaretlenmis bir primer kullanilabilir. Optik bir sistemde yapilan boya-
primer dizilemesi sayesinde okuma daha hizli ve ekonomik yapilabilir ve sistemin
otomatizasyonu miimkiin olur. Leroy Hood vd tarafindan gelistirilen bu sistemler
otomatik ve yiiksek hacimli DNA dizilemesini miimkiin kilmaktadir.
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Sekil 2.5. Sanger yonteminin gorsel anlatimi
2.9. Elektroforez

Elektroforez, biiyliik molekiillii iyonlarin ve yiiklii parcaciklarin elektrik akimi
verilen bir alanda art1 uca (anot) ya da eksi uca (katot) dogru hareket etmelerini ifade
etmektedir. Molekiillerin hareket hizlari; sahip olduklart elektrik yiikiine, molekiiliin
biiyiikliigiine ve sekline bagl olarak degismektedir. Ayrica kullanilan tampon ¢ézeltiler,
tagiyict materyalin 6zelligi, akim siddeti, siiresi, ortam sicakligi ve pH molekiillerin
hareketini etkileyen temel etmenlerdir (Harris ve Angal 1995). Elektroforezin calisma
ilkesi molekiil agirligi ve molekiilde bulunan elektrik enerjisinin jel i¢cinden bir yiikten
digerine giderken kat ettigi mesafe farkliliklarini gdstermektedir.

Agaroz Jel Elektroforezi daha ¢ok proteinlerin ve kiigiik DNA pargalarinin
ayirimi ve analizi i¢in kullamishdir. Agar bir alg tiirlinden elde edilir. Jel elektroforez
tamponuna koyulmus agarozun yiiksek sicaklikta ¢oziindiiriilmesi ile hazirlanir.
Kaynatilmis agaroz ¢ozeltisi 50 dereceye kadar sogutularak jel tepsilerine dokiiliir.
Ayrimiyapilacak Ornek taraklarla olusturulmus kuyucuklara yiiklenir ve elektriksel
alanda vyiiriitilerek ayrimi yapilir. Jel uygun sekilde hazirlanirken ya da Ornekler
yiiklenip elektriksel olarak ayrildiktan sonra boyanir ve Orneklerin goriintiilenmesi
gerceklestirilir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal

Bu projede materyal olarak B. terrestris is¢i ar1 ornekleri kullanilmistir. Proje
materyali olusturulurken Antalya yoresindeki dogal alanlar, yogun seracilik yapilan
bolgeler ve ticari liretim yapan firmalardan 6rnek toplanmaistir.

B. terrestris arilarinin dogal yetisme alanlar1 olarak yerlesim yerlerine ve sera
alanlarma en az 30 km uzaklikta bulunan izole yerler tercih edilmistir. Boylece, Faselis
ve Termessos milli parklar1 ile Bayatbademleri koyii civarindan 30’ar is¢i ari
toplanmustir.

Aksu (Perge, TIGEM, Boztepe Koyii), Kumluca-Hasyurt ve Demre-
Beymelekilgeleri yogun seracilik faaliyetlerinin yapildigi ve bu seralarda yogun olarak
ticari uretilmis B. terrestris arilarinin kullanildigi yorelerdir. Buradaki seralardan
dogaya B. terrestris is¢i arilarinin kagma olasiligi yiiksektir. Bu sebeple, birgok defa
ziyaretler yapilarak farkli sera ve sera ¢evrelerinden 30’ar is¢i ar1 drnegi toplanmustir.
Proje onerisinde sadece Aksu ve Demre yoresinden Ornek alinmasi 6n goriilmesine
ragmen bagka bir proje icin Kumluca bdlgesine yapilan ziyaretlerde bu proje igin de
materyal toplanmistir. Sonugta proje biit¢esini etkilemeyen bu durum projenin materyal
sayisini da arttirmistir.

Ayrica, Bati Akdeniz bolgesinde ticari liretim yapan 5 firmadan rastgele 30’ar
koloniden 1’er adet olmak tizere 30’ar is¢i ar1 0rnegi alinmistir. Boylece ticari iiretilen
B. terrestris kolonilerine ait 150 is¢i ar1 materyal olarak kullanilmstir.

Ayrica, yayla seraciligmmin heniliz yayginlastigi Geyikbayiri-Sinandegirment
yoresinden de 30 is¢i ar1 0rnegi toplanmistir. Bu yoredeki seralarda ticari iiretilmis ari
kolonilerinin kullanilmadigindan emin olunmadig: i¢in buradan toplanan 6rnekler dogal
populasyon olarak degerlendirilmemistir.

Boylece, 12 farkli bolgeden toplam 360 adet is¢i ari materyali elde edilmistir.
Ar ornekleri toplamak igin ziyaret edilen yerler Sekil 3.1’de gosterilmistir. Yakalanan
tim ar1 Ornekleri lizerinde tarih, yakalandigi lokasyon yazan ve igerisinde saf alkol
bulunan cam kavanozlara (Sekil 3.2) konularak laboratuvara getirilmistir. Bu sekilde
biriktirilen Ornekler kullanilincaya kadar +4°C’ de muhafaza edilmistir. Arazi
caligmalarinda ar1 orneklerinin toplandigi yerlere ait koordinat rakim bilgisi Cizelge
3.1°de gosterilmistir. Ornek toplama galismalar1 Nisan-Mayis-Haziran 2016 tarihlerinde
gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.1. Ar1 6rneklerinin toplandig1 bolgeler

Sekil 3.2. Ar1 6rneklerinin etil alkol bulunan kavanozlar i¢ersinde muhafazasi
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Cizelge 3.1. Ar1 6rneklerinin toplandig1 yorelerin koordinat ve rakim bilgileri

Lokasyon Koordinati Yiikseklik
Aksu 36°57'K 30°51'D  10m
Kumluca 36°22'K,30°17’D 15m
Demre 36°14'K,29°57'D 12m
Faselis 36°31'K 30°33’'D 4 m
Bayatbademler 37°3°K,30°27'D 589 m
Termasos 36°59' K,30°28'D 1150 m

Geyikbayiri 36°54'K, 30°32'D 900

3.2. Yontem

Bu proje kapsaminda ar1 6rneklerinden DNA ekstraksiyonu, DNA kalite-kantite
olgtimii, PCR ¢alismalari, elektroforez g¢alismalari ve jel dokiimantasyon islemleri
Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji Béliimii Hayvansal
Biyoteknoloji Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir. Proje konusu mtDNA COIb ve
Cytb genlerinin PCR’da amplifiye edilen fragmentlerinin DNA baz dizilimi hizmet
alim1 yoluyla belirlenmistir. Deneme materyalini olusturan ar1 6rneklerinden her birinin
mtDNA’sinda bulunan iki gen bolgesi (COIb ve Cytb) spesifik primerler ile PCR’da
cogaltilmistir. PCR’da amplifiye edilen gen bdlgelerinin DNA niikleotid dizileri
belirlenmis ve SNP haplotipler olusturulmustur. Elde edilen veriler {izerinden
populasyonlarin genetik yapist ve filogenetik iligkiler ortaya cikartilmistir. Boylece,
onemli yerli gen kaynaklarimizdan biri olan B. terrestris arilarina ait 6nemli genetik
bilgiler saglanmistir. Projede kullanilan yontemlerin ayrintilar1 sirasiyla asagida
aciklanmistir. Bu ¢alismada kullanilan malzemeler ve kullanim amaglar1 Cizelge 3.2°de
listelenmistir.
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Cizelge 3.2. Proje kapsaminda laboratuvar ¢aligmalarinda kullanilan arag-gerecler

Adi Kullanim Amaci

Gradient Thermal mMtDNA COI ve Cytb genlerinin 6zgiin primerler kullanilarak
Cycler cogaltilmasi

Santrifiij DNA ekstraksiyon ¢aligsmalarinda molekiillerin merkez kag

Tissue Lyser
BioDrop

Otomatik pipet

Saf Su Cihaz1

pH Metre

Otoklav

Sicak Su Banyosu
Vortex — Calkalayici
Hassas Terazi
Horizontal Jel

kuvveti ile kiitle biiyiikliiklerine gore ayristirma islemleri
Ar1 doku ve hiicrelerinin lizis edilmesi

DNA kalite ve kantite 6l¢timleri

Mikrolitre seviyesinde dl¢timler

Cesitli ¢ozeltilerin hazirlanmasi i¢in gerekli saf su saglama
Cozeltilerin asit-baz degerlerinin ayarlanmasi
Laboratuvar malzemelerinin ve ¢ozeltilerin sterilizasyonu
Enzim aktivasyonun gergeklestirilmesi

Cozelti ve reaksiyon karigimlarinin homojenizasyonu
Kat1 kimyasallarin hassas dlgtimleri

Niikleik asitlerin ve PCR iriinlerinin agaroz jelde tespit

Elektrofez edilmesi

Gii¢ Kaynagi Elektrofez islemi i¢in siirekli sabit enerjinin saglanmasi

Jel Dokiimantasyon  Elektroforezde ayristirilan DNA fragmentleri goriintiilenmesi
Mikrodalga Firin Elektroforez i¢in jel hazirlama

-20 °C sogutucu Proje materyalive bazi sarf malzemelerin depolanmasi
Manyetik Karigtirict ~ Cozeltilerin homojenizasyonu

3.2.1. DNA ekstraksiyon calismalari

Sadive TASBAS

Proje materyali olarak her lokasyondan 30’ar is¢i ari Ornegi toplanmis ve
boylece 12 lokasyona ait toplam 360 B. terrestris isci ar1 6rnegi projenin materyalini
olusturmustur. DNA ekstraksiyonu ¢alismalari her birey i¢in ayr1 olarak
gergeklestirilmis ve toplam 360 DNA 6rnegi elde edilmistir.

DNA ekstraksiyon ¢aligmalarinda ilk olarak Chelex yontemi uygulanmig ancak
elde edilen DNA orneklerinin kalite ve kantitesi istenilen diizeyde olmadigi i¢in Chelex
yonteminde elde edilen DNA Orneklerine ek olarak CTAB yontemi (Hall 1990)’de
uygulanmigtir.

DNA ekstraksiyonuna baslamadan once saf alkol icerisinde bulunan arilarin
alkolden uzaklastirilma iglemi yapilmistir. Bunun igin, laboratuvar tezgahina 40x40cm
ebatlarinda kurutma kagidi yerlestirilmistir. Kagidin hareket etmesini engellemek i¢in
koselerinden bant ile zemine sabitlenmistir. Orneklerin bulundugu herbir siseden 15 ari
ornegi alinacagi icin kagidin {izerine birden onbese kadar numara yazilmustir. ki adet
250 cc’lik erlenmeyer kaplarina saf su doldurulmustur. Arilar tek tek steril cimbiz
yardimiyla depolandigi siseden ¢ikartilmistir. Bu islem sirasinda arilarin ezilmemesine
Ozen gosterilmistir. Siseden ¢ikartilan arilar birinci erlenmeyer kabina atilmistir. Burada
yaklasik 2 dakika bekletilen arilar, cimbiz yardimiyla alinarak ikinci kaba atilmistir.
Burada da 2 dakika bekletilen arilar, tekrar cimbiz yardimiyla alinarak kurutma
kagidinin tlizerine yerlestirilmistir (Sekil 3.3a).
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Arn orneklerininoda sicakliginda (25°C) kagit tizerinde kurumalari saglanmustir.
Steril cimbizlar yardimiyla viicut kisimlari birbirinden ayrilmistir. Kanatlart ve
bacaklar1 gdvdeden (toraks) uzaklastirilmistir (Sekil 3.3b). Bu sekilde elde edilen her bir
toraks ve i¢ organlar dnceden numaralandirilmis steril 2 ml’lik tiiplere ayr1 ayri bireysel
olarak aktarilmistir (Sekil 3.3c). Toraks ve i¢ organlardan DNA ekstraksiyonu her bir
birey i¢in ayr1 ayr1 yapilmistir.

Sekil 3.3. A1 6rneklerinin DNA ekstraksiyonu i¢in hazirlanmasi

Arlarmm  kisimlart ayrilip numaralandirilmis steril tiiplere aktarilmasindan
sonraki iglemler asagida sirasiyla maddeler halinde verilmistir.

Chelex-100 DNA Izolasyonu

1. Ornekler saf su ile yikanir ve kurutulmustur.

2. Toraks ve i¢ organlar ayr1 olarak 2 mlI’lik doku pargalama (tissue lyzer) tiiplerine

alinir.

3. Her bir tiipiin igerisine 2 mm ¢apinda 2 adet tungsten metal bilye atilmistir.

4. Uzerine %10’luk 800 ul chelex eklenir ve tissue lyzer cihazinda 10 dakika 30.000
G’de tiim dokularin par¢alanmasi saglanmustir.

5. Tiip igerisinde seffaf kopiiklii bir goriintii olustuktan sonra, her bir tiip dnceden
numaralandirilmig steril eppendorf tiiplerin igine ters ¢evrilmistir. Bu haldeyken 2-3
saniye santriflij yapilarak tissue lyzer tiiplindeki pargalanmis iceriklerin eppendorf
tiiplere gegmesi saglanmistir.

6. Uzerine 5 pl proteinaz-K ve 5 ul RNAse eklenir, 30 saniye vorteks yapilmustir.

7. Onceden 56 °C’ye ayarlanmis su banyosuna yerlestirilen tiipler burada en az 3 saat
inkiibe edilmistir.

8. Inkiibasyondan sonra enzim aktivitesini bitirmek i¢in su banyosundan alinan tiipler
onceden 95 °C’ye ayarlanmis su dolu kap igerisinde 15 dakika bekletilmistir.

9.Tiipler 13.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir.

10. Santrifiij sonucunda olusan ve total DNA igeren tistteki sivi faz yeni steril tiipe
aktarilmistir (yaklasik 500 ul).
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CTAB Protokolii

11. %2 CTAB + %2 B-Merkaptoetanol ¢ozelti hazirlanmistir ( 500 pl ).

12. Bu ¢ozelti Chelex yontemiyle elde edilen DNA 6rneklerinin {izerine eklenmistir.

13. 56 °C’de en az 3 saat inkiibasyona birakilmustir.

14. inkiibasyon sonrasi tiiplerin iizerine 500 pl kloroform + izoamil alkol karisimi
(24:1) eklenmistir, vortex yapilmustir.

15. Tiipler 14.000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilmistir.

16. Tip icerisinde olugsan DNA igeren iist faz yeni tiiplere aktarilmistir (yaklagik 500

ul).

17. Uzerine tekrar 400 ul kloroform + izoamil alkol eklenmistir, vortex yapilmustir.

18. Tiipler 14.000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilmistir.

19. Tip icerisinde olugsan DNA igeren iist faz yeni tliplere aktarilmistir (yaklagik 400

ul).

20. Bunun {izerine alinan faz kadar soguk (-20°C) izopropanol eklenmistir.

21. Tiipler yavasga alt-tist (invert) edilmistir.

22. Ardindan tiipler -20 °C’de 1 saat bekletilmistir.

23. Sonra 14.000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapilmustir.

24. Total DNA pargalar tiiplerin dibinde pelet olusturur.

25. Ustteki stv1 kisim dikkatlice dokiiliir, pelet halindeki DNA’y1 yikamak igin 500 pl
%70’lik soguk etanol eklenmistir.

26. Bir dakika bekledikten sonra 14.000 rpm’de 5-7 dakika santrifiij yapilmistir.

27. Ustteki s1vi1 kisim dokiiliir. Uzerine tekrar %70’lik soguk etanol eklenmistir.

28. Bir dakika bekledikten sonra 14.000 rpm’de 5-7 dakika santrifiij yapilmistir.

29. Sivi kisim dikkatlice dokiiliir ve tiipler kurutma kagidi iizerine yan yatirilarak
igerideki alkoliin tamamen uzaklagsmasi beklenmistir.

30. Tipler iyice kuruduktan sonra tlizerine 100-150 pl ddH20 (niiklease-free) su
eklenerek pelet haldeki DNA’nin ¢oziilmesi saglanmustir.

31. Ekstrakte edilen DNA oOrneklerinin kalite ve miktart BioDrop cihazinda tespit

edilmistir. Sonugta istenilen kalite ve miktarda DNA materyali saglanmistir. DNA
ornekleri kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2. DNA kantitasyonu

Ekstraksiyon ¢aligmalar1 sonucunda elde edilen 360 mtDNA 6rneginin miktar ve
kalitesini belirlemek i¢in BioDrop Spektrofotometre cihazi kullanilmistir. Olgiim iglemi
icin ekstraksiyon Uriiniinden otomatik pipet yardimiyla 1 pl g¢ekilmis ve BioDrop
cihazmin okuma goziine damlatilmistir. Olgiim degerleri bilgisayar yazilimima
aktarilmistir. Spektrofotometre Olgiimleri sonucunda 260/280 dalga boylarinda OD
degeri 1.8-2.0 arasinda olan DNA o&rneklerinin 50 ng/puL oldugu kabul edilmistir.
Yogunluk degerlerine gore bi-destile saf su kullanarak yogunluk degerleri esitlenmistir.
Bu degerlerin altindaki ve tistiindeki 6rnekler PCR ¢aligmalarinda kullanilmamustir.

Ayrica, DNA molekiillerinin tek parga olup olmadiklarimin (kirtlip kirtlmadigi)
kontrolleri %2’lik agaroz jelde yapilmistir. Bu amagla, 3 ul DNA firiinii 2pl yiikkleme
tamponu ile boyanarak agaroz jele yiiklenmistir ve 60 dakika 80 volta (Thermo EC 300
XL Power Suppley) kosturulmustur. FElektroforez isleminden sonra DNA
fragmentlerinin goriiniir hale getirilip degerlendirilebilmesi i¢in jeller ethidium bromide
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ile boyandi. Elektroforezde siralanan fragmentlerin biytiklikleri DNA Ladder
kullanilarak belirlenmistir. Goriintiileme sistemi (SYNGENE-InGENUS) kullanilarak
ultraviyole 151k altinda ornek fotograflar1 bilgisayar yazilimina aktarilmistir. DNA
molekiilleri PCR islemi yapilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir. PCR
caligmalarinda her bir lokasyon i¢in en iyi degerlere sahip 15’er DNA 6rnegi secilmistir.

3.2.3. PCR (Polymerase Chain Reaction) ¢alismalar:

DNA miktarlarinin 6lglim degerlerine gore her bir 6rnegin bulundugu tiiplere
gerektigi kadar bi-distile saf su eklenerek DNA miktar1 yaklasik olak 50 ng/ml olacak
sekilde ayarlanmustir. Ilgili gen boélgelerinin PCR amplifikasyonunda kullanilacak
primerlerin Tm degerlerine gére PCR protokolii hazirlanmistir. PCR amplifikasyonunda
2 ul kalip DNA kullanilmis ve toplam hacim 40 pl olarak ayarlanmistir. Onceden
numaralandirtlmis olan PCR tiiplerine 2’ser pl DNA dagitilmistir. PCR karisimi
hazirlarken sirastyla nukleaz free saf su,10X tampon, dNTPs, MgCI?, Primerler (R-F) ve
en son Taq polimeraz eklenmistir. Daha sonra hazirlanan mixten 38’erul ¢ekilerek DNA
iceren PCR tiiplerine dagitilmistir. Thermal Cycler cihazininda 35 dongii seklinde
gerceklestirilen PCR isleminde primerlerin baglanma (annealing) sicakligi 55 °C olarak
ayarlanmistir (Cizelge 3.3). Elde edilen PCR iiriinlerinin varlig1 elektroforez islemi ile
tepit edilmistir. PCR-karisim1 hazirlama islemleri buz iizerinde gergeklestirilmistir. PCR
amplifikasyonlarinda hedef DNA bdlgesi olan mtDNA COla, COlb ve Cytb gen
bolgelerine 0zgii primerler (Cizelge 3.4) literatiir bilgisinden faydalanilarak
sentezlettirilmistir.

Cizelge 3.3. PCR-mix igerikleri ve sicaklik dongii protokolii

Kalip DNA (50ng) 2 ul

10X 4 ul 94°C 5 dk

dNTPs (2,5 mM) 4 ul 94°C 30 sn

MgCI2 (25 mM) 3,1 ul 55°C 30 sn 35 dongii
Primer R (10 mM) 0,3 ul 72°C 45 sn

Primer F (10 mM) 0,3 ul 72°C 5dk

Taq polimeraz (5u/ul) 0,3 ul 4°Coo

Su 26 ul

Cizelge 3.4. PCR amplifikasyonlarinda kullanilan primer setleri

Primerler [(Jlr)';)n Literatiir
F 5>-TAAACTTCTGGATGACCAAAAAATCA Kim vd 2009
R 3’>-TATCTACTAATCATAAAAATATTGG COla
F 5°- GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG (658bg) Hebert vd 2003
R 3’-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA
F 5’-CAACATTTATTTTGATTTTTTGG COlb Sperling and Hickey (1994)
R 3’-TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA (758bg) P g y
F 5 -TACTACCATGAGGACAAATATC Cytb Morath S. 2007
R 3’-ATTACACCTCCTAATTTATTAG (434bg) '
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3.2.4. Elektroforez islemleri
3.2.4.1. Agaroz jellerin hazirlanmasi

PCR amplifikasyonlarinin basaris1  %?2’lik agaroz jel -elektroforezinden
yararlanilarak kontrol edilmistir. Bunun i¢in 2 gr agaroz tartilmis, tartilan agaroz erlene
aktarilmis ve 1X TBE ¢ozeltisi (Cizelge 3.5) ile 100 ml’ye tamamlanmustir. Bu sekilde
hazirlanan ¢ozelti icindeki agaroz tamamen eriyip seffaf bir goriintii olusuncaya kadar
mikro dalga firinda kaynatilmistir. Elde edilen agaroz jel yaklasik 50 °C’ye kadar hafif
calkalanarak, koplik olusturulmadan sogutulmustur. Soguyan jel ¢ozeltisini igerine 3 pl
etidyum bromide ¢ozeltisi (10 mg etidyum bromide / ml deiyonize su) ilave edilmistir.
Elektroforez tepsisine yaklastk 30 upl hacminde disleri olan aparat (tarak)
yerlestirilmistir. Hazirlanan jel, hava kabarciklarimin olusmamasina dikkat edilerek
tepsiye dokiilmiistiir ve jel katilasana kadar sogumaya birakilmigtir. Jel donduktan sonra
tarak yavasca ¢ikarilmistir.

Hazirlanan jel 1X TBE Elektroforez / Jel Tampon ¢ozeltisi ile dolu olan yatay
elektroforez tankina yerlestirilmistir. Jel tanka yerlestirildikten sonra iizerini tamamen
kaplayacak sekilde 1 X TBE Elektroforez / Jel Tampon Cozeltisi ilave edilmistir. Tarak
dislerinin olusturdugu kuyucuklara mikto pipet kullanilarak PCR f{iriinleri enjekte
edilmistir. Bu sekilde PCR f{iriinleri elektroforez islemine hazir hale getirilmistir.

Cizelge 3.5. 10 X TBE Buffer tampon ¢ozeltisi olarak hazirlanisi

Tampon ¢dzelti Molarite /Miktar Icerik

10X TBE Elekrtroforez/Jel ~ 108 gr Tris

Stok Tampon Cozeltisi 55 gr Boric Asit
759r EDTA
H.O ddH20

3.2.4.2. PCR uriinlerinin elektroforezi

PCR sonucunda amplifiye edilen fragmentlerin varligini ve dogrulugunu
belirlemek amaciyla elektroforez islemi yapilmistir. PCR iirlintinden 5 pl alinip {izerine
3 ul yiikleme boyasi (brom fenol blue) eklendi. Elde edilen karisim mikropipet ile
agaroz jelde bulunan kuyucuklara yiiklendi. PCR iriinlerinin biiyiikliiklerini
belirleyebilmek amaci ile ilk kuyucuga 100 bg¢’lik DNA Leadder (Fermentas®
GeneRuler SM0241) yiiklendi (Sekil 3.4). 80 V’da 45 dk kosturulan PCR {iriinlerinin
jeldeki goriintiileri Jel Goriintilleme Analiz Sistemi (INGENIUS) ile bilgisayar ortamina
aktarilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. PCR f{iriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiistine bir 6rnek bant modelleri

3.2.5. Sekans analizleri

PCR c¢alismalart sonucunda elde edilen mtDNA COIb ve Cytb bdlgesinin
niikleotid dizi analizleri hizmet alim1 yoluyla tamamlanmistir. DNA dizi analizlerinde
izlenen yontem ve yapilan islemler asagida sirasiyla agiklanmigtir.

Elde edilen PCR iiriinleri EXOSAP kullanilarak saflastirilmistir. Uygulanan
prosediir asagidaki gibidir.

> 5 pl PCR iiriinii tizerine 2 pl exosap eklenerek 65 °C’ de 10 dakika
inkiibe edilmistir. Boylece PCR iiriinlerindeki kirlilik giderilmistir.

> Saflastirma sonrasinda elde edilen priifiye PCR iiriinleri proje konusu gen
bolgelerine 6zgiin primerler kullanilarak sekans PCR’1 yapilmigtir. PCR karigimi1
Cizelge 3.6’da verilmistir. Bir amplifikasyon tiipii i¢in 10 pl reaksiyon hacmi
ayarlanmistir. Elde edilen PCR {iriinlerinin temizlenmesinde Zymogen DNA
Sequencing Clean—Up kit kullanilmistir.

Cizelge 3.6. PCR-mix igerikleri ve sicaklik dongii protokolii

Pritfiye PCR {riind 2,4 ul

10X 2,0 ul 96 °C 10 sn]_ 25 dénoii
BigDye Ready Mix 1,0 pl 50°C 5sn &
Primer R(3.2pmol/pl) 0,3 ul 4°C 10dk

Primer F(3.2pmol/ul) 0,3 ul

Su 4,0 ul
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Elde edilen Sekan PCR iiriinlerinin temizlenmesi

10 ml PCR firiinii tizerine 200 ml DNA Binding Buffer eklenmistir,

Hazirlanan karisgtm Zymo-spin klona transfer edilmistir,

10000 G’de 60 sn santrifiij edilmistir,

Akan s1v1 tiiplerden uzaklastirilmistir,

Uzerine 200 ml Wash Buffer ilave edilerek 10000 G’de 60 sn santrifiij
yapilmustir,

Zymo-spin kolon yeni temiz bir tiipe aktarilarak iizerine 20 ml distile su ilave
edildi ve 10000 G’de 60 sn santrifiij uygulanmuastir.

Boylece filtrelenmis sekans PCR iiriinii ABI Prism 3100 cihazini yiiklenip DNA
niikleotid dizileri belirlenmistir.

YV V. VVVVYVY

3.2.6. SNP haplotiplerin belirlenmesi

DNA niikleotid dizi analizleri basariyla tamamlanan COIb ve Cytb gen
bolgelerine ait sekans goriintiileri FinchTV yaziliminda agilarak tek tek gbzden
gecirilmistir. Boylece, sekans cihazindan kaynaklanan hatali okunan bdolgeler varsa
diizeltilmistir. Degerlendirilmeye alinacak ve alinamayacak sekans sonuglari tespit
edilmistir. Kotii DNA dizileri analizden ¢ikartilmistir. Degerlendirilebilir sonuglar veren
sekanslarin  calisilan mtDNA gen Dbolgelerine ait olup olmadigi BLAST
(blast.ncbi.nlm.nih.gov) yazilimi ile kontrol edilmistir. PCR ¢alismalarinda kullanilan
Ozgiin primerlerin dogru sonuglar verdiginin kesinlestirilmesinden sonra her bir gen
bolgesi i¢in tiim sekans bilgileri MEGAG6 yazilimina yiiklenerek DNA dizi hizalamasi
(alignment) yapilmistir. Yanlis sonuglar veren DNA dizileri analizden ¢ikartilmistir.
Kullanilabilir sekanslar DnaSP v.5 yazilimina yiiklenerek SNP bolgeleri belirlenmistir.
Ayn1 bireye ait bir DNA dizisi tespit edilen SNP allel sayis1 kadar g¢ogaltilmistir.
Boylece her bir allel igin bir DNA sekansi kullanilmistir. DNA dizisi belirlenen SNP
bolgeler kullanilarak haplotipler olusturulustur.

3.2.7. istatistik analizler

Proje konusu mtDNA COlb ve Cytb gen bolgelerine ait niikleotid dizi analizleri
tamamlandiktan sonra sekanslarin kullanilabilirligi Finch TV yazilimi ile kontrol
edilmistir. Kontrolleri tamamlana DNA dizilerini hangi gene ait oldugu, PCR
analizlerinde kullanilan primerlerin dogru gen bdlgelerini sentezleyip sentezlemedigi
BLAST yaziliminda kontrol edilmistir. Calisilan gen bolgelerinin - dogrulugu
kesinlestikten sonra her bir gen bdlgesi i¢in tiim bireylere ait kullanilabilir DNA
dizilileri alt alta siralanacak sekilde Fasta formatina getirilerek MEGAG6 yazilimina
yiiklenmistir. Burada hizalama (alignment) yapilan sekanslardaki hatalar giderilmistir.
MEGA formatinda kaydedilen dosya DnaSP5 (Rozas vd 2010) yaziliminda agilmis ve
burada haplotip analizleri yapilmistir. Haplotip analizler sonucunda belirlenen haplotip
bilgileri Arlequin 2.00 (Schneider vd 2000) yaziliminda istatistiki analizler igin
kullanilmistir. Istatistiki analizler sonucunda proje materyali olan 12 B. terrestris
populasyonuna ait grup igi ve gruplar arasi genetik varyasyonlar (F istatistikleri), grup
ici ve gruplar arasi genetik mesafeler (genetic distance) hesaplanmistir. Calisilan
populasyonlarin birbirlerine olan genetik mesafe bilgileri SplitsTree 4.0 (Huson ve
Bryant, 2006) yazilimina yiiklenerek filogenetik analizler yapilmistir. Bdylece, proje
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materyalini olusturan 12 farkli lokasyona ait 12 populasyon arasindaki filogenetik
iliskiler mtDNA COlb ve Cytb gen bdlgeleri bakimindan belirlenmistir.

Populasyonlarda evrim siirecinde meydana gelen seleksiyon, go¢ ve bireylerin
atasal kayitlar1 hakkinda tanimlayici bilgilerin elde edilmesi her zaman miimkiin
olmamaktadir. Ayni irkin farkli populasyonlar1 arasindaki genetik cesitliligi incelemek
ve populasyonlar ya da irklar aras1 farki tanimlayabilmek i¢in fiksasyon indeksleri (F
istatistikleri) kullanilmaktadir. Bu indeksler Wright (1978) tarafindan gelistirilmistir.
Fst bir lokus ag¢isindan populasyonlari karsilastirmada kullanilir. Alt populasyonlardan
rastgele ele alinan iki gametin ortak atadan gelme ihtimali olup, alt populasyonlar
arasindaki genetik farkliligin ol¢iisiidiir. Fst, 0 ile 1 arasinda bir deger alir. Belirlenen
Fst degeri 1’e ne kadar yakin ise alt populasyonlar ortak atadan oldukg¢a uzaktir
denilebilir.

Eger Fst degeri;

- 0 — 0,05 arasinda bir deger aliyor ise kiigiik bir genetik farklilasma;

- 0,05 - 0,15 arasinda bir deger aliyor ise orta diizeyde farklilagma;

- 0,15 - 0,25 arasinda bir deger aliyor ise biiyiik bir genetik farklilagsma;

- 0,25’ten biiyilik degerler aliyorsa ¢ok biiyiik bir genetik farklilagmanin mevcut
oldugu soylenebilir.

Kisacasi, Fst degeri kiiciik oldugu zaman populasyonlarin arasindaki varyasyon
da azdir. Yani iki populasyon birbirine genetik olarak benziyor demektir (Hartl ve Clark
2007).
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4. BULGULAR

4.1. PCR Bulgulari

Proje konusu olan 3 gen bolgesine (mtDNA COla, COIb ve Cytb) 6zgiin
primerler (Cizelge 3.4) kullanilarak yapilan PCR uygulamalar1 sonucunda COla i¢in
beklenen kalite ve sayida veriye ulasilamamistir. Bu sebeple proje Ongoriisiinde
calisilmasi diistiniilen mtDNA COla gen bolgesi deneme disinda tutulmustur. Bu tip
beklenmeyen olumsuzluklar goz oniinde bulunuldugu i¢in mtDNA’ya ait 3 gen bolgesi
secilmisti. Secilen gen bolgelerinden COIb ve Cytb projenin devami igin gerekli bilgiyi
tiretmistir. PCR uygulamalari sonucunda COIb gen bdlgesine ait 758 b¢ uzunlugunda ve
Cytb gen bolgesine ait 434 b¢ uzunlugunda DNA fragmenti tiim bireyler i¢in basariyla
amplifiye edilmistir (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).

Sekil 4.1. PCR amplifikasyonu sonucunda Faselis bolgesine ait 30 bireyde amplifiye
edilen COIb gen fragmentlerinin %2’lik agaroz jel goriintiisii

Sekil 4.2. PCR amplifikasyonu sonucunda Faselis bolgesine ait 30 bireyde amplifiye
edilen Cytb gen fragmentlerinin %2’lik agaroz jel goriintiisii
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4.2. DNA Niikleotid Dizilerinin Belirlenmesive SNP Haplotiplerin Tespiti

Toplamda 12 farkli kaynaga ait 12 farkli B. terrestris ar1 populasyonundan 360
bireyin mtDNA COIb ve Cytb gen bolgelerinin PCR amplifikasyonlart tamamlandiktan
sonraher populasyondan en iyi PCR sonuglarini veren 15’ser 6rnek ile DNA sekans
analizlerine devam edilmistir. Toplamda Cytb i¢in 180 adet ve COIb igin 180 adet DNA
sekans analizi gerceklestirilmistir. Basariyla ¢alisilan COIb ve Cytb gen bdlgeleriyle
ilgili sonu¢lar asagida sirasiyla veilmistir.

4.2.1. COIb bulgular:

Sekans analizlerinin basaris1 FinchTV yaziliminda kontrol edilerek sonraki
analizler i¢in kullanilabilir sekanslara karar verilmistir. Degerlendirilmeye
alinamayacak kadar kotii olan DNA sekanslart deneme disinda tutulmustur (Sekil 4.3).

oto. [ Fraseaenee [ A< 5 L

P

TP ) e |
T?’?’Jf”%_ { W il bl A

a- Degerlendlrmeye ahnan CO1b DNA sekansi 6rnegi

LSS 0% S0 - N

W\_l mwumou Geospiza
r  Sequence [

= / N
‘ / \ / «
| A\ A

/\/\ c' )
X/\fz&\b / ! VAN YASV) m /&\./ A I\ WY
g1

b- Dégerlendlrmeye ahnmayan COlb DNA sekans Ornegi

Sekil 4.3. DNA niikleotid dizi analizleri sonucunda tespit edilen mtDNA COIb gen
bolgesine ait sekans ornekleri

Ortaya cikartilan sekans sonuglarinin dogru gen bdlgesine ait olup olmadigi
NCBI (The National Center for Biotechnology Information) verilerinden yararlanilarak
BLAST yazilimi ile kontrol edilmistir (Cizelge 4.1).

BLAST analizi sonucunda sekans analizlerinden elde edilen DNA niikleotid

dizisinin %97 oraninda B. terrestris aris1t mtDNA COIl gen bolgesine ait oldugu ve
birgok caligmayla ayn1 sonuglari verdigi tespit edilmistir.
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Cizelge 4.1. mtDNA COIb gen bolgesinin DNA niikleotid dizisi ile yapilan BLAST
analiz sonucu

Query 14 AAATTATTATAAAATGAAAGAGGTAAAAAAGAAACCTTTGGAAATTTAAGAATAATTTAT 73

CEEErrrrrr e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 51  AAATTATTAT-AAATGAAAGAGGTAAAAAAGAAACCTTTGGAAATTTAAGAATAATTTAT 109

Query 74 GGTATATTAGGTATTGGATTTTTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCCTCATATATTTACTGTA 133

A NAnnEnE
Sbjct 110 GCTATATTAGGAATTGGATTTTTAGGTTTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTA 169

Query 134 GGATTAGACGTTGATACACGAGCATATTTTACATCAGCTACAATAATTATTGCCGTACCT 193
Sbjct 170 GGATTAGACGTTGATACACGAGCATATTTTACATCAGCTACAATAATTATTGCCGTACCT 229

Query 194 ACAGGAATTAAAGTTTTTAGATGATTAGCAACATATCATGGTTCAAAAATAAATTTCAAT 253

FEEEErrrrr e et e e e e e e e e e e e e
Sbjct 230 ACAGGAATTAAAGTTTTTAGATGATTAGCAACATATCATGGTTCAAAAATAAATTTCAAT 289

Query 254 ATTACAATTATTTGATCAATTGGATTTATTTTAATATTTACAATTGGAGGATTAACTGGT 313

FEEEEEEErr e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e
Sbjct 290 ATTACAATTATTTGATCAATTGGATTITATTTTAATATTITACAATTGGAGGATTAACTGGT 349

Query 314 GTAATACTTTCTAATTCATCAATTGATATTATTTTACATGATACATATTATGTAGTAGGT 373

FEEEEEEE e e e e e e e et e e e e e e e e e e e
Sbjct 350 GTAATACTTTCTAATTCATCAATTGATATTATTTTACATGATACATATTATGTAGTAGGT 409

Query 374 CATTTTCACTATGTTTTATCAATAGGAGCAGTTTTCGCTATTATTACAAGTATTATTCAT 433

FCEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e b e e e e e e
Sbjct 410 CATTTTCACTATGITTTATCAATAGGAGCAGTTTTCGCTATTATTACAAGTATTATTICAT 469

Query 434 TGATTTCCAATAATTACAGGTTTAACAATAAATCAAAAATGATTAAAAATTCAATTTATT 493

CEEEEEEr e e et e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 470 TGATTTCCAATAATTACAGGTTTAACAATAAATCAAAAATGAATAAAAATTCAATTTATT 529

Query 494 ATAATATTTATTGGTGTAAATATAACATTCTTTCCTCAACATTTTTTAGGATTAATATCT 553

FEEEEEEE e e et e e e e e e e e e e e e e e e e et
Sbjct 530 ATAATATTTATTGGTGTAAATATAACATTCTTTCCTCAACATTTTTTAGGATTAATATCT 589

Query 554 ATACCTCGACGATATTCAGATTACCCAGATTCATATTATTGTTGAAATTTAATTCTCTTC 613

FEEErrrrrrrrer eerrrrr e e e e e e e e e e e e rrrr
Sbjct 590 ATACCTCGACGATAYTCAGATTAYCCAGATTCATATTATTGTTGAAATTTAA-TCTCTTC 648

Query 614 AATTGGAGCAATAATTTCAATAAATAGGAAtattattttttaaatttttattatttttga 673

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrre e rrrrrrrrr e e e e e e
Sbjct 649 AATTGGAGCAATAATTTCAATAAATA-GAATATTATTTTT--AATTTTTATTATTTTIGA 705

Query 674a-gatttaatttCCTAAACGATCA--TTTATTAAAATCCCATCAATCATCACTTGAATGG 730

R R e R R R R R R R
Sbjct 706 AAGATT-AATTTC-TAAACGATTAATTTTATTTAAATTCCATCAATCATCACTTGAATG- 762

Query 731 ATTAAAATAAATTA 744

FEEEEE TrE rrd
Sbjct 763 ATTAAA-TAA-TTA 774

Karsilagtirilan  ¢alismanin = GenBank Kayit numarast (Sequence ID:
JQ820651.1 Uzunluk: 849. Benzerlik: 713/734 (%97).

Denemede kullanilan primerlerin dogru sonuglar1 verdigini kesinlestirdikten
sonra degerlendirilemeye alinan sekans goriintiileri gorsel olarak incelenmis ve SNP
bolgeler belirlenmistir (Sekil 4.5). Daha sonra populasyonlar1 temsilen segilen bireysel
DNA sekanslar1 fasta formatinda alt alta siralanarak MEGAG6 yazilimia ytliklenmistir.
Burada DNA dizi hizalamas1 (alignment) yapilarak tiim sekanslarin esit uzunlukta ve
ayni niikleotid hizasinda olmas1 saglanmistir. Tespit edilen SNP bolgelerin dogrulugu
bir kez daha gézden gecirilmistir.
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Sekil 4.4. DNA sekanslarinda tespit edilen SNP lokus 6rnekleri

MEGAG6 yaziliminda alignment yapilan DNA dizileri “meg” formatinda
kaydedilmis ve toplam 296 sekans DnaSP5 yaziliminda acgilarak haplotip analizleri
gergeklestirilmistir (Cizelge 4.2). Haplotip analizleri sonucunda 40 haplotipin varlig:
tespit edilmistir. 134 bireyin haplotip-1 (h1) sekansina sahip oldugu ve bu sekansin en
yaygin haplotip oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.2. mtDNA COIb bakimindan tespit edilen SNP haplotipler.

No Frekans Sekans

hl 134 TTATACTCGCTTATATTTTCATTTCACATATTGCTTTATTA
h?2 1 TTATACTCGCTTATATTTTCATTTCACATTTTGCTTTATTA
h3 2 CAAATCGAGCTTATATTCTTTCAGTACCTAATGTCATACTA
h4 1 TTATACTCGCTTATATTTTGATTTCACATATTGCTTTATTA
h5 2 TTCTACTCGCTTATATTTTGATTTCACATATTGCTTTATTA
ho6 24 TTATACTCGCTTATATTTTCATTTTACATATTGCTTTATTA
h7 2 TTATACTCGCTTATATTTTCATTTCACAAATTGCTTTATTA
h8 1 TTATACTTGCTTATTTTTCCATTTTACATATTGCTCTATTA
ho 1 TTACACTCGCATATAATTTCATTTCACATATTGCTCTATTA
hl10 1 TTACACTCGCTTATTATTCCATTTTACATATTGCTCTATTA
hll 1 TTATACTTCGCATAATTTTCATTTCACATATTGCTCTATTA
hlz 2 TTATACTCGCTTATATTTTCATTTCACATATTGCTCTATTA
hl3 1 TTATACTCGCTTATATTTCCATTTCACATATTGCTCTATTA
hl4 1 TTACACTTGCTTATTATTTCATTTTACATATTGCTCTATTA
hl5 1 TTACATTTGCATATTATTCCATTTTACATATCGCTCTATTA
hle 1 TTACACTCGCTTATATTTCCATTTTACATATCGCTCTATTA
hl7 3 TTACACTTGCATATTATTCCATTTTACATATTGCTCTATTA
hl8 1 TTATACTCGCATATTATTCCATTTTACATATTGCTCTATTA
hl9 5 TTATACTCGCTTATATTTCCATTTCACATATTGCTTTATTA
h20 6 TTACACTTGCTTATTATTCCATTTTACATATTGCTTTATTA
h21 1 TTACACTCGCTTATAATTCCATTTTACATATTGCTTTATTA
h22 1 TTACACTCGCTTATATTTCCATTTCACATATTGCTTCATTA
h23 1 TTATACTCGCTTATTATTTCATTTTACATATTGCTTCATTA
h24 1 TTACACTCGCTTATAATTCCATTTCACATATTGCTTTATTA
h25 1 TTATACTTGCTTATTATTCCATTTTACATATCGCTTCATTA
h26 1 TTACACTCGCATATTTTTTCATTTCACATATCGCTTCATTA
h27 1 TTACACTTGCTTATAATTTCATTTTACATATTGCTTTATTA
h28 13 TTATACTCGCTTATATTTTCATTTTAAAAATTGCTTTATTA
h29 1 TTATACTCGCTTATATTCTCACTTTACAAATTGCCTTACAA
h30 3 TTATACTCGCTTATATTTTCATTTTACAAATTGCTTTATTC

h31 1 TTATACTCGCTTATATGTTCATTTCACATATTGCTTTATTA
h32 16 TTATACTCGCTTATATTTTCATTTCTCATATTGCTTTATTA
h33 12 TTATACTCGCTTATATTTCCATTTCTCATATTGCTTTGTTA
h34 15 TTATACTCGCTTATATTTCCATTTTACAAATTACTTTGTTA
h35 26 TTATACTCGCTTATATTTCCATTTTACATATTGCTTTATTA
h36 4 TTATACTCGCTTATATTTTCATTTCAAATATTGCTTTATTA
h37 1 TTATACTCGCTTATATTCTTATTTTACATATTGTCATATTA
h38 1 TTATACTCGCTTATATTTTCATTTCACATATTACTTTATTA
h39 4 TTATACTCGCTTATATTTTCATTTCACATATTGCTTCATTA
h40 1 TTATACTCGCTTATATTTTCATTTCACATATCGCTTCATTA

Toplamda 17 haplotip sekansin birden ¢ok bireyde oldugu 23 haplotipin ise
sadece birer bireyde oldugu bulunmustur. Haplotip analizlerinden sonra Arlequin
yaziliminda varyasyon analizleri (AMOVA) yapilmis ve genetik farklilasma degerleri
(FST) hesaplanmistir. AMOVA analizleri sonucunda toplam varyasyonun %28.54 {iniin
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populasyonlar arasinda ve %71.46’sinin populasyonlar i¢inde oldugu belirlenmistir

(Cizelge 4.3).

Populasyonlara ait FST deger ortalamalast 0.285, en yiiksek FST dergeri Aksu
yoresinde 0.309 ve en diisiik FST degeri Firma-1 arilarinda 0.243 hesaplanmistir
(Cizelge 4.4). FST degerleri tizerinden 12 populasyonun mtDNA COIb gen bolgesi

bakimindan genetik benzerlik ve farklilik degerleri hesaplanmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.3. mtDNA COIb gen bolgesinin AMOVA analiz sonuglari

Varyasyon kaynagi  Serbestlik Kareler Varyasyon Varyasyon

derecesi (df)  toplami bilesenleri orani
Populasyonlar Arasi 11 117,139 0,394 28,54
Populasyonlar Igi 284 280,128 0,986 71,46
Toplam 295 397,267 1,380

Cizelge 4.4. mtDNA COIb gen bdlgesi bakimindan calisilan populasyonlarin FST

degerleri
No Populasyon FST
1 Firma-1 0,243
2 Firma-2 0,307
3 Firma-3 0,252
4 Firma-4 0,283
5 Firma-5 0,285
6 Aksu 0,309
7 Demre 0,292
8 Kumluca 0,299
9 Bayatbademler 0,299
10 Faselis 0,306
11 Geyikbayiri 0,284
12 Termessos 0,276
Ortalama 0,285
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MIDNA COIb bakimindan yapilan DNA niikleotid dizi analizleri sonucunda
belirlenen SNP haplotipler {izerinden proje materyalini olusturan 12 farkli bolgeye ait
12 farkli populasyon arasindaki filogenetik iliskiler Neighbour Joining (Saitou ve Nei,
1987) metodu ile gorsellestirilmistir. Bu iligkiler gorsel olarak Sekil 4.6’te verilmistir.
Ortaya ¢ikan dendrogram, higbir ticari armin ulasamadigi dogal B. terrestris ari
populasyonlarinin ticari ari tireten firma kolonilerinden ve yogun ticari kolonilerin
kullanildig1 sera bolgelerindeki populasyonlardan farklilik gosterdigini agikg¢a ortaya
koymustur. Dendrogram incelendiginde Faselis, Termessos ve Bayatbademlere ait
populasyonlarin diger popiilayonlara mesafeli oldugu ve tek bir dal iizerinde teskil ettigi
goriilmektedir. Ticari firmalara ait populasyonlar ve yogun seracilik faaliyetlerinin
yiriitiildigi bolgelerdeki arilar birbirlerine daha yakin ve aymi dallar lizerinde yer
almigtir. Yayla seraciliginin son birkag¢ yildir yapilmaya baslandigi Geyikbayiri-Sinan
Degirmeni mevkii ar1 populasyonu dogal populasyonlardan uzak, ticari firma ve sera
bolgelerindeki ar1 populasyonlarina yakin mesafede tespit edilmistir. Bu goriintii, yayla
seraciligi yapan isletmelerinde de artik ticari iretilmis B. terrestris ar1 kolonileri
kullandigini diistindiirmektedir.

Faselis

Firma-2

Firma-4

Termessos

Firma-5 AKsu

Kumluca
Geyikhayn

Bayatbademler

Sekil 4.5. mtDNA COIb gen bolgesinde tespit edilen SNP haplotiplere gore
populasyonlar arasindaki genetik mesafeleri gosteren dendrogram
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4.2.2. Cytb bulgular

Sekans analizlerinin basaris1 FinchTV yaziliminda kontrol edilerek sonraki
analizler ic¢in kullanilabilir sekanslara karar verilmistir. Degerlendirilmeye
alimamayacak kadar kotii olan DNA sekanslart deneme disinda tutulmustur (Sekil 4.7).

5§

Ol

| o |,
AR

a- Degerlendirmeye alinan Cytb DNA sekansi1 6rnegi

W FinchTV - Demre_CYTb_2 004.a51 — o »

= @B o W) w4 | D) 0 6 a2 Geospiza
Goto Base o, [ Find Secuence [

MW I N\ viname

AL A

b 7 Degerlend1rrneye ahnmayan Cytb DNA sekans ornegi.

Sekil 4.6. DNA niikleotid dizi analizleri sonucunda tespit edilen mtDNA Cytb gen
bolgesine ait sekans ornekleri

Ortaya cikartilan sekans sonuglarinin dogru gen bdlgesine ait olup olmadigi
NCBI (The National Center for Biotechnology Information) verilerinden yararlanilarak
BLAST yazilimi ile kontrol edilmistir (Cizelge 4.6) BLAST analizi sonucunda sekans
analizlerinde elde edilen DNA niikleotid dizisinin %99 oraninda B. terrestris arisi
MtDNA Cytb gen bolgesine ait oldugu ve bir¢ok ¢alismayla yiiksek benzerlik gosterdigi
tespit edilmistir.

Denemede kullanilan primerlerin dogru sonuglar1 verdigini kesinlestirdikten
sonra degerlendirilemeye alinan sekans goriintiileri gorsel olarak incelenmis ve SNP
bolgeler belirlenmistir (Sekil 4.8). Daha sonra populasyonlart temsilen segilen bireysel
DNA sekanslar1 fasta formatinda alt alta siralanarak MEGAG6 yazilimina yiliklenmistir.
Burada DNA dizi hizalamasi (alignment) yapilarak tiim sekanslarin esit uzunlukta ve
ayni niikleotid hizasinda olmasi saglanmistir. Tespit edilen SNP boélgelerin dogrulugu
bir kez daha gozden geg¢irilmistir.
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Cizelge 4.6. mtDNA Cytb gen bolgesinin DNA niikleotid dizisi ile yapilan BLAST
analiz sonucu

Query 1 AGTAATCACAAATTTAATTTCAGCAATTCCATATATTGGTCAATTTACTGTTGAATGAAT 60

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr et e e e e e e e et e
Sbjct 27 AGTAATCACAAATTTAATTTCAGCAATTCCATATATTGGTCAATTTACTGTTGAATGAAT 86

Query 61 TTGAGGAGGATTTTCAATCAATAATGATACATTAAATCGattttattcatttcattttat 120

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerr et e e et e e e e et e
Sbjct 87 TTGAGGAGGATTTTCAATCAATAATGATACATTAAATCGATTTTATTCATTTCATTTTAT 146

Query 121 tttaccatttattattttattaatagtatttatacatttaataattttacacattacaGG 180

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr et e e e e e e e et e
Sbjct 147 TTTACCATTTATTATTTTATTAATAGTATTTATACATTTAATAATTTTACACATTACAGG 206

Query 181 TTCTTCAAACCCTATCCATTCAAAAATAAATATTTATAAAATCAATTTCCATCCAtattt 240

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr et e e et e e e e et e
Sbjct 207 TTCTTCAAACCCTATCCATTCAAAAATAAATATTTATAAAATCAATTTCCATCCATATTIT 266

Query 241 cactattaaagatttaattactattatttttacattttcaatatttatattaattaattt 300

FEEEErrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 267 CACTATTAAAGATTTAATCACTATTATTTTTACATTTTCAATATTTATATTAATTAATTT 326

Query 301 acaattaccttttatattaGGAGATCCTGATAATTTTAAAATAGCAAATCCTATAATTAC 360

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerrrrrr e e e e e e e e
Sbjct 327 ACAATTACCTTTTATATTAGGAGATCCTGATAATTTTAAAATAGCAAATCCTATAATTAC 386

Query 361 ACCAATTCATATTAAACCTGAATGATACTTCTTATTTGCATATTCAATTTTACGAACAAT 420

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerrrrrr e e e e e e e e e e
Sbjct 387 ACCAATTCATATTAAACCTGAATGATACTTCTTATTTGCATATTCAATTTTACGAACAAT 446

Query 421 TCCTAATAAATTA 433

FEEEEEErrrrrd
Sbjct 447 TCCTAATAAATTA 459

Karsilastirilan ¢aligmanin GenBank Kayit numarasi (Sequence ID): JQ820683.1
Uzunluk: 459. Benzerlik: 432/433 (%99)

MEGAG6 yaziliminda alignment yapilan DNA dizileri “meg” formatinda
kaydedilmis ve 276 sekans DnaSP5 yaziliminda agilarak haplotip analizleri
gergeklestirilmistir (Cizelge 4.7). Haplotip analizleri sonucunda 29 haplotipin varligi
belirlenmistir. Tespit edilen haplotilerin 169 adedi haplotip-1 sekansina sahip oldugu ve
bu sekansin en fazla bireyde goriilen haplotip oldugu goriilmiistiir. Toplamda 15
haplotip sekansin birden ¢ok bireyde oldugu 14 haplotipin ise sadece birer bireyde
oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.7. DNA sekanslarinda tespit edilen SNP lokus 6rnekleri

Haplotip analizlerinden sonra Arlequin yaziliminda varyasyon analizleri
(AMOVA) yapilmis ve FST degerleri hesaplanmistir. AMOVA analizleri sonucunda
toplam  varyasyonun %24.52’sinin  populasyonlar arasinda ve %75.48’inin
populasyonlar i¢inde oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.8). Populasyonlara ait FST deger
ortalamalasi 0.245, en yiiksek FST dergeri Firma-5 populasyonunda 0.278 ve en diisiik
FST degeri Bayatbademler yoresinde arilarmmda 0.227 oldugu bulunmustur (Cizelge
4.9). Proje materyalini olusturan 12 populasyonun mtDNA Cytb gen bdlgesi
bakimindan genetik uzaklik degerleri hesaplanmistir (Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.7. mtDNA Cytb bakimindan tespit edilen SNP haplotipler

HaplotipFrekans Sekans

hl 169 ACAATGATATATATACAATAACTCATAATAAACATTTTTGC
h?2 8 CCCCTCCTCTATATATAATAACTCATAATAAACATTTTTGC
h3 1 ACAATGATATATATATAATAACTCATAATAAACATTTTTGC
h4 1 CCCCTCCTCTCTCTCCCCCCACCCCTCATCCCCATTTTTGC
h5 7 CCCCTCCTCTCTCTCCCCCCACCCATCATCCCCCCTTTTGC
ho6 1 CCCCTCCTCTCTCTCCCCCCACCTCTCACCCCCCCTTACGC
h7 13 CCCCTCCTCTCTCTCCCCCCACCCCTCATAAACATTTTTGC
h8 2 CCCCTCCTCTCTCTCCCCCCACCCCTCATCAACATTTTTGC
ho 1 ACAATGATATACATATAATAATTCATAACAAACATTTACGC
hl0 11 CCCCTCCTCTCCCTCTCACCATTTATAACAAACATTTACGC
hll 3 CCCCTCCTCTCTCTCTCACAATTTATAACAAACATTTTTGC
hl2 3 ATCACGACACACACATAATACTTTACACCAAACATCCTTGC
hl3 s ACAATGATATATATACAATAACTCATAATAAACATTTTTGA
hl4 1 ATAATCCTCTCTCTCTCCCCATCTCTCACCCCTATTTTCAT
hl5 2 ATAATGATATATATATACCAATTTATAACAAATATTTTCAT
hle 1 ATAATGATATATATATACCAATTTATAACAAATATTTTCAC
h1l7 10 ATAATCCTCTCTCTCTCCCCATCCCTCATCCCCATTTTCAT
hl8 1 ACAATCCTCTCTCTCTCCCCATCCCTCACCCCCATTTTCAT
hl9 1 ACAATCCTCTCTCTCTCCCCATCCCTCACCCCCATTTTCAC
h20 12 ATAATGATATCTCTCTACCCATTTATAACAAATATCCACAT
h21 1 ATAATGATATCTCTCTAACCATTTATAACAAATATCCACAT
h22 14 ATAATCCTCTCTCTCTACCCATTTATCACAAATATCCACAT
h23 2 ATAATGATATATATACAATAACTCATAATAAACATTTTTGC
h24 1 CCAATGATATATATACAATAACTCATAATAAACATTTTTGC
h25 1 CCCATCCTCTCTCTCCCCCCACCCCTCATAAACATTTTTGC
h26 4 ATAATGATATCTCTATAACAATTTATAACAAATATCCACAT
h27 1 ACAATGATATATATACAACAACTCATAATAAACATTTTTGC
h28 2 ACAATGATATACATATAATAACTCATAATAAACATTTTTGC
h29 1 ACAATGATATACATACAATAACTCATAATAAACATTTTTGC

Cizelge 4.8. mtDNA Cytb gen bdlgesinin AMOVA analiz sonuglar1

Varyasyon kaynagr  Serbestlik Kareler Varyasyon Varyasyon

derecesi (df)  toplami bilesenleri orant
Populasyonlar Arasi 11 354,436 1,243 24,52
Populasyonlar Igi 264 1009,839 3,825 75,48
Toplam 275 1364,275 5,068
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Cizelge 4.9. mtDNA Cytb gen bolgesi bakimindan calisilan populasyonlarin FST
degerleri

No Populasyon FST
1 Firma-1 0,264
2 Firma-2 0,236
3 Firma-3 0,247
4 Firma-4 0,243
5 Firma-5 0,278
6 Aksu 0,232
7 Demre 0,277
8 Kumluca 0,276
9 Bayatbademler 0,227
10 Faselis 0,232
11 Geyikbayiri 0,229
12 Termessos 0,255
Ortalama 0,245
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MtDNA Cytb gen bolgesi bakimindan yapilan DNA niikleotid dizi analizleri
sonucunda belirlenen SNP haplotipler iizerinden proje materyalini olusturan 12 farkl
bolgeye ait 12 farkli populasyon arasindaki filogenetik iligskiler Neighbour Joining
(Saitou and Nei, 1987) metodu ile belirlenmistir. Bu iliskiler gorsellestirilmis olarak
Sekil 4.9’te verilmistir. Dendrogramda gorildigi  gibi, dogal B. terrestris
habitatlarindan toplanan ar1 6rnekleri ile ticari ar1 tireten firma kolonilerinden ve yogun
ticari kolonilerinin kullanildig1 sera bolgelerindeki populasyonlar agikg¢a kiimelenmistir.
Dendrogram incelendiginde Faselis, Bayatbademler ve Geyikbayirt populasyonlarinin
ayni dal tizerinde sekillendigi ve diger popiilayonlara mesafeli oldugu goriilmektedir.
Ticari firmalara ait populasyonlar ve yogun seracilik faaliyetlerinin yiiriitildiga
bolgelerdeki arilar birbirlerine daha yakin ve ayni dallar {izerinde bulunmustur. Yayla
seraciliginin son birka¢ yildir yapilmaya baslandigi Geyikbayiri-Sinan Degirmeni
mevkii ar1 populasyonu Cytb gen bolgesi sonuglarina gore dogal populasyonlara yakin
ama ticari firma ve sera bolgelerindeki ar1 populasyonlarma uzak mesafede tespit
edilmistir. Bu goriintli, yayla seraciligi yapilan Geyikbayir1 mevkiinde hala dogal
populasyonlarin mevcut oldugunu diisiindiirmiistiir.

Geyikbayin Firma-5

Firma-2 Demre
Kumluca

Faselis

Bayathademler

Termessos

Firma-4

Sekil 4.8. mtDNA Cytb gen bolgesinde tespit edilen SNP haplotiplere gore
populasyonlar arasindaki genetik mesafeleri gosteren dendrogram
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5. TARTISMA

Tamamlanan bu calisma kapsaminda, Antalya yoresinde seracilik faaliyetlerinin
yogun yapildigi ve bu faaliyetlerde ticari B. terrestris kolonilerinin en yogun
kullanildig1 3 yerde (Aksu, Demre, Kumluca) bulunan seralarin yakin ¢evresinden,
ticari iiretim yapan 5 firmadan, disaridan koloni girisinin olmadigi dogal alanlardan
(Bayatbademler, Faselis, Termessos) ve yayla seraciliginin birka¢ yil dnce yapilmaya
baslandigi Geyikbayir1 bolgesinden 30’ar is¢i ar1 6rnegi toplanmistir. Tiim arilardan
bireysel total DNA ekstraksiyonu yapilmis ve mtDNA {izerinde bulunan ii¢ gen
bolgesine (COla, COIlb ve Cytb) 6zgiin primerler kullanilarak PCR’da ¢ogaltilmustir.
Kullanilan primerlerden COla degerlendirilebilir sonuglar vermedigi ig¢in sonraki
analizlerde kullanilmamistir. Ttim populasyonlar i¢in PCR’da basariyla amplifikasyonu
yapilan mtDNA COIb ve Cytb gen bolgelerini temsilen her populasyondan en iyi
sonucu veren 15’er PCR firiinlinlin DNA niikleotid dizi analizi yapilmistir. Proje
materyalini olusturan 12 populasyonu temsilen COIb ve Cytb gen bolgeleri igin 180°er
DNA sekans1 yapilmustir.

Yapilan analizler sonucunda, COIb ve Cytb gen bdolgelerinde tespit edilen tek
niikleotid polimorfizimleri (SNP) kullanilarak haplotipler olusturulmus ve bu
haplotipler kullanilarak 12 adet B. terrestris populasyonu arasinda genetik iliskiler
ortaya ¢ikartilmistir.

MtDNA COIb gen bolgesi icin belirlenen DNA niikleotid dizisinde bulunan
SNP’lere gore 40 haplotip tespit edilmistir. Haplotip verilerine gore yapilan varyans
analizleri COIb igin tespit edilen toplam varyasyonun %?28.54’iiniin populasyonlar
arasinda ve %71.46’simin populasyonlar i¢inde oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3). Bu
durum, proje materyali olan 12 farkli B. terrestris populasyonun COIb bakimindan
birbirlerine oldukg¢a benzer oldugunu gostermistir. Bu sebeple, populasyonlarin ortak
atadan gelme ihtimalinin yiiksek oldugu soOylenebilir. Populasyon i¢i varyasyonun
yiksek olmasi Ornek almman lokasyonlarda ¢ok miktarda kralicenin oldugunu ve
populasyonlar i¢i benzemeyenler ¢iftlestme oraninin yiiksek oldugunu diistindiirm{istiir.
Ortalama FST degeri 0.285 olarak hesaplanmis ve en yiiksek FST dergeri Aksu
yoresinde 0.309 ve en diisiik FST degeri ise Firma-1 kolonilerinde 0.243 hesaplanmistir
(Cizelge 4.4). Belirlenen FST degeri 1’e ne kadar yakin ise alt populasyonlar ortak
atadan oldukg¢a uzaktir denilebilir (Hartl ve Clark 2007). Bu durumda CO1b gen bolgesi
verilerine ne gore hesaplanan FST degerleri dikkate alindiginda, proje materyalini
olusturan 12 populasyonun ortak atadan gelme olasiliginin yiiksek oldugu sdylenebilir.
FST degerleri iizerinden hesaplanan populasyonlar arasi genetik mesafe degerleri
(Cizelge 4.5) incelendiginde en uzak mesafe 0.719 Bayatbademler ile Faselis
populasyonu arasinda ve en yakin mesafe 0.00164 Firma-5 ile Aksu populasyonlar
arasinda bulunmustur. Genel olarak bakildiginda firmalar ile sera bolgelerindeki
populasyonlar arasi genetik benzerlik daha yiiksek bulunurken dogal populasyonlar ile
digerleri arasindaki benzerlikler daha diisiik olarak hesaplanmistir. Yayla seraciliginin
yeni yeni basladigi Geyikbayiri-Sinandegirmeni yoresindeki populasyonun firmalara
yakin ama dogal populasyonlara daha uzak genetik benzerlik gostermesi, burada artik
ticari olarak iiretilmis kolonilerin kullanilmaya bagladigini gostermektedir. Faselis ve
Bayatbademler’de bulunan populasyonlarin diger populasyonlara gore birbirlerinden ve
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digerlerinden daha uzak genetik mesafede olmasi bu populasyonlarin dogalligini
korudugu ve disaridan gen akisinin olmadigi seklinde yorumlanabilir.

Filogenetik iliskileri gosteren dendrogram (Sekil 4.6) incelendiginde, Dogal
populasyonlar ile ticari firmalar ve sera bolgelerindeki populasyonlarin ¢ok net bir
sekilde farkli dallarda kiimelendigi goriilmektedir. mtDNA COIb gen bolgesi lizerinde
tespit edilen SNP haplotipler bakimindan iiretilen tiim bu sonuglar, seracilik
faaliyetlerinde ticari {irtilmis kolonilerin kullanildig1 yorelerde (Aksu, Demre, Kumluca)
polinasyon amaciyla sera igerisine birakilan kolonilerden dogaya gegislerin oldugu ve
yorede bulunan dogal bireyler ile ticari iretilmis bireyler arasinda c¢iftlesmelerin
meydana geldigi sdylenebilir.

Tiirkiye bombus populasyonlariin DNA seviyesinde tanimlanmasina yonelik
olarak olarak yapilan bir arastirmada (Giirel ve Basim 2003), AFLP yonteminden
yararlanilarak Bat1 Akdeniz ve Ege bolgesindeki yerel bombus tiirlerinin tanimlanmasi
ve ithal edilen ticari bombus arilar1 ile yerel arilar arasindaki olasi melezlemelerin
saptanmasi hedeflenmistir. Projede, 25 farkli AFLP primeri ve poliakrilamid jel
(PAGE) elektroforez sisteminden yararlanilarak genotiplerin belirlenmesi ve
populasyonlarin heterozigotluk seviyelerinin tespit edilmesine ¢alisilmistir. AFLP
yontemine gore caligilan primerler bakimindan populasyonlar i¢inde ve arasinda yeterli
seviyede polimorfizm tespit edilememistir. Ortaya ¢ikan populasyonlar arasi diisiik
polimorfizim ve dolayisiyla yiliksek benzerlik sonuglari, bu tez caligmasinda tespit
edilen sonugclar ile benzerlik gostermektedir.

Ulkemizde yapilan diger bir g¢alismada ise yerli ve ticari B. terrestris
populasyonlar1 arasindaki genetic varyasyon 5 mikrosatellit markir kullanilarak
belirlenmistir (Meydan vd 2016). Burada, 2 adet Tiirkiye dogal florasindan ve 2 adet
ticari firma populasyonundan alinan 6rnekler iizerinden yapilan analizler sonucunda
populasyonlar i¢i genetic varyasyonun populasyonlar arasi genetic varyasyondan daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bildirilen bu sonuglar ile bu tez ¢alismasinin sonuglari
arasinda ytiksek benzerlik gosterdigi anlasilmaktadir.

Estoup vd (1996) ana kara ve ada arasinda B.terrestris arilarinda mikrosatellite
lokuslar ve mitokondriyal COII geninin kismi sekansini ¢alismiglardir. Bu iki grup ari
populasyonlarinin 6nemli derecede birbirlerinden ayrildiklarini bulmuslardir. Kita
populasyonlari arasinda 6nemli sayilacak bir fark yokken ada populasyonlarinin kita
populasyonlarindan ¢ok farkli oldugunu gostermislerdir. B. terrestris mitokondriyal
DNA (COll) geni diisiik niikleotid farkliligi gostermis ve sadece bir SNP bakimindan
art popualsyonlar1 arasinda fark oldugu bildirilmistir. Yoon vd (2003) Kore
yarimadasinda bulunan yedi bolgeden 44 bireyin mitokondriyal COl genini niikleotid
belirlemisler ve dort haplotip arasinda bir dominant haplotip oldugunu bulmuslardir.
Calistiklart bolge igerisinde diisiik sekans farkliliginin oldugunu gostermislerdir.
Kore’de Bombus ardens populasyonlarinda farkli bir ¢alisma yapilmis ve 15 farkli
bolgeyi temsil eden bu arinin mitokondriyal COIl genindeki dizi farkliliklar1 incelenmis
ve sonu¢ olarak biyocografik bariyerlere maruz kalmadigi ve genetik alt yapilarinin
homojen oldugu tespit edilmistir (Kim vd 2009). Pedersen (1996) bombus arilari
tizerinde yaptigi ¢alismada, mitokondriyal COIl genine ait 532 bg¢ uzunlugundaki
fragmentin niikleotid dizisini belirleyerek 11 bombus tiiriiniin filogenetik iliskisini
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ortaya ¢ikartmustir. Tokoro vd (2010) yerel Japon bombus arilarinda genetik bozulma
riskini ve disaridan gen akisini belirlemek icin Japonya, Cin ve Kore’den topladiklari
orneklerin mitokondriyal COI (1048 b¢) geni iizerinde calismislar ve 15 haplotip
belirlemislerdir. Yapilan analizler sonucunda Japon adalarinda bulunan arilarin yerel
oldugu ve Asya kitasindan bir gen akisinin olmadigi belirlenmistir.

Yukarida Ozetlenen calismalardan elde edilen sonuglar populasyonlar arasi
genetik farkliligin diisiik oldugunu gostermesi bakimindan bu tez ¢alismasinda CO1b
gen bolgesinden elde edilen sonuglariyla uyumludur.

MtDNA Cytb gen bolgesi igin belirlenen DNA niikleotid dizisinde bulunan
SNP’lere gore 29 haplotipin varligi gosterilmistir. Haplotip sonuglarina gore yapilan
varyans analizleri Cytb i¢in tespit edilen toplam varyasyonun 9%24.52’sinin
populasyonlar arasinda ve %75.48’inin populasyonlar ig¢inde oldugu belirlenmistir
(Cizelge 4.8). Bu sonug, 12 farkli yerden toplanan 12 farkli B. terrestris
populasyonunun genetik olarak oldukg¢a benzer oldugunu gostermektedir. Gruplar arasi
farkliligin diisiik olmasi, populasyonlarin ortak atadan gelme ihtimalinin yiiksek oldugu
sOylenebilir. Populasyon i¢i varyasyonun yiiksek olmasi 6rnek alinan lokasyonlarda ¢ok
miktarda koloni oldugunu ve koloniler arasi ciftlestme oranmin yiiksek oldugunu
diisiindiirmektedir. Cytb gen bolgesine gore, ortalama genetik farklilasma katsayist
(FST) 0.245, en yiiksek FST dergeri Firma-5 yoresinde 0.278 ve en diisikk FST degeri
Bayatbademler populasyonunda 0.243 hesaplanmistir (Cizelge 4.9). Belirlenen FST
degeri 1’e ne kadar yakin ise alt populasyonlar ortak atadan oldukg¢a uzaktir denilebilir
(Hartl ve Clark 2007). FST degerleri iizerinden hesaplanan populasyonlar arasi genetik
mesafe degerleri (Cizelge 4.10). incelendiginde en uzak mesafe Kumluca ile
Geyikbayir1 populasyonu arasinda 0.02284 ve en yakin mesafe Firma-5 ile Demre
populasyonlari arasinda bulunmustur. Genel olarak bakildiginda Cytb gen bdlgesine
gore populasyonlar arasi genetik uzakliklar COIb gen bolgesine gore daha diisiik
bulunmustur. Ancak, benzer sekilde dogal populasyonlar ile diger populasyonlar arasi
genetik mesafeler yiiksek ¢ikmistir. Cytb gen bolgesine gore, yayla seraciliginin yakin
zamanda basladigi Geyikbayiri-Sinandegirmeni yoresindeki populasyonun dogal
populasyonlara (Faselis, Bayatbademler) yakin ama firmalara ve sera bolgelerindeki
populasyonlara daha uzak genetik benzerlik gostermesi, buradaki populasyonun heniiz
daha dogalligin1 yitirmedigini diislindiirmektedir. Faselis ve Bayatbademler’de bulunan
populasyonlarin diger populasyonlara goére dogalligin1 korudugu ve disaridan gen
akisinin olmadigi agikga goriilmektedir.

Neighbour Joining yontemine gore ¢izilen dendrogram (Sekil 4.9)
incelendiginde, dogal populasyonlar ile ticari firmalar ve sera bolgelerindeki
populasyonlarin ¢ok net bir sekilde farkli dallarda kiimelendigi goriilmektedir. COIlb
gen bolgesi sonuglarindan farkli olarak Termessos dogal populasyonu diger
populasyonlara uzak ama ticari kolonilere ve sera bolgelerindeki kolonilere yakin
bulunmugtur. MtDNA Cytb gen bolgesi lizerinde tespit edilen SNP haplotipler
bakimindan iiretilen tiim bu sonugclar, seracilik faaliyetlerinde ticari {irtilmis kolonilerin
kullanildig1 yorelerde (Aksu, Demre, Kumluca) polinasyon amaciyla sera igerisine
birakilan kolonilerden dogaya gegislerin oldugu ve yorede bulunan dogal bireyler ile
ticari iiretilmis bireyler arasinda ciftlesmelerin meydana geldigi sdylenebilir.
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Widmer vd (1998) mikrosatellit ve mitokondriyal DNA (cytochrome b)’dan
faydalanarak Madeira ve Kanarya adalarindaki B. terrestris populasyonlarinin genetik
yap1 ve kolonizasyon hikayesini arastirmistir. Gruplar ve adalar arasindaki genetik
farklilagsma sonuglarina gére Kanarya adalarindaki art populasyonlart birbirlerine daha
yakinken Madeira populasyonu genetik olarak kita populasyonlarina daha yakin
bulunmustur. Bu sonuglar gostermistir ki ata haplotipler Kanarya adalarinda olusmus.
Oysa, tiirev haplotip Avrupa kitasinda bulunmustur. Bundan bagka Kanarya ve Madeira
adalarindaki bombus arilar1 genel kolonizasyon hikayesini paylagmadiklar1 ortaya
cikmistir. Koulianos ve Hempel (2000) Avrupada bulunan 16 bdlgeden ve Kuzey ve
Giliney Amerikada bulunan 3 bdélgeden toplanan 19 bombus tiiriinde mitokondriyal
sitokrom b (Cytb) ve sitokrom oksidaz I (COI) genlerini kullanarak genetik farkliliklari
ve akrabalik iligkilerini arastirmislardir. Sonugta bu iki gen bolgesi kullanilarak ¢alisilan
tirler arasindaki iliskiler filogenetik olarak basariyla gosterilmistir. Morath (2007)
yaptig1 calismada bombus impatiens arilarinda genetik varyasyonu belirlemek igin
MtDNA Cytb genini kullanmigtir. Pirounakis vd (1998) Cytb geninin bombus arilarinda
cografik alttiirlerini belirlemek i¢in basariyla kullanilabilecegini bildirmistir. Cytb
geninin kullanildig1 baska bir ¢calismada Afrika korfezinde bulunan iki ada iizerindeki B.
terrestris arilarinin genetik yapisi galisilmis ve heterojen olduklari belirlenmistir
(Widmer vd 1998). Polonya’da 3 adet sera ve sera gevresindeki dogal populasyonlardan
alman bombus arilar1 kullanilarak arastirma yapilmis ve ticari olarak iiretilen B.
terrestris kolonilerinden dogal populasyondan alinan bombus arisina dogru genotip
degisikligine sebep olacak herhangi bir gen aktarimimin bulunup bulunmadigina
bakilmis ve ticari tiretimi yapilan arilardan, materyal olarak kullanilan dogal populasyon
arilarina dogru gen aktariminin meydana geldigi belirtilmistir (Kraus vd 2011).
Williams vd (2012) yaptig1 bir ¢alismada 33 iilkeden 279 bolgeden toplanan 579 armnin
MtDNA-COI bolgesinin  DNA sekansi belirlenmistir. Tiirlerin  birbirine olan
akrabaliklar1 incelenmis ve 17 tiir siniflandirilarak 7 lokasyona ayrilmistir. Bu sayede
kiiresel olarak tiirler teshis edilmis ve cografi araliklar1 belirlenmistir.

Tamamlanan bu tez projesinde mtDNA {izerinde bulunan iki gen bolgesi (CO1b

ve Cytb) iizerinden ortaya ¢ikartilan sonuglar ile literatiir sonuclarinin yiliksek uyum
gosterdigi sdylenebilir.
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6. SONUC

Ticari {retilmis B. terrestris kolonilerine 0zellikle ortii alti  domates
yetistiriciliinde meyve verim ve kalitesini arttirilmasi, hormon ve kimyasal ilag
kullanimin1 azaltilmasi gibi birgcok faydalarindan dolay1 tiim diinyada giderek artan bir
talep olusmaktadir. Ancak, dogaya kagan ticari kolonilerin yuva yeri ve besin
kaynaklar1 bakimindan yerel ar1 populasyonlar1 ile rekabet, yerel bombus alttiir ve
ekotipleri ile melezlenme gibi dogal ekosisteme zarar verebilecek bazi sorunlara yol
acabilecegi bildirilmektedir. Ayrica ticari tretilmis B. terrestris kolonileri dogal
populasyonlara oranla daha fazla ana ari iretebilmekte (bir koloni uygun ortamda
100°den fazla ana ar1 iiretebilmektedir) ve daha rekabet¢i olmaktadirlar ve bdylece
seradan dogaya ¢iktiklarinda onlarin yerini alabilmektedirler (Goka vd 2001).

Diinyada ticari tiretilmis B. terrestris kolonilerini en fazla kullanan bolgelerden
birisi olmamiza ragmen bu kolonilerden dogal populasyonlara gen akisinin olup
olmadigi heniiz tam olarak ¢oziilmiis degildir. Ticari tiretilmis B. terrestris kolonilerinin
belirli alanlarda (6zellikle Bati Akdeniz sahil kesiminde) ¢ok yogun kullanilmasi,
tilkemizde seralarin igerdeki B. terrestris arilarinin sera digina ¢ikmasini engelleyecek
olglide izolasyonunun saglanmamis olmasi, sera igindeki ticari kolonilerin ekonomik
omrii tikendiginde sera disina atilmalari, bir koloninin genellikle yasam donemi sonuna
dogru cok sayida ana ar1 ve erkek ar1 iiretmesi gibi birgok etkenden dolay1 lilkemizde
seralarda kullanilan ticari kolonilerden bombus arilar1 sera disina ¢ikabilmekte, koloni
olusturabilmekte ve sera ¢evresindeki dogal populasyonla etkilesim igine
girebilmektedir (Giirel ve Gosterit 2007, Giirel vd 2008).

Diinyada tek tip tarimin yayginlasmasi ve dogal yasam alanlarinin yok edilmesi
gibi sebeplerden dolayisiyla ¢ok sayida bombus tiirii yok olma tehdidi altindadir. Yok
olma hizinmi artiran faktorlerden en 6nemlisi bombus kolonilerinin az sayida bireylerden
olusmasidir. Bu sebeple genetik cesitiliklerin tesbit edilmesi ve dogada bulunan bombus

arilarinin populasyon biiyiikliikleri hakkinda ¢aligmalar yapilmaktadir (Herrmann vd
2007).

Tirkiye yerel B. terrestris populasyonlarina yonelik c¢aligmalarla genetik
cesitliligin tespit edilmesi ve bu ¢esitlilikten gen kaynagi olarak koruma stratejilerinde
faydalanilmas1 olduk¢a Onemlidir. B. terrestris tiiriiniin renk yapisi biiyiik Ol¢iide
sabittir ve alttiir ve ekotip diizeyindeki tanimlamalarda morfolojik ozellikler yetersiz
kaldig1 i¢in giivenilir molekiiler materyal ve yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
baglamda, hayvansal mitokondriyal DNA (mtDNA) niikkleer DNA ile
karsilastirildiginda yiiksek evoliisyon oranina sahip olmasindan dolayr populasyon
genetigi ve filogenetik caligmalarda giivenilir ve etkili bir materyal olarak tercih
edilmektedir.

Yaklagik 250 tiirii tanimlanan bombus arilarinda tozlagma amaciyla ticari
yetistiriciligi yapilan 5 tiir bulunmaktadir ve bu tiirler arasinda en yaygin (Avrupa,
Asya, Kuzey Afrika ve Giiney Amerika’da) kullanilani B. terrestris’tir. Bu tiir
giiniimiizde Tirkiye dahil 57 den fazla iilkede kullanilmakta olup bu iilkelerden
16’sinda dogal bir tiir degildir. Diinya genelinde dogal bombus ar1 populasyonlari
azalmakta ve bombus tiirlerinin % 11’1 yok olma tehlikesi altindadir. Avrupa genelinde
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4 bombus tiiriiniin nesli tiikenmis, 13 bombus tiirliniin ise en az bir Avrupa llkesinde
nesli tikkenmistir. Benzer sorunlar birgok bombus alt tiiriiniin yaygin olarak yasadig:
tilkemiz i¢in de gegerlidir. Bu nedenle Tirkiye yerel B. terrestris populasyonlarina
yonelik ¢alismalarla genetik cesitliligin tespit edilmesi ve bu cesitlilikten gen kaynagi
olarak koruma stratejilerinde faydalanilmasi oldukca dnemlidir.

Ozellikle Antalya yodresi B. terrestris arisinin dogal habitatta yaygin olarak
bulundugu bir tiir olup birgok alt tiiriine de rastlanmaktadir. Bununla birlikte lilkemizin
ve Avrupa’nin en yogun seracilik yapilan ve bu seralarda ticari yetistirilmis bombus
kolonilerinin en yogun kullanildig1 yerdir. Ticari B.terrestris kolonilerinin yogun
kullanim1 sonucunda bu kolonilerden dogaya kagan ar1 populasyonunda artis oldugu
diisiiniilmektedir. Bu sekilde olusan kolonilerin yayilmasi dogal populasyonlar ile
rekabetin artmasina, hastaliklarin yayillmasina ve yerel genotiplerle kontrolsiiz
melezlenmeye sebep olmaktadir (Dafni 1998; Goka vd 2001). Yabanci firmalardan
alinan ticari kolonilerin genetik yapilar1 ve bunlarin yerel genotiplere yapabilecegi olasi
etkiler de tam olarak bilinmemektedir. Bu sebeplerden dolayi, Tiirkiye B. terrestris
populasyonlarinin genetik farkliliklart belirlenmeden kaybedilme riski bulunmaktadir.
Cografik varyasyonun genetik temelleri ve populasyon yapisi ile ilgili elde edilecek
bilgi bombus arilarmin kullanimi ve korunmasi hakkinda o6nemli bir kaynak
saglayacaktir. Ancak bugiine kadar bombus arilar1 hakkindaki ¢aligmalar olduk¢a sinirlt
sayidadir.

Bu projenin amaci1 Antalya yoresi dogal ve ticari B. terrestris populasyonlarinda
genetik yapinin, filogenetik iliskilerin ve cografik varyasyonunun mitokondriyal DNA
tizerinde bulunan ii¢ gen bdlgesi iizerinden belirlenmesi olmustur. Calisilan gen
bolgelerinden iki tanesi (COIlb ve Cytb) projenin kapsam ve amacina uygun sonuglar
vermistir. Tamamlanan bu proje kapsaminda, Antalya yoresini temsilen yapilacak
ornekleme g¢alismasinda rastgele segilen 12 farkli populasyonda toplam 360 bireyin
mtDNA’sinda molekiiler genetik ¢aligmalarda referans olarak kullanilan iki gen bolgesi
(COIb ve Cytb)’nin DNA niikleotid dizileri belirlenmistir. Bu diziler iizerinde bulunan
SNP’ler karsilastirilarak ticari ve dogal B. terrestris populasyonlari arasindaki genetik
iligkiler ortaya ¢ikartilmigtir.

Boylece;

v Mitokondriyal DNA polimorfizmlerinden yararlanilarak Antalya faunasinda dogal
olarak bulunan B. terrestris populasyonlarini molekiiler seviyede tanimlanmustir,

v B. terrestris tiir/alttiir tescil ¢alismalari, soy kiitiigiine dayali yetistirme ve gen
kaynagi olarak korunmasinda kullanilabilecek 6zgiin alleller gosterilmistir,

v' Ticari genotiplerden Antalya yerli B. terrestris populasyonlarina herhangi bir gen
akisinin odugu gosterilmistir,

v/ Ithal edilen B. terrestris kolonilerinin iiretiminde kullanilan ana arilarin yerli gen
kaynaklarimizla yakin genetik 6zelliklere sahip oldugu ortaya ¢ikartilmistir,

v Onemli yerli gen kaynaklarimizdan biri olan B.terrestrisarisinda gen bankasi
olusturulmasina yonelik biyoinformatik alt yapiya katki saglanmustir.

Tiirkiye gibi diinyada ticari iiretilmis B. terrestris kolonilerini en fazla kullanan

iilkelerin basinda gelen bir iilkede konunun bilimsel verilerle agiklanmasi biitlin
diinyada konu ile ilgili bilim insanlarmin dikkatini ¢ekecektir. Ayrica arastirmada
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kullanilan yontem ve molekiiler markirlarin son yillarda ¢ok giincel ve giivenirliliginin
ispatlanmis olmasi, proje ciktilarinin etki degeri yiiksek dergi ve platformlarda
yayinlanabilecek bilimsel makalelere doniismesini saglayacaktir.

Bu projenin basariyla sonuglanmasi, Bati Akdeniz Bolgesinde bombus arisi
konusunda DNA temelinde 6nemli bilgilerelde edilmistir. Bu sayede, proje ¢iktilart ile
ilgili hem Il Gida Tarim ve Hayvancihik Miidiirliigii teknik elemanlarina hem de
bombus aris1 yetistiren firmalarin tiretimden sorumlu teknik elemanlarina bilgilendirme
yapilabilir.
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