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OZET

FARKLI BAMBUL ARI, Bombus terrestris (L.) (Hymenoptera: Aphidae),
POPULASYONLARINDA YENI NESIL DiZILEME TABANLI SNP MARKIR
GELISTIRME VE POPULASYON YAPISININ BELIRLENMESI

Ash HURRIYET
Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dal
Damisman: Dog. Dr. Cengiz IKTEN
Mayis 2024; 39 sayfa

Bu c¢alismada Antalya ilinin Kumluca, Demre, Kas, Karatepe, Aksu, Serik ve
Manavgat ilcelerinden, Burdur’un gilineyi ve Isparta ilinde bulunan Karacadren
Goli’nlin  ¢evresinden toplanan ticari kovan ve dogal Bombus terrestris (L.)
bireylerinin popiilasyon yapis1 ve genetik cesitligi incelenmistir. Popiilasyonlar arasi
genetik cesitliligin ve polimorfizmlerin belirlenmesi i¢in bireylerden kalitesi yiiksek
DNA elde etmek amaciyla 6zel modifiye edilmis CTAB yontemi ile izole edilen
DNA’lar araciligiyla yeni nesil sekanslama kiitiiphaneleri hazirlanarak genom dizileri
elde edilmistir. Molekiiler c¢aligmalarimizda, kromozom seviyesinde birlesme ve
dolayistyla SNP'lerin genomdaki konumunun belirlenmesine izin veren yiiksek
dogruluk saptanmistir. Fst analizleri i¢in ek olarak filtrelenmis bir veri seti
olusturulmugtur. Tassel programi ile Distance Matrix, PCoA ve numerik genotip
degerleri elde edilmistir. Bu numerik genotip degerleri “Structure” programi ile
caligtirilmig, popiilasyonlarin kendi igerisinde 5 farkli alt popiilasyona ayrildigi
saptanmistir (AK=5). Numerik genotip degerleri kullanilarak PAST programi ile
ANOVA istatistiksel islemi gerceklestirilmis ve popiilasyonun istatistiki degerleri
belirlenmistir. Elde edilen Distance Matrix verileri ile MEGA 11 programinda sekans
temelli filogenetik aga¢ UPGMA metodu ve ilgili parametreler kullanilarak
olusturulmustur. Structure programindan elde edilen verilerle ayristirilan alt
popiilasyonlar, Structure Harvester ve Clumpak web ara yiizleri ile gorsellestirilmis ve
standart sapma grafikleri elde edilmistir. Tassel’de elde edilen PCoA degerleri ile elde
edilen veriler R Studio istatistik programinda grafikler haline getirilmistir.

Sonu¢ olarak, tamami Bombus terrestris (L.) bireylerinden olusan farkhi
populasyonlar elde etmek amaciyla dokuz farkli ticari ve dogal lokasyondan 113 adet
birey Orneklenmistir. Yeni nesil sekanslama c¢alismalari, ddRAD teknigi ve
biyoinformatik analizler sonucu ortaya konulan 31.556 adet SNP verisi tiim
kromozomlar1 temsil edecek sekilde 463 adet SNP’e indirgenmis ve bu SNP lokuslari
kullanilarak 10.000 burning periyod ve 10.000 MCMC parametreleri araliginda alt
populasyon taramalar1 yapilmistir. Bu calismalar sonucunda bireylerin 13.43 belirlenen
K degeri ile 5 ayri alt popiilasyona ayrildigi ve bu popiilasyonlar arasinda diistik-orta
seviyede (p=1.7) genetik farklilik goézlemlendigi bulunmustur. Dogadan toplanan tiirler
orta-giiclii oranda farklilik gozlenmis fakat 6zellikle ticari koloniler arasinda beklenen
diizeyde yiiksek farkliliklar g6zlenmemistir

ANAHTAR KELIMELER: Aphidae, Bambul, NGS, SNP
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF NEW GENERATION SEQUENCE-BASED SNP
MARKERS AND DETERMINATION OF POPULATION STRUCTURE IN
DIFFERENT BUMBLEBEE, Bombus terrestris (L.) (Hymenoptera: Aphidae),

POPULATIONS

Asli HURRIYET
MSc Thesis in Plant Protection
Supervisor: Associate Professor Dr. Cengiz IKTEN
May 2024; 39 pages

This study examines the population structure and genetic diversity of
commercial hives collected from the districts of Kumluca, Demre, Kas, Karatepe, Aksu,
Serik, and Manavgat in the Antalya province, as well as natural areas around
Karacadren Lake in the southern part of Burdur and in Isparta province, along with
natural Bombus terrestris (L.) individuals. In the study, high-quality DNA was obtained
from individuals using a modified CTAB method specific to the study to isolate DNA,
and next-generation sequencing libraries were prepared to obtain genome sequences to
determine the inter-population genetic diversity and the presence of polymorphisms. In
molecular studies, high accuracy allowing chromosomal-level assembly and thus
determination of the genomic location of SNPs has been detected. Additionally, a
filtered dataset was created for Fs¢ analyses. Distance Matrix, PCoA values, and
numerical genotype values were obtained using the TASSEL program. These numerical
genotype values were used to conduct ANOVA statistical analysis using the PAST
program to determine the statistical values of the population. Sequence-based
phylogenetic trees were made in MEGA 11 program using the obtained Distance Matrix
data with the UPGMA method and relevant parameters. Data obtained from the
Structure program were visualized using Structure Harvester and Clumpak web
interfaces, and standard deviation graphs were obtained. PCoA values obtained in
TASSEL were converted into graphics in R Studio statistical program.

As a result of the study, a total of 113 individuals were sampled from nine
different commercial and natural locations with the aim of obtaining distinct
populations consisting entirely of Bombus terrestris (L.) individuals. Next-generation
sequencing applications, utilizing the ddRAD technique and bioinformatics analyses,
reduced the initial dataset of 31,556 SNP markers representing all chromosomes to 463
SNP loci. Subpopulation scanings were conducted using 10,000 burning periods and
10,000 MCMC parameters. Resulting in the identification of five distinct
subpopulations among the individuals with a determined K value of 13.43. Genetic
differentiation was observed a low to moderate level (p=1.7) among these populations.
Wild species collected from natural habitats exhibited moderate to strong differentiation,
notably high differentiations expected among commercial colonies were not observed.

KEYWORDS: Aphidae, Bombus, NGS, SNP
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ONSOZ

Oncelikle bu calismanin gergeklestirilmesinde; fikir asamasmda yenilikci
fikirleri ile, planlanmasinda ¢ok degerli deneyimleri ve engin bilgisi ile yanimda olan,
kiymetli zamanin1 ne zaman ihtiyag duysam benimle paylasan, her zaman yanina
cekinmeden gidebildigim insanlig1 ve duyarliligi ile danigsman hoca statlisiiniin ¢ok
otesinde yoluma 151k tutan degerli bilim insan1 hocam Dog. Dr. Cengiz Ikten’e gok
derinden bir tesekkiirii borg biliyorum.

Caligkanlig1 ile her zaman bizlere 6rnek olmus, cok degerli tavsiyeleri ve
calismalarima temalar, kaynaklar ve yontemler agisindan her zaman zenginlestirici
fikirleriyle destek veren, mesai saatlerinin disinda dahi akademiye katki saglayan asla
yilmadan her seyin olabilecegine bizi inandiran ¢ok degerli hem Ogretmenim hem
arkadasim Ars. Gor. Dr. Hilal Sule Tosun’a 6zel tesekkiirii borg bilirim.

Ayrica akademik hayatimin bu doéneminde degerli zamanini, destegini ve yapici
oOnerilerini asla esirgemeyen degerli esim Uzm. Dr. Ozkan Bozdag’a ve aileme kiymetli
varliklarindan o6tiirii tesekkiir ederim.

Son olarak sizler olmasaydiniz bdyle bir ¢aligmanin var olmayacagini bildigimi,
bu siirecte akademik ve kisisel gelisimimin oldukca zenginlestigini ve hayatimin bir
sonraki adimina daha 6z giivenli adim atmam i¢in yoluma 1s1k tuttugunuzu bilmenizi
isterim.
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AKADEMIK BEYAN

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “FARKLI BAMBUL ARI, Bombus
terrestris (L.) (Hymenoptera: Aphidae), POPULASYONLARINDA YENI NESIL
DiZILEME TABANLI SNP MARKIR GELISTIRME VE POPULASYON
YAPISININ BELIRLENMESI” adl1 bu ¢alismanin, akademik kurallar ve etik degerlere
uygun olarak yazildigini belirtir, bu tez calismasinda bana ait olmayan tiim bilgilerin
kaynagini gosterdigimi beyan ederim.
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Asli Hiirriyet
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

% : Yiizde

& s ve

°C : Santigrat derece

ul : Mikrolitre

3 : Ug issii

+4 : Art1 dort

5' : Bes tissii

H : A/C/T niikleotitlerinden herhangi birisi
D : A/G/T niikleotitlerinden herhangi birisi
R : A/G niikleotitlerinden herhangi birisi
W : A/T niikleotitlerinden herhangi birisi
Y : C/T niikleotitlerinden herhangi birisi
Kisaltmalar

be : Baz ¢ifti

COI : Sitokrom oksidaz I

CTAB : Cetyltrimethyl-ammonium bromide

DNA

dNTP

: Deoksiribo nikleik asit

: Deoxynucleotide

EDTA : Etilendiamin tetraasetik asit

EtBr

: Ethidium bromide
: Forward
: Gram

: Litre
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GIRIS A. HURRIYET

1. GIRIS

Bambul arilarinin, Bombus terrestris (Linnaeus 1758), dogada kiiltiir tarimi
yapilan veya dogal olarak yetisen bitkilerin tozlagsmasindaki rolii uzun zamandir
bilinmektedir. Ulkemizde bulunan Bambul arisi, Hymenoptera takiminin Apidae
familyasina aittir. Son yillarda bu arilarin seracilikta tozlayict olarak kullanilmasina ve
bu amagla endiistriyel olarak iiretiminin yapilmasina ilgi artmaktadir. Bu konuyla ilgili
en detayli arastirmalar Hollanda basta olmak iizere Kuzey Avrupa iilkelerinde gerek
tiniversitelerde gerekse ticari firmalarin arastirma ve gelistirme departmanlarinda
stirdiiriilmektedir.

Ortii alt1 seralarda iiretimi yapilan ve her mevsim tiiketilen kiiltiir bitkileri
tariminda tozlasma saglanmasi amagh ticari olarak satin alman bambul arisi
kolonilerinin kullanimi, vibrasyon ile tozlama ve eski geleneksel usulde el ile tozlamaya
alternatif olarak hizla popiilerlik kazanmaktadir. Tozlamanin baska bir alternatifi olan
hormon kullanimi ise giderek azalmaktadir. Giiniimiizde hormon kullaniminin azalmasi
ve katki kalint1 degerleri diisiik iiretimin daha c¢ok tercih edilmesi de bambul arilarina
olan ihtiyacr arttiran parametrelerden biridir.

Evrim alaninda c¢alismalar1 ile {inlii bilim insani Darwin, Bambul arilarinin
orkidelerin tozlasmasi tizerindeki etkisini ilk kez bilimsel olarak arastirmis ve bu
konuda cesitli ¢alismalar yaparak bambul arilarinin tozlagmadaki 6nemini vurgulamistir
(Darwin 1986). Ilerleyen yillarda bu konuya ilgi artmis ve bambul arilarinin birgok yem
bitkisinin dogal tozlayicilar1 oldugu anlasilmistir. Dogadaki yem bitkilerinin tozlagsmasi
da hayvanciligin siirdiiriilmesi a¢isindan Onemlidir ve bambul arilarinin gelecekteki
olas1 gida krizleri i¢in hayati 6neme sahip oldugu diisiiniilmektedir.

Hymenoptera takiminin Apidae familyasinda bulunan Bombus terrestris, bal
arist olarak tanmidigimiz Apis mellifera (Linnaeus 1758) ile ayn1 gruptan gelmektedir.
Apis mellifera, ugus mesafelerinin kisa olmasi, bal yapma egilimleri, koloni yapilarinin
bambullara gore sosyal olarak ¢ok farkli olmasi gibi daha bircok sebepten tozlayici
olarak kullanilmamaktadir. Glinlimiizde tarimsal {iretimin arttirilmasi i¢in ne yazik ki
kimyasal uygulamalar yaygin olarak yapilmaktadir. Bu kimyasal uygulamalarin,
dogadaki her canli gibi bambul popiilasyonlar1 iizerinde de ciddi negatif etkileri
bulunmaktadir.

1988'den 1989'a kadar Avrupa'daki gelismeyle birlikte iilkemizde de bambul
arilarninin tozlamaya olan etkisi onemi anlasiimaya baslanmisti. Ulkemizde tarim ve
ariciliktaki gelismelere ragmen, ari tiirlerinin bitkisel {iretimin kilit noktalarindan biri
olan tozlagsmadaki islevi tam olarak anlagilamamistir. Bu nedenle farkli ari tiirlerinin
tozlastirict olarak etkin kullanimi tarim teknolojimize entegre edilememistir. Ulkemizde
tespit edilmis bambul arist tiirleri Cizelge 1.2. de verilmistir. Ancak Amerika Birlesik
Devletleri, Kanada, Japonya ve Avrupa iilkelerinde bal arilarinin yani sira bireysel veya
sosyal yasami olan cesitli ar1 tiirleri de uzun yillardir bitkisel {iretim alaninda tozlastirici
olarak kullanilmaktadir. Bu baglamda son yillarda 6zellikle sera kosullarindaki bitkisel
iiretimde tozlastirici olarak kullanilabilmesi amaciyla ar1 tiirlerinin laboratuvar
kosullarinda yetistirilmesi miimkiin hale gelmistir (Oztiirk 1996).



GIRIS A. HURRIYET

Bambul arilarinin ¢ogu 1liman iklimlerde yasar, ancak yalnizca birkaci tropik
bolgelerde yasar. Bambul tiiriiniin taksonomik siniflandirmadaki konumu Cizelge 1.1
'de gosterilmektedir.

Cizelge 1.1. Bombus terrestris taksonomik siiflandirmasi

Alem: Hayvanlar

Sube: Eklembacaklilar
Sinif: Bocekler

Takim: Hymenoptera
Familya: Apidae

Oymak: Bombini

Cins: Bombus

Tir: Bombus terrestris L.

Bambul arilari, diinya ¢apinda gida iiretimi ve dogal ekosistemlerdeki tarim igin
onemli tozlayicilardan olusan ¢ok ¢esitli bir gruptur. Bu tozlayicilarin sosyal evrimi,
davranis1 ve ekolojisini kesfetmek onemlidir ¢iinkii hem sosyal hem de yalniz yasam
dongiisii agamalarina sahiptirler. Son zamanlarda ne yazik ki tiirlerin azaldigina dair ¢ok
sayida rapor mevcuttur.

Patojen yayilimi, habitat kaybi, pestisit kullanimi ve kiiresel sicaklik degisimi bu
tiirii tehdit eden tehlikelerin basini cekmektedir. Ulkemizde tespit edilen bambul aris
tirleri Cizelge 1.2°de gosterilmektedir ve tiirlerin ve popiilasyonlarin yapisini ele alan
calismalar ne yazik ki yeterince fazla sayida degildir. Belirtilen tehditler yiiziinden yok
olma tehlikesine girmis tiirler hakkinda giivenli veri {ireten molekiiler karakterizasyon
araglar1 ile arastirmalar yapilmalidir. Bizim c¢aligmamizda da yeni nesil dizileme
tekniklerinden (NGS) faydalanarak genetik c¢esitlilik hakkinda bilgi sahibi olmak ve
giincel sorunlara ¢6zliim bulabilmek i¢in veri olusturmak amaglanmaistir.

Cizelge 1.2. Tiirkiye’de tespit edilen Bambul aris1 tiirleri

Tiir Referanslar

Bombus (Alpigenobombus) wurflenii Radoszkowski 1859 Ozbek 1997

Bombus (Bombus) cryptarum (Fabricius, 1775) Ozbek 1997

Bombus (Bombus) lucorum (L., 1761) Rasmont ve Flagothier 1996
Bombus (Bombus) terrestris (L., 1758) Ozbek 1997

Bombus (Cullumanobombus) apollineus Skorikov, 1910 Ozbek 1983

Bombus (Cullumanobombus) serrisquama Morawitz, 1888 Ozbek 1998

Bombus (Kallobombus) soroeensis (Fabricius, 1777) Ozbek 1988

Bombus (Megabombus) argillaceus (Scopoli, 1805) Ozbek 1983

Bombus (Megabombus) hortorum (L., 1761) Aytekin ve Cagatay 2003
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Bombus (Megabombus) portschinsky Radoszkowski, 1883
Bombus (Melanobombus) alagesianus Reinig, 1930
Bombus (Melanobombus) erzurumensis Ozbek, 1990
Bombus (Melanobombus) incertus Morawitz, 1881
Bombus (Melanobombus) lapidarius (L., 1761)

Bombus (Melanobombus) sichelii Radoszkowski, 1859
Bombus (Mendacibombus) handlirschianus Vogt, 1909
Bombus (Mendacibombus) shaposhnikovi Skorikov, 1910
Bombus (Psithyrus) barbutellus (Kirby, 1802)

Bombus (Psithyrus) bohemicus Seidl, 1837

Bombus (Psithyrus) campestris (Panzer, 1801)

Bombus (Psithyrus) maxillosus Klug, 1817

Bombus (Psithyrus) quadricolor (Lepeletier, 1832)
Bombus (Psithyrus) rupestris (Fabricius, 1793)

Bombus (Psithyrus) sylvestris (Lepeletier, 1832)

Bombus (Psithyrus) vestalis (Fourcroy, 1785)

Bombus (Pyrobombus) brodmannicus Vogt, 1909
Bombus (Pyrobombus) haematurus Kriechbaumer, 1870
Bombus (Pyrobombus) pratorum (L., 1761)

Bombus (Sibiricobombus) niveatus Kriechbaumer, 1870
Bombus (Sibiricobombus) sulfureus Friese, 1905

Bombus (Subterraneobombus) fragrans (Pallas, 1771)
Bombus (Subterraneobombus) melanurus Lepeletier 1836
Bombus (Subterraneobombus) subterraneus (L., 1758)

Bombus (Thoracobombus) armeniacus Radoszkowski, 1877

Bombus (Thoracobombus) brodmanni Vogt, 1911
Bombus (Thoracobombus) humilis Illiger, 1806

Bombus (Thoracobombus) laesus Morawitz, 1875
Bombus (Thoracobombus) mesomelas Gerstaecker, 1869

Bombus (Thoracobombus) mlokosievitzii Radoszkowski, 1877

Bombus (Thoracobombus) muscorum (L., 1758)
Bombus (Thoracobombus) pascuorum (Scopoli, 1763)
Bombus (Thoracobombus) persicus Radoszkowski, 1881
Bombus (Thoracobombus) pomorum (Panzer, 1805)
Bombus (Thoracobombus) ruderarius (Muller, 1776)
Bombus (Thoracobombus) sylvarum (L., 1761)

Bombus (Thoracobombus) velox (Skorikov, 1914)
Bombus (Thoracobombus) zonatus Smith, 1854

Ozbek 1983

Ozbek 1998

Rasmont ve Flagothier 1996
Reinig 1971

Rasmont ve Flagothier 1996
Ozbek 1990b

Reinig 1971

Ozbek, 1997

Loken, 1984

Loken, 1984

Loken, 1984

Rasmont ve Flagothier 1996
Loken, 1984

Loken, 1984

Loken, 1984

Loken 1984

Ozbek 1998

Rasmont ve Flagothier 1996
Ozbek 1998

Rasmont vd. 2005

Reinig 1971

Rasmont ve Flagothier 1996
Ozbek 1983

Rasmont ve Flagothier 1996
Ozbek 1983

Tkalcu 1994

Rasmont ve Flagothier 1996
Ozbek 1983

Rasmont ve Flagothier 1996
Reinig 1971

Ozbek 2000

Rasmont ve Flagothier 1996
Rasmont ve Flagothier 1996
Rasmont ve Flagothier 1996
Rasmont ve Flagothier 1996
Reinig 1971

Rasmont ve Flagothier 1996
Ozbek 2000

Bambul arilar1 Kuzey Kutbu’'ndan Giiney Amerika’ ya kadar genis bir
cografyada yasayabilmektedir. Diinya iizerinde 240 bambul tiirii tanimlanmistir
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(Williams 1998; Benton 2000; Cameron 2007). Tiirkiye’de ise 50°ye yakin tiir
bulunmaktadir. Tiirkiye’nin ticari iiretim yapan firmalar dahil diinya {izerinde yayilim
gbsteren bambul kolonileri icerisinde ¢ok Onemli bir gen kaynagi merkezi oldugu
belirlenmistir. Bu baglamda, 2009 yilinda, dagilim ¢aligmalar1 kapsamli online bir atlas
haline getirilmistir. NATO SfS Programi TU-POLLINATION Projesi ¢ercevesinde
Cukurova Universitesi (Adana, Tiirkiye) ve Mons-Hainaut Universitesi (Belgika)
arasinda 1994 de yapilan bir protokol ile baglamistir. Daha sonraki yillarda TUBITAK
(Tiirkiye), FRFC (Belgika) ve Hacettepe Universitesi (Ankara, Tiirkiye) destekleri ile is
birligi devam ettirilmistir. Stirekli giincellenen ve haritalar ile lokasyonlarin
isaretlendigi bir atlas haline getirilmistir.

Bombus terrestris

Sekil 1.1. Bombus terrestris 'in Tiirkiye’deki Dagilim1

B. terrestris Avrupa'nin biiyiik bir kisminda yaygindir ve 1987'den bu yana
basariyla domestik hale getirilmistir. Bu nedenle bir¢ok yayinda ele alinmis bu
calismalar ile ilgili Rasmont ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir derleme mevcuttur
(Rasmont vd. 2008). B. terrestris Bat1 Avrupa'da bir¢ok alt tiire ayrilirken; dagiliminin
dogu kisminda ¢ok daha az polimorfiktir. Balkanlar, Kii¢iik Asya, Urallar ve Orta Asya
daglarindaki popiilasyonlar arasinda goézle goriiliir bir fark yoktur: hepsi Bombus
dalmatinus alt tiiriine aittir (Aytekin vd. 2003; Rasmont vd. 2008). Bombus terrestris
ayn1 alt cinsin diger tiirleriyle kolayca karistirilabilir. Ancak kraligeler olduk¢a kolay
taninirlar: kiirkleri B. lucorum, B. cryptarum'a gore daha kisadir ve sar1 ¢izgileri daha
koyudur.

Tiim Akdeniz'de oldugu gibi Tiirkiye'de de kigin yasayabilen tek yaban aris1 B.
terrestris'tir. Giliney Fransa'da 2 veya 3 kusak gosterirken (Rasmont vd. 2008),
Antalya'da sadece bir kusak bulunmaktadir (Giiler vd. 2008). Ancak Akgakoca
civarinda (Bolu bolgesi) yeni kurucu kraligelerin ve bir dnceki neslin is¢ilerinin subat
ay1 sonlarinda birlikte yiyecek aramaya basladiklar1 tespit edilmis ve bu nedenle
Karadeniz kiyilarinda 2 nesil olabilecegi diisiiniilmiistiir. Anadolu'da, B. ferrestris'in 0
ila 2200 m arasinda yasadigr ve %80’inin 2 ila 1510 m arasinda bulundugu tespit
edilmistir (Rasmont ve Flagothier 1996). Toros daglarinin ise 500 m'nin altindaki tiim
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bambul aris1 orneklerinin %75’ine ev sahipligi yaptig1 diistiniilmektedir (Kaftanoglu
2000).

Bombus terrestris, ylizlerce farkli cicek tlirlinden polen toplayan oldukca
polilektik bir yaban arisidir (Ozbek 1997). Ozbek ¢alismalarinda aralarinda Vitex agnus-
castus L.'nin oldugu tiim Ege bolgesinde 62 favori bitki taksonundan bahsetmektedir.
Anadolu'da basta Symphytum asperum Lepechin , Anchusa officinalis L. ve Echinops
orientalis Trautv olmak tlizere 29 bitki tiiriiniin ziyaret edildigi gozlemlenmistir. Kis
jenerasyonu i¢in ana tercihi ¢esitli Akdeniz iilkelerinde agik¢a Arbutus unedo'dur. Ege
adalarinin ¢ogunda bu bitkiyle ilgili binlerce kis gézlemi yapilmistir (Giiler vd. 2008).
Arbutus andrachne, Eriobotrya japonica ve Clematis cirrhosa kiglik ana bitkiler olarak
calismalarda yer almistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1 Bambul Arilarinin Molekiiler Karakterizasyonu ile Tlgili Bilgiler

Bambul arilariin farkli iklim ve cografi 6zelliklere yiiksek adaptasyon saglama
yetenegi ve genis koloni olusturma kabiliyeti, kullanildiklart 6rtii alt1 tarim alanlarindan
uzaklasip serbest dogada koloni olusturabilmelerine olanak saglayarak 6zellikle
Akdeniz bolgesindeki bambul tiirlerinin iilkemizin diger bolgelerine gdére daha hizl
genetik olarak farklilagtiginin diistiniilmesine neden olmustur (Gosterit ve Giirel 2005;
Giirel vd. 2008). 80’li yillardan 2000’lerin basina kadar bu genetik farklilasma
morfolojik 6zellikler bakimindan incelenmis, yayilma alanlar1 ve konukcu olduklari
bitki tercihlerine gore kategorize edilmeye ¢alisiimistir (Ozbek 1979; 1983; 1990; 1997).

Ulkemizde molekiiler ydntemlerin ivme kazandigi dénemde yapilan ilk
calismada AFLP yontemi kullanilarak Akdeniz bolgesinin batist ve Ege bolgesindeki
tiirlerin karakterizasyonu amaclanmis ve calisilan primeler ile popiilasyonlar icerisinde
yeterli miktarda polimorfizm saptanamamistir (Giirel ve Basim 2003). Tiirkiye ve
Kibris’tan yapilan 6rneklemeler ile popiilasyonlar igerisindeki heterozigotluk tespiti igin
yapilan bas bir ¢aligmada ise 4 adet mikrosatelit lokus kullanilarak poliakrilamid jel
tizerinde tespit ¢alisilmasi hedeflenmistir (Beton 2004).

Bambul arilan iginde yer alan Bombus terrestris, Bombus lucorum, Bombus
ignitus ve Bombus occidentalis tiirlerinin ticari yetistiriciligi yapilmaktadir. Koloni
popiilasyonunun daha kalabalik ve yetistiriciliginin daha kolay olmas1 sebebiyle bambul
tiirleri igerisinde Bombus terrestris’in ticari yetistiriciligi 6ne ¢cikmstir. Ulkemizde de
ticari firmalardan alinan fakat resmi olmayan verilere gore sadece B. terrestris liretimi
yapildig1 saptanmustir. Bu veri gilivenilir degildir ¢iinkii ticari firmalarda damizlik
tretimlerinin  yapildigi  birimlerde tiir teshisi yapabilecek yetismis personel
calismamakta, kalite kontrol ve iiretim parametreleri daha ¢ok verime yonelik olarak
belirlenmektedir.

Diinyadaki egilime paralel olarak Tiirkiye’de de son 20 yil icerisinde bambul
kullaniminin artmasi ve seracilik sektoriinde ilerleme saglanmasi 6nemli bir gelismedir.
Tiirkiye’de iiretilen ticari bambullarin kullanimi 1997-1998 yillarinda baslamistir.
Ozellikle &rtii alti yetistiriciligin yogun olarak gerceklestigi Akdeniz sahil bolgesinde
tozlama amacli bambul kullaniminda ciddi sekilde artislar gdozlemlenmistir. 2020- 2021
sera iretim doneminde yaklasik 500.000 adet ticari bambul kolonisinin kullanildig:
tahmin edilmektedir. Koloniler Hollanda, Israil, Belcika ve Ispanya gibi iilkelerde ticari
tiretim yapan uluslararasi firmalarla ortaklik kuran firmalar tarafindan saglanmaktadir.
Talep edilmeleri durumunda koloniler firmalar tarafindan farkl: illere veya bolgelere
pazarlanabilmektedirler.

Ticari olarak {iretilen bu kolonilerde is¢i arilarin yasam siiresi 1 ay1 bulmaktadir
ve lretilen bitkiye gore ortalama 1500 — 2000 m? alam1 40 — 45 giin
tozlayabilmektedirler. Bu siire sonunda koloni i¢inde erkek ve ana ar1 iiretimi baslayip
koloni 6mrii azaldigindan dolay1 tozlasmanin devami igin yeni bir koloniye ihtiyag
duyulmaktadir. Bu sebeple koloninin satisa sunuldugu andaki kalite parametreleri
tozlasmanin etkinligini ve siiresini belirlemektedir. Ticari olarak ayni firma tarafindan
tiretilen kolonilerde dahi, planlamalardaki aksakliklar ve Ongoriillemeyen yogun
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taleplerden dolay1 tozlasma kalitesinde farkliliklar go6zlenebilmektedirler (Gosterit
2016).

2.2 Yeni Nesil Dizileme Calismalar: ve Bambul Arilarinda Yapilan Calismalar
2.2.1. DNA Kesfinden Giiniimiiz Arastirma Araclarina Dizileme Teknolojileri

Biyolojik orneklerde niikleik asit kalintilarinin diziliminin belirlenmesi, ¢esitli
arastirma uygulamalarinin énemli bir bilesenidir ¢iinkii bizlere yeryiiziindeki yasamin
kalitsal ve biyokimyasal Ozellikleri hakkinda bilgi saglar. DNA dizileme, yasam
formlarini tanimlandigi ve birbirinden ayristirdig1 icin dnemli bir role sahiptir (Heather
ve Chain 2016).

Gegtigimiz yarim yiizyll boyunca, bir¢ok arastirmact DNA dizileme
teknolojilerinin gelistirilmesine ve iyilestirilmesine biiyiilk bir zaman ve kaynak
harcamistir. Bu nedenle, tiim bu yillar boyunca kisa dizilerin (gen skalasi)
dizilemesinden milyonlarca bazin (tiim genom skalasi) siralanmasina kadar biiyiik
zorluklarla karsilagilmistir. (Heather ve Chain 2016). Bu nedenle, DNA dizilemenin
evrimi, kendi dogas1 ve dizileme yoluyla firetilen c¢ikt1 ile karakterize edilebilen,
nesillerdir gelisen bir teknoloji ile zengin bir hikayeye sahiptir (McGinn ve Gut 2013).

Yeni nesil dizileme’nin (NGS), diger bir deyisle yiiksek verimli dizileme (HTS)
tekniklerinin, tarihgesi 1953'te ¢ift sarmal DNA yapisinin kesfine dayanmaktadir
(Watson ve Crick 1953). Birka¢ yil sonra, Robert Holley ve meslektaslari,
Saccharomyces cerevisiae'nin alanin tRNA'simin 77 riboniikleotidlik tam niikleik asit
dizisini ve yapisimi {iretebilmistir. Bu, sadece diger RNA'larin degil, ayn1 zamanda
DNA'nin dizisini belirlemek icin baskalarina kapi agan bir bulus olmustur (Holley
Madison ve Zamir 1964; Holley vd. 1965).

1977'de Frederick Sanger, bakteriyofaj X 174'tin tam DNA genomunu dizileyen
ilk kisi olmus ve bdylece bilinen ilk dizileme teknigi olan Sanger yonteminin Onciisii
konumuna gelmistir (Sanger vd. 1977a; Sanger ve Coulson 1977b). Frederick Sanger’in
(2016) genom dizilemenin biyolojik ¢aligmalardaki 6nemini vurgulayan agiklamasi
sOyledir:

“Dizilerin bilgisi, yasayan madde anlayisimiza ¢ok katkida bulunabilir”

Yeni Nesil Dizileme, 1977'de ilk kez ortaya ¢ikan Sanger dizileme yonteminden
sonraki gelistirilen derin, yliksek verimli DNA dizileme teknolojilerini ifade etmektedir
(Sanger vd. 1977a). Aym1 zamanda Sanger DNA zincir-sonlandirma ydntemi veya
dideoxi yontemi olarak da adlandirilan bu yontem, 30 yil boyunca en sik kullanilan
DNA dizileme teknolojisi olmustur (McGinn ve Gut 2013).

2.2.2. Bambul Arilarinda Yeni Nesil Dizileme Teknolojisi (NGS) ile Yapilan
Cahismalar

Bambul arilari iizerinde yapilan yeni nesil dizileme ¢aligsmalari, bu tiirlerin genetik
yapisini ve ¢esitliligini daha detayli bir sekilde anlamak i¢in 6nemli bir ara¢ haline



KAYNAK TARAMASI A. HURRIYET

gelmigstir. Bu calismalar, Bambul arilarinin genomlarini dizileyerek, tiirler arasindaki
genetik farkliliklar1 belirlemeyi, popiilasyon yapisini analiz etmeyi ve adaptasyon
yeteneklerini arastirmay1 amaglamaktadir.

Yeni nesil dizileme teknolojileri, genetik bilgiyi daha hizli ve daha ekonomik bir
sekilde elde etmeyi saglamaktadir. Bu teknolojiler sayesinde, farkli Bambul tiirleri
arasindaki genetik farkliliklarin yani sira, popiilasyon igindeki genetik ¢esitlilik de daha
ayrintilt bir sekilde incelenebilir hale gelmistir. Bu calismalar, tiirlerin korunmasi,
habitat kayb1 ve iklim degisikligi gibi tehditlerle basa ¢ikma stratejilerinin gelistirilmesi
i¢in de 6onemli bir temel olusturabilmektedir.

Michel vd. (2007) arilarda yapilan ilk genetik haritalarin ¢ogu RAPD, AFLP,
izozimler veya mutant fenotipler gibi belirteclere dayaliyken, genetik baglanti haritalari
artik giderek artan sekilde polimorfik basit dizi tekrarlar1 (SSR, mikrosatellitler) veya
tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) ile olusturulmaktadir.

Brondani vd. (2006), calismasinda gordiigiimiiz iizere bu belirtegler ayn1 zamanda
potansiyel olarak korunmus diger bolgelerin dizi bilgisini de igerdiginden, genom
diizeneklerinin sabitlenmesine ve tiirler arasinda karsilastirma yapilmasina olanak
saglamaktadir.

Wilfert vd. (2009), Bombus terrestris igin iki genetik baglant1 haritast mevcuttur;
RAPD ve SSR yontemlerini temel alan bu haritalar 2008 ve 2009 yillar1 arasinda
Almanya’da gerceklestirilmis ve olusturulan kiitiiphaneler giinlimiize kadar Bambul
arilarinda molekiiler calismalara olduke¢a 1s1k tutmuslardir.

Stolle vd. (2011), yeni nesil dizileme teknigi kullanilmig (NGS) ve sonug olarak
hem A. mellifera hem de B. terrestris'in ¢ok yiliksek rekombinasyon oranlarina ve
yaklasik 100 milyon yilik uzun bir ayrilma siiresine ragmen, genomlarin genetik
mimarisinin yliksek oranda korundugunu bulmuslardir. Bu ¢alisma arilarda yavas bir
genom evrimini yansitmaktadir ve ar1 genomunun evrimsel bakis agisiyla ve bal arisi ile
karsilastirilmali yapilan ilk ¢aligma olmaktadir. Genom organizasyonu ve korunmus
molekiiler belirtegler hakkindaki verilerin, karsilagtirmali genomik ve evrimsel
calismalar i¢in giiclii bir ara¢ olarak kullanilabilecegini ve Apidae familyasinda yeni
aragtirma yollar1 agabilecegini gostermislerdir

Kapheim vd. (2015), Bambul arilarinin sosyal yasam tarzlarindaki evrimsel
gecislerin genetik temelleri ve yeni nesil dizileme teknolojilerinin kullanimini aragtiran
arastirmacilar Bambul arilarinin genomlarii dizileyerek sosyal davraniglar ve koloni
organizasyonu ile iligkilendirilen genetik faktorleri belirlemeye ¢alismislardir. 10 ayri
Bambul tiirii iizerinde yapilan bu ¢alisma Bambul arilarinin sosyal evrimini anlamak
icin genetik verilerin nasil kullanilabilecegi konusunda 6nemli bir katki saglamistir.

Hart vd. (2022), son olarak 2022 yilinda Avrupa’nin tamamini temsil edecek
sekilde 97 bolgeden yapilan drneklem tizerinde RADSeq yontemi ile yeni nesil dizileme
caligmalar1 yapilmistir. Elde edilen SNP’lerden yapilan genom anotasyonlarinda
norolojik gelisim, kas yapisi ve detoksifikasyon proteinleri ile teshis yontemleri
gelistirmislerdir. Bulunan verilerde bambul arilarmin kiiltiir tariminin getirdigi streslere
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adaptasyon sagladigina dair sinyaller elde etmislerdir. Ayrica bu c¢aligmada genis
orneklem ve detayl veri elde ederek popiilasyon yapisina da deginilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1 Materyal

Bu calismada ana materyal olarak, 2022-2023 yillar1 arasinda toplanan Bombus
terrestris isci bireylerden elde edilen DNA 6rnekleri kullanilmistir. Bu 6rnekler Antalya
ilinin Kumluca, Demre, Kas, Karatepe, Aksu, Serik ve Manavgat il¢elerinden,
Burdur’un giineyi ve Isparta ilinde bulunan Karacaéren Golii’niin ¢evresinden, ticari ve
dogal Bombus terrestris (L.) bireylerinin popiilasyon yapisi ve genetik cesitliligini
incelenmek amaciyla toplanmistir. Lokasyonlardan toplanan ticari ve dogal
poplilasyonlardaki bireylerin adedi ve dagilimi Cizelge 3.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Lokasyonlara gore doga ve ticari firma kovanlarindan toplanan orneklerin
dagilim1

Lokasyon Kovan Markasi Kovan Adedi Kovandan Alinan Ornek Adedi
Kumluca Biz bio 1 5
Agro bio 1 4
Koppert 1 5
Biobest 1 5
Doga 0 5
Demre Bas An 1 5
Agro Bio 1 4
Doga 0 5
Karatepe Koppert 6 18
Biobest 1 5
Agrobio 1 5
Doga 0 5
Aksu Koppert 1 5
Biobest 1 5
Doga 0 5
Serik Agrobio 1 5
Doga 0 5
Manavgat Agrobio 1 5
Burdur Doga 0 5
Karacadren Doga 0 5
Kas Doga 0 2

Ormnek toplama asamasinda; buz kutusu ve buz kasetleri, cesitli boylarda pensetler,
ISOLAB marka 15 ml ve 50 ml steril Falcon tiipler, hafta ve lokasyon belirten yapiskan
etiketler, Edding marka kalemler kullanilmigtir. Toplanan bireylerin B.terrestris tiiriine
ait oldugu Nikon marka stereo mikroskop ile tespit edilmistir. Diseksiyon islemi
esnasinda kullanilmak icin Greiner marka petri kaplarinin igerisine eritilmis parafin
dokiiliip donduktan sonra kullanima alinmistir. Diseksiyon islemi esnasinda Dupont
marka cerrahi makas, Isolab marka 0,6 — 0,4 mm genisliginde spatiil ve 3-4 numara
bdcek ignesi kullanilmastir.
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Diseksiyon ile alinan dokunun DNA izolasyonu Oncesinde saklanmasi i¢in Sigma
marka 10X PBS soliisyonu ve 1 ml lik Eppendorf marka tiipler kullanilmistir. DNA
izolasyonu basamaginda; CTAB (Cetyldimethylethyl Ammonium Bromide),
isopropanol ve izoamil alkol kimyasallar1 “Merck” firmasindan; NaCl, Trisma base,
kloroform, EDTA, etanol kimyasallar1 “Sigma-Aldrich” firmasindan temin edilmistir.
DNA izolasyonunun inkiibasyon basamagi i¢in gerekli “Boeco Bio TDB-100" 1sitma
blogu ve PCR i¢in “Blue-Ray Biotech” ve “PeqLab primus 96 cihazlar1 kullanilmigtir.

Sekil 3.1. a) Entomoloji 2 laboratuvar genel goriiniim b-c) Molekiiler ¢alismalarda

kullanilan PCR cihazi
3.2 Metot
3.2.1 Saha ¢calismalar

Calisma, 2022 ve 2023 yillarinin yaz ve sonbahar aylarinda, farkli haftalarda,
Antalya bolgesinin tamamini temsil edecek merkez ve ilgelerden (Kumluca, Demre, Kas,
Karatepe, Aksu, Serik, Manavgat) ayrica Burdur’un gilineyini kapsayacak sekilde
(Burdur ve Karacadren), konukg¢u bitki ayirt edilmeksizin farkli firmalarin ticari
kovanlarindan ve doga popiilasyonlarindan drnekler toplanmaistir.

Ticari kovanlardan toplanan Orneklerin tamami konukc¢u ayirt etmeksizin
seralardan toplanmis; kovanlarin yasam biitiinligii ve popiilasyon gelisimini olumsuz
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yonde etkilememek i¢in her kovandan 5 ayr1 birey almmistir. Dogadan toplanan
orneklerde ise seker surubu ile tuzak kurma yontemi kullanilmistur.

Diseksiyon islemi Oncesinde laboratuvara getirilen tim Ornekler, 2-4 saat -18
derece ya da 8-10 saat +4 derecede saklanmis, Bambul bireylerinin uyku haline ge¢mesi
beklenmistir. Bu sayede nekrotiklesme olmadan DNA izolasyonu i¢in gerekli doku
parcalar1 elde edilmistir.

3.2.2. izolasyon materyali elde etmek i¢cin 6n calismalar

Dizilem c¢alismalari i¢in yiliksek kaliteli DNA izole etme protokolii
olusturulmustur. Bu sebeple Orneklemenin canli bireylerden yapilmast uygun
goriilmiistiir. Araziden viicut biitiinliigli bozulmadan yakalanan Bambul arilarinin tily,
kitin doku ve araziden gelen bitki doku parcalari ile kontamine olmadan saf ve temiz bir
DNA elde etmek icin diseksiyon oncesinde soguk uygulama etkisinde uyku haline
gecmis bireyler olmasi tercih edilmistir.

Laboratuvara getirildikten sonra buzdolabinda +4 derecede bekletilerek uyku
haline getirilen bireyler penset ile tutularak prothroax ile bas kism1 arasina kesik atilip,
prothroax 4 numara bocek ignesi ile govdenin dorsal kismi petri igerisindeki parafilmin
ist yiizeyine temas edecek sekilde sabitlenmistir. Abdomenin proksimal kismindan
ikinci bir 4 numara igne ile gerilerek govde petriye sabitlenmis, rahat ¢alisma agisindan
bacaklar onceden kesip ¢ikarilmistir. Abdomenin iki yanindaki siiturlardan kesilerek
yag doku, midgut, hindgut ve malpigi tiipleri ile diger i¢ organlar ¢ikarilmistir. 0,4 mm
genisligindeki spatiil ile i¢ organlar ve yag doku igerisinde 100 ul PBS (10X) eklenmis
ve steril DNA / RNA icermeyen 2 ml lik Eppendorf tiiplere aktarilarak ertesi giin DNA
izolasyonuna baglamak i¢in 1 gece +4 derecede bekletilmistir.

3.2.3. Homojenizasyon ve DNA izolasyonu
DNA izolasyonu sirasinda sirasiyla su basamaklar izlenmistir:

1. Elde edilen homojenatlar 1 gece bekletildikten sonra CTAB yontemi ile DNA
izolasyonu siirecine almmuistir. Bu siire i¢in CTAB soliisyonu hazirlanirken Doyle ve
Doyle’un klasik protokolii (1987) bu ¢alisma i¢in uygun sekilde modifiye edilmistir.
Polen kaynakli fenoliklerin pargalanmasi i¢cin PVP ve protein denatiirasyonu i¢in SDS
ve 0.3% 2-B-Mercaptoethanol eklenmistir (Sigma).

12



MATERYAL VE METOT A. HURRIYET

Cizelge 3.2. DNA izolasyonunda kullanilan CTAB soliisyonunun igerigi ve oranlari

CTAB (Cetyltrimethylammonium bromide) 2% (w/v)
Tris HCL (pH 8.0) 100 mM
EDTA 20 mM
NaCl I.5M
PVP 2% (W/v)
Beta-mercaptoethanol 0.3%
SDS (Sodium dodecyl sulfate) 0.5 %

2. Ornekler homojenize edilmek iizere ezilirken Niive marka inkiibatér 65 °C’ye
ayarlanmistir. CTAB soliisyonunun inkiibator igerisinde 65 °C’ye kadar 1sitilmis ve
DNA izolasyonu siirecine bu sekilde baslanilmistir. Homojenizatdrde yumusak dokulara
zarar vermemek icin seramik boncuk kullanilmistir.

3. Ardindan ezilen homojenatin iizerine 350 pul CTAB soliisyonu eklenerek,
DNA’nin bu ¢ozeltiye ge¢mesi icin onceden 65 °C’ye ayarlanan inkiibatorde 3 saat
inkiibe edilmistir.

4. Inkiibasyon siireci biten 6rneklerin iizerine proteinleri uzaklastirilabilmek igin
500 pl kloroform- izoamil alkol (24:1 oraninda) ilave edilip tiipler iyice ¢alkalanmaistir.
Calkalanan tiipler 14.000 rpm’de 20 dakika santrifiije konulmus ve 2 faza ayrilmasi
beklenilmistir. Ust kisimda temiz faz birikmeyen tiipler yine ayni adimlarla 14.000
rpm’de bu kez 5 dakika olarak santrifiij asamasindan geg¢irilmistir.

5. Santrifiijden alinan tiiplerin alt kisminda kloroform ile ¢okelen protein ve doku
kalintilar, tist kisminda ise DNA’nin bulundugu siipernatant kismi olmak {izere (temiz
faz), iki faza ayrilmustir. Ust fazdan yaklasik 400-500 ul almip, 1.5 mL’lik yeni tiipe
aktartlmistir. Uzerine yeniden 400 pl kloroform- izoamil alkol ilave edilip ikinci bir
yikama gergeklestirilerek tiipler iyice calkalanmis ve ¢alkalanan tiipler 14.000 rpm’de
20 dakika santrifiije konulmustur.

6. Santrifiijden alinan 6rneklerden yeni 1.5 ml’lik tiiplere olacak sekilde iist ve
temiz fazdan 300 pl alinmig, DNA’y1 ¢oktiirmek i¢in tizerine 300 pl (1:1 oraninda) -18
derece de bekletilen soguk izopropanol eklenmistir. 10-15 kez elin ¢evresinde bilegin
dondiiriilme hareketi ile DNA sarmalinin giivenli bir sekilde kirik olusturmadan soguk
isopropanol soliisyon igerisinde ¢okelmesi saglanmistir. DNA pelletinin ¢okelmesinden
emin olmak icin soguk inkiibasyon adimina ge¢ilmistir ve bunun i¢in 6rnekler tiiplere
uygun racklar igerisinde buzdolabinin dondurucu kisminda -20 °C’de bir gece
bekletilmistir.
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7. 16 saat sonra -20 dereceden alinan Ornekler 20 dakika boyunca santrifiij
cihazinda 14.000 rpm de santrifiij islemine alinmistir. Santrifiij islemi sonunda tiiplerin
alt u¢ kisminda opak renkli DNA peletlerinin ¢okelmis olmasi kontrol edilmis ve
cokelme gerceklesmedi ise son santfifiij adimi tekrar edilmistir.

8. Tiiplin tabaninda cokelerek olusan peletin aksi yoOniinde, peletin tiiplin alt
kismindan hareket etmesine izin vermeden iist fazdaki isopropanol uzaklastirilmstir.
Son temizleme asamasi i¢in tizerine 500 pl soguk %70’lik etanol ilave edilip, 5 dakika
10.000 rpm’de santrifiij yapilmistir.

9. Bazi tiiplerde gerekli oldugu hallerde yani opak DNA peletinin renginde gozle
goriiliir beyazlasma elde edilmemesi halinde, son temizleme islemi tekrar edilmistir
bunun i¢in yukarida aciklandig: sekilde peletin aksi yoniinde ethanol sivist dokiilmiistiir.

10. Etanol sivist uzaklagtirilan tiiplerin icerisindeki DNA peletleri ile birlikte
tiipler yatay halde kapaklar1 agik olarak 3 saat boyunca kaba kurutma kagidi iizerinde
oda sicakliginda ethanoliin u¢masi i¢in kurutulmaya birakilmigtir. Kurutulmus
peletlerde ethanol kalintis1 olmadig1 kontrol edildikten sonra DNA peletinin ¢éziinmesi
icin her bir tiipe 100 pl TE Buffer eklenmistir (Tris-HCL pH 7.4-8.0 10mM, EDTA pH
8.0 1 mM). Peletin saglikli sekilde ¢oziinmesi icin +4 derecede 1 giin bekletildikten
sonra tiipler — 20 derecede dondurularak saklanmistir.
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3.2.4. DNA Kkalitesinin ol¢iilmesi

Kiitiiphane hazirlamakta kullanilan DNA 6rneklerinin  kalitesinin 6l¢iilmesi
icin %1 lik agaroz jele yiiklenen DNA ornekleri 70 voltta 45 dakika boyunca jel
elektroforez cihazinda kosturulmustur.

Sekil 3.2. Yeni nesil dizileme kiitiiphanesinde kullanilan DNA Orneklerinin jel
elektroforezdeki goriintiisii

3.2.5. Yeni nesil dizileme kiitiiphanesinin olusturulmasi

Yeni nesil dizileme kiitliphanelerinin olusturulmasinda sirasiyla su 7 temel adim
izlenmistir:

o Adaptor hazirligi ve baglama

e Restriiksiyon enzimleri ile kesim

e Adaptor ligasyonu

e ilk saflastirma asamasi (kisa fragmentlerin ayristiriimasi)
e PCR amplifikasyonu

e Ikincil saflastirma (boyut secilimi)

¢ Boyut sec¢ilimi ve ddRAD
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3.2.6. Yeni nesil dizileme kiitiiphanesinde kullanilan ddRAD yontemi

Kiitliphane olusturmak i¢in SNP tanilamasi ve genotipleme i¢in kullanilan RAD
sekanslama protokollerinin bir varyasyonu olan ddRAD yontemi kullanilmistir. Bu
yontemde, genomik DNA ilk dnce bir restriksiyon enzimi (Cizelge 3.3.) ve fragmanlara
baglanan barkodlu bir P1 adaptorii (Cizelge 3.4) ile ligaz edilmistir. Farkli 6rneklerden
adaptorle baglanan fragmanlar miiltipleks edilip birlestirilmis ve DNA, ikinci bir
restriksiyon enzimi tarafindan ligasyon asamasma alinmigtir. Ligasyon asamasinda
kullanilan reaksiyon karisimi (Cizelge 3.4.) paylasilmistir.

Cizelge 3.3. Restriksiyon enzimleri ile kesim asamasinda kullanilmis olan MasterMix
karigiminin igerigi ve inkiibasyon siiresi

Reaksiyon Karisimi 1x Inkiibasyon Siiresi
Vsp I (10 U/uL) (Katalog Numarast ER0912) 1 pul
Msp I (10 U/pL) (Katalog Numarast ER0541) 1 pul
Tango Buffer 3ul 37 °C’ de 2 saat
inkiibasyon
H>O 12 ul
DNA (100-200 ng DNA) 9 ul

Cizelge 3.4. Ligasyon asamasinda kullanilmis olan MasterMix karigiminin igerigi ve
inkiibasyon siiresi

Reaksiyon Karisimi 1x Inkiibasyon Siiresi

T4 DNA Ligaz Bufter 3ul

T4 DNA Ligase (5 U/uL) (Catalog 0.3 ul

number EL0011)
37 °C 1 saat inkiibasyon

H>O 1.5 ul
Adaptor P2 (0.5 pmol/ul) 2 ul
Adaptor P1 (farkli barkodlanmis 2 ul

adaptor her bir 6rnek ig¢in) (0.5
pmol/ul).
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Cizelge 3.5. ddRAD protokoliinde kullanilan Adaptor P1 ve Adaptor P2 dizilimleri

Adaptd ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTATTACGATGTGAG
r Pl AAA

GGGATGTGCTGCGAGAAGGCTAGATAATGCTAT

Adaptd ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTCC
r P2 TTGATGTGAGAA

AGGGATGTGCTGCGAGAAGGCTAGAAGGAACTAT

Adaptor Dizilimleri

Ligasyon asamasindan alinan 6rnekler boyuta gore se¢ilmis ve saflastirilmstir.
Daha sonra P2 primerleri baglanmistir. Ornekler 2 saat boyunca 37 °C’de inkiibe
edilmis ve sonrasinda inkiibasyondan c¢ikartilip buz iizerinde sogutmaya alinmis ve bir
sonraki agamada son temizlik prosediirii baslatilmistir. Her bir hacimdeki 6rnekler (35
ul) icin 1,2 kat1 hacimde manyetik boncuk eklenmistir (42 pl boncuk). Numuneleri
temizledikten sonra amplifikasyon i¢cin PCR adimina ge¢ilmistir. Her numune igin
kullanilan MasterMix karisimi Cizelge 3.6.’da gdsterilmistir.

Cizelge 3.6. PCR adiminda kullanilan MasterMix karigim1

Master Mix 1x
25 mM MgCl; 24 ul
Taq Buffer 3ul
8 mM dNTP 1.25 ul
DNA polymerase (High fidelity 0.3 pul
Polymerase)
H>O 1 pl
PS5 primer (10 pmol/ul) 0.35 ul
P7 primer (10 pmol/ul) 0.35 ul
Template DNA Sul
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Cizelge 3.7. Amplifikasyona ait PCR agamalar1

Asama Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi

On Denatiirasyon 60 °C 5 Dakika
On Denatiirasyon 72 °C 2 dakika
Denatiirasyon 95 °C 1 dakika
Denatiirasyon 95 °C 15 saniye

Baglanma 60 °C 30 saniye 25 Dongu
Uzama 72 °C 30 saniye
Son Uzama 72 °C 5 dakika

3.2.7. Biyoinformatik analiz sonuclarinin elde edilmesi

Okuma sonucu olusan fastq dosyasi Oncelikle “je demultiplex” programi
kullanilarak her bir 6rnege ait bireysel fastq dosyalari elde edilmistir. Daha sonra,
bireysel fastq dosyalarindan adaptorler ve diisiik kalitedeki okumalar “fastp” ve “trim
galore” programlar1 kullanilarak temizlenmistir. Temizlenen okumalar referans olarak
NCBI’dan indirilen Bombus terrestris genomuna ‘“bwa” programi kullanilarak
hizalanmistir. Hizalanan okumalardaki SNP bolgeleri “freebayes” programi 20X
coverage degeri kullanilarak belirlenmistir. Elde edilen Vcf dosyast TASSEL 5
programina yiiklenmis ve bu program yardimu ile; Distance Matrix, PCoA Degerleri ve
Numerik Genotip Dosyasi elde edilmistir.

Distance Matrix dosyast kullanilarak R programlama dilinde adegenet
kiitiiphanesi ile inbreeding katsayisi (F) degerleri yaklasik olarak hesaplanmistir.
Ardindan, TASSEL ile elde edilen PCoA degerleri R ortamina aktarilarak “adegenet”
0zel bir R kodu ile gorsellestirilmistir (Jombart, 2008). Numerik genotip dosyasi
"Structure" programina yiiklenmis ve bu program calistirilmistir. "Structure”
programinin  sonuglarint  gorsellestirmek igin  "Structure" Harvester sunucusu
kullanilmistir. PAST programina aktarilan Vcf dosyalar1 ile ANOVA, KRUSKAL vb.
istatistiksel analizler gergeklestirilmistir (Hammer, 2001). Filogenetik agag¢larin ¢izimi
icin Distance Matrix dosyast MEGA11 programia yiiklenmis ve UPGMA agaci
cizilmistir. Agacin gorsellestirmesi ve diizenlemesi MEGAI11 arayiiziinde yapilmigtir
(Kumar, 2021).
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4. BULGULAR

Bu calismada Antalya ili agirlikli olmak iizere Akdeniz bolgesinde 9 ayri
bolgeden (Kumluca, Demre, Kas, Karatepe, Aksu, Serik, Manavgat, Burdur,
Karacaoren) farkli lokasyonlarda bulunan kovanlardan, 113 adet birey toplanmis ve bu
bireylerden elde edilen DNA ornekleri elde edilmistir. Bu 6rneklerden 76 adet birey 4
farkli ticari markanin (Biobest, Koppert, Agrobio, Bizbio) kovanlarindan; kalan 37
birey ise dogal ortamlarindan toplanan bireylerden izole edilmistir.

Calismada ddRAD teknigi ve biyoinformatik analizler sonucunda 31.556 adet

SNP verisi elde edilmistir. Bu SNP’lerin Bombus terrestris genomunda bulunan 18
kromozom tizerindeki dagilis1 Sekil 4.1. de gdsterilmistir.
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#KROMOZOM

Sekil 4.1. 31.556 SNP’nin Bombus terrestris genomundaki 18 kromozomu iizerindeki
dagilist

Yeni Nesil dizileme calismalarinda literatliire baktigimiz zaman SNP’lerin
filtrelenmesinde genellikle belirli birka¢ kromozom {izerinden yapildigi, tiim genomu
esit oranda temsil etmedigi goriilmektedir. Bu ¢alismada her bir kromozomun boyutu
gdz Oniline alinarak SNP’ler homojen olarak dagitilmis ve rastgele sekilde secilerek
gercek bir temsiliyet portresi olusturulmustur. 31.556 adet elde edilen ve segilen
SNP’lerin Bambul arisinin tiim genomuna hizalandiginda her bir kromozomu temsil
eden SNP’lerin temsiliyet yiizdesi % 98.54 ortalama ile oldukca yiiksek elde edilmistir
(Cizelge 4.1.). Bu dagilim standart sapmasi hesaplandiginda dogrusal bir dagilim
gozlenmektedir (Sekil 4.2).
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Cizelge 4.1. 31.556 adet se¢ilen SNP’nin tiim genomu temsil yiizde oranlari.

Kromozom 31K Tems1(lo/80( )u zdesi Boyut (B¢) (SNi’l/ﬁbg)
NC 063269.1 1962 98.573 18,372,659 1.06
NC 063270.1 2223 98.650 19,735,706 1.12
NC 063271.1 2253 98.535 22,099,476 1.01
NC 063272.1 1892 98.467 18,668,021 1.01
NC 063273.1 1374 98.399 14,194,883 0.96
NC 063274.1 2493 98.636 23,129,593 1.07
NC 063275.1 2427 98.517 25,524,254 0.95
NC 063276.1 1322 98.336 11,657,431 1.13
NC 063277.1 2148 98.650 19,446,242 1.10
NC 063278.1 2654 98.832 20,491,647 1.29
NC 063279.1 2294 98.561 20,781,255 1.10
NC 063280.1 1644 98.540 12,897,853 1.27
NC 063281.1 1593 98.556 14,593,050 1.09
NC 063282.1 1346 98.366 11,964,351 1.12
NC 063283.1 1485 98.586 11,413,514 1.30
NC 063284.1 1148 98.606 8,887,048 1.29
NC 063285.1 859 98.370 11,646,943 0.73
NC 063286.1 418 98.565 5,271,557 0.79

31K

1.400%
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I R i i e e i S e

Sekil 4.2. 31.556 adet segilen SNP’lerin kromozomlar {izerinde dogrusal ve homojen
dagilim grafigi
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Calismada elde edilen 31.556 adet filtrelenmis SNP’den olusan data setinin
blytikligiiniin getirdigi teknik zorluklar1 elimine etmek i¢in data seti normalize edilerek
463 adet SNP’ye indirgenmistir. Bu sekilde 463 adet SNP ile Structure programinda
10.000 burning periyod ve 10.000 MCMC parametreleri araliginda ¢aligmak teknik
olarak daha miimkiin hale getirilmistir. Bu indirgenme esnasinda dagilim ve genom
temsiliyetinin 31.556 adet SNP ile ayn1 temsiliyetin saglamasina dikkat edilmistir (Sekil
4.3.). Homojen ve rastgele olacak sekilde her bir kromozom {lizerinde esit araliklarla
buytikligiine bagl olacak sekilde yine dogrusal bir dagilim ile secilmistir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.3. Normalize edilen 463 SNP’nin Bombus terrestris genomundaki 18

kromozomu tizerindeki dagilis1
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Sekil 4.4. Normalize edilen 463 adet SNP’nin kromozomlar iizerinde dogrusal ve

homojen dagilim grafigi
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AFLP ve RFLP gibi tekniklerle belirlenen SNP’lerde konum bilgisi
ongoriilemedigi icin SNP secimlerinde bu caligmada dogrulanmis olan dogrusallig
gozlemlemek miimkiin degildir. Fakat GBS ve Yeni Nesil Dizileme yontemleri bu
anlamda c¢ok giivenilir veri seti olusturmaya imkan saglamaktadir. SNP verileri
normalize edilirken de ayn1 dogrusal dagilimi koruyacak sekilde calisilmigtir.

4.1. Biyoinformatik Analiz Bulgular
4.1.1. Verilerin analizi ve ANOVA

Varyans analizlerinde p degeri 0,05 degerinden kiiciik olmasi durumunda
“istatistiksel olarak anlamli” yani populasyonlar arasi belirgin bir fark var oldugu kabul
edilmektedir. Bu c¢alismada yapilan istatistiki analiz sonuglarina gore popiilasyonlar
arast belirgin bir genetik farklilk olmadigi c¢ikan ANOVA sonuglarindan
anlasilabilmektedir (Cizelge 4.2.) (p=1.7). ANOVA sonuglarinda ¢ikan p degeri genetik
yap1 analizlerinde ortaya konan Fst degerleri ile ortiistiigii goriilmektedir (Cizelge 4.3).

Cizelge. 4.2. PAST programina gore genetik veri setinin ANOVA analiz sonuglar1

Esit ortalamalar icin ANOVA

Karelerin  df Ortalama F p (same)
Toplami kare
Gruplar arasinda:  0.738788 112 0.00659632 7.64\1 iﬂi/
9 0
Gruplar icinde: 10.9149 12656  0.00086242 Permutation p (n=99999)
6
Toplam: 11.6537 12768 1.00E-05
Varyans bilesenleri (yalnizca rastgele etkiler icin):
Var(grup): 5.07E-05 Var(hata) 0.00086242 ICC: 0.055567
: 6 4
omegal: 0.0551
Araglardan p (same): 1
varyansin

homojenligi icin
Levene testi

Medyanlardan p (same): 1
Levene testi

Esit olmayan varyanslar durumunda Welch F testi: F=7,476, df=4294,
p=1,256E-99

Bayes faktor: 1,43E103 (esit olmayan araclara dair kesin kanit)
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4.1.2. F istatistiklerinden Fst Degerleri ve Ortalamasi

Genetik yap1 analizleri i¢in kullanilan “Structure” programindan elde edilen Fsr
degerleri ve K degerinin belirttigi 5 alt popiilasyon bulgusu ile uyum gostermektedir. Bu
baglamda popiilasyon yapisina bakilacak olursa 5 alt popiilasyondan birer adet alt
popiilasyonda, giiglii (0.15- 0.25) ve ¢ok giiclii diizeyde (0.25>) bir genetik farklilasma
olabilecegi bulgusuna ulasilmistir (Cizelge 4.7). Orneklem grubu Fsr degerleri
acisindan 0.1285 ortalama sonug ile kiiciik-orta diizeyde bir genetik farklilasma
olabilecegine isaret etmektedir.

Cizelge 4.3. Alt populasyonlara ait Fsr degerleri

Alt Populasyon Gruplan Ortalama Deger
Fsr_1 0.4740
Fsr_2 0.0322
Fsr_ 3 0.004
Fsr 4 0.2496
Fst_5 0.007
Alt Popiilasyonlarin Ortalamasi 0.128466667

4.1.3. Popiilasyon genetigi analizi

Data analizinin ilk asamasinda elde edilen vcf formatindaki SNP verileri ile
“Structure” programinda yapilan analizlerde ilk adim olarak populasyon yapisini ortaya
koyacak Evanno degerleri hesaplanmistir. Bu degerler arasinda popiilasyonlar
arasindaki en biiyiik farklilik (AK) delta K degerini bularak mevcut Bambul arisi
orneklerinin kag adet alt populasyonda incelenmesi gerektigi ortaya ¢ikarilmigtir. Analiz
icin ilk asamada ddRAD teknigi ve biyoinformatik analizler sonucu ortaya konulan
31.556 adet SNP verisi tiim kromozomlar1 temsil edecek sekilde 463 adet SNP’e
indirgenmis ve bu SNP lokuslar1 kullanilarak 10.000 burning periyod ve 10.000 MCMC
parametreleri aralifinda alt populasyon taramalar1 yapilmistir. Bu analizler sonucunda
elde edilen deger “Structure Harvester” web ara yiiziine yiliklenmis ve bu analiz ile
yapilan hesaplamalar sonucunda asagida belirtilen c¢izelge degerlerine ulagilmistir
(Cizelge 4.4). K degerleri 2-12 (Popiilasyonlarin en iyi ifade edildigi gruplandirma)
arasinda test edildiginde AK degerinin 13.43 ile en yiiksek c¢iktig1 deger 5 alt
poplilasyon varsayildiginda elde edilmistir (Cizelge 4.4). AK degerine ait Sekil 4.5’ deki
olasilik grafigi ve Sekil 4.9.’daki standart sapma degerleri elde edilmistir.
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Cizelge 4.4. “Structure” programindan elde edilen K degeri tahminine yonelik veriler

K Reps Mean Lnp(k) Stdev [Ln'(K)] Delta K
Ln'(K)
2 10 47789.72000 44.04906 NA NA NA
3 10 48400.49000 2479.00819 -610.77000 5579.70000 2.25078
4 10 54590.96000 14972.81486 -6190.47000 12581.23000 0.84027
5 10 48200.20000 755.57974 6390.76000 10149.88000 13.43323
6 10 51959.32000 4891.78743 -3759.12000 1470.77000 0.30066
7 10 54247.67000 8625.81199 -2288.35000 13769.16000 1.59627
8 10 0305.18000 30707.23349 -16057.51000 11906.97000 0.38776
9 10 74455.72000 38977.35828 -4150.54000 555.49000 0.01425
10 10 79161.75000 49105.13443 -4706.03000 13197.34000 0.26876
11 10 97065.12000 38554.50224 -17903.37000 42988.13000 1.11500
12 10 71980.36000 30787.68471 25084.76000 NA NA
Delta K
-+ L]
- L ]
B ~
=
w89
e
a

Sekil 4.5. Structure Harvester web ara yliziinden elde edilen AK Delta degerine ait

olasilik grafigi

24



BULGULAR A. HURRIYET

=5

Sekil 4.6. Structure Harvester web ara yiizlinden elde edilen 5 alt popiilasyon olarak
elde edilen genetik yap1 analizi ve degerleri karsilagtirmali gen aligverisi dagilim

Bu ¢aligmada genetik olarak agik bir havuzdan gelen bireyler ile olusturulmus bir
popiilasyon yapist incelenmistir. Structure programinin algoritmast bu yapiyr yeniden
degerlendirmis, popiilasyonlart bulunduklari lokasyonlardan bagimsiz sekilde kendi
icerisinde 5 alt popiilasyon olacak sekilde gruplamistir (Sekil 4.10.). Program
algoritmast bu AK Delta degerini SNP belirteglerinin tekabiil ettigi kromozom
bolgelerine gore One ¢ikarmistir (Evanno 2005). Bu alt popiilasyonlarin iiyelik
degerlerini tanilamak miimkiindiir (Cizelge 4.4.) yani alt popiilasyonlar: olusturan
bireylerin iiyelik frekanslarini ve konumlarini analiz ederek gruplanmayi
anlamlandirmak miimkiindiir (Zavinon 2020).

Cizelge 4.5. Tim bireylerin ait olduklar1 alt popiilasyonlara gore iiyelik degerleri
dagilimi

Birey Firma Lokasyon Alt Alt Alt Alt Alt Max | Uyelik Alt
Pop_1 Pop_2 | Pop_3 | Pop_4 | Pop_5 Pop.
131 Biobest Aksu 0.0405 0.4548 | 0.4404 | 0.0553 | 0.009 | 0.4548 | AltPop_2
132 Biobest Aksu 0.0178 0.5172 | 0.3636 | 0.0887 | 0.0127 | 0.5172 | AltPop_2
133 Biobest Aksu 0.039 0.1541 | 0.721 | 0.0741 | 0.0118 | 0.721 | AltPop_3
134 Biobest Aksu 0.0353 0.2639 | 0.0822 | 0.6072 | 0.0113 | 0.6072 | AltPop 4
135 Biobest Aksu 0.047 0.4143 | 0.3376 | 0.1723 | 0.0288 | 0.4143 | AltPop_2
151 Doga Aksu 0.0337 0.3874 | 0.4472 | 0.0751 | 0.0567 | 0.4472 | AltPop_3
152 Doga Aksu 0.0886 0.5478 | 0.1345 | 0.2201 | 0.009 | 0.5478 | AltPop_2
153 Doga Aksu 0.0155 0.7493 | 0.1275 | 0.0762 | 0.0315 | 0.7493 | AltPop_2
154 Doga Aksu 0.028 0.2682 | 0.5933 | 0.097 | 0.0135 | 0.5933 | AltPop_3
155 Doga Aksu 0.0317 0.1419 | 0.7126 | 0.1057 | 0.0082 | 0.7126 | AltPop_3
161 Koppert | Aksu 0.0253 0.3245 | 0.3568 | 0.1765 | 0.1169 | 0.3568 | AltPop_3
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162 Koppert | Aksu 0.0152 0.5602 | 0.309 | 0.0836 | 0.032 | 0.5602 | AltPop_2
Cizelge 4.5. devami

163 Koppert | Aksu 0.072 0.6635 | 0.0863 | 0.1646 | 0.0137 | 0.6635 | AltPop_2
164 Koppert | Aksu 0.0723 0.4029 | 0.3297 | 0.1832 | 0.0118 | 0.4029 | AltPop_2
165 Koppert | Aksu 0.0313 0.1965 | 0.637 | 0.118 | 0.0172 | 0.637 | AltPop_3
251 Doga Burdur 0.0457 0.1509 | 0.65 0.1447 | 0.0088 | 0.65 Alt Pop_3
252 Doga Burdur 0.1102 0.2634 | 0.0655 | 0.5547 | 0.0062 | 0.5547 | AltPop 4
253 Doga Burdur 0.07 0.2202 | 0.5182 | 0.0405 | 0.1512 | 0.5182 | AltPop_3
254 Doga Burdur 0.2747 0.2352 | 0.2589 | 0.2199 | 0.0113 | 0.2747 | AltPop_1
255 Doga Burdur 0.0625 0.4493 | 0.1597 | 0.317 | 0.0115 | 0.4493 | AltPop_2
311 Agro-Bio | Demre 0.1882 0.2418 | 0.336 | 0.1157 | 0.1183 | 0.336 | AltPop_3
312 Agro-Bio | Demre 0.044 0.724 | 0.0978 | 0.1238 | 0.0103 | 0.724 | AltPop 2
313 Agro-Bio | Demre 0.0495 0.818 | 0.0469 | 0.0746 | 0.011 | 0.818 | AltPop 2
314 Agro-Bio | Demre 0.0475 0.3629 | 0.3475 | 0.2345 | 0.0077 | 0.3629 | AltPop_2
315 Agro-Bio | Demre 0.0137 0.8296 | 0.0598 | 0.0873 | 0.0097 | 0.8296 | AltPop_2
321 Bas-Ar1 Demre 0.0723 0.6949 | 0.0959 | 0.1206 | 0.0162 | 0.6949 | AltPop 2
322 Bas-Ar1 Demre 0.0178 0.5383 | 0.2957 | 0.1046 | 0.0435 | 0.5383 | AltPop_2
323 Bas-Ari Demre 0.0258 0.7905 | 0.0687 | 0.1042 | 0.0108 | 0.7905 | AltPop_2
324 Bas-Ari Demre 0.264 0.2267 | 0.2457 | 0.2502 | 0.0133 | 0.264 | AltPop 1
325 Bas-Ari Demre 0.0281 0.1907 | 0.631 | 0.1394 | 0.0108 | 0.631 | AltPop_3
351 Doga Demre 0.098 0.1514 | 0.4856 | 0.126 | 0.1389 | 0.4856 | AltPop_3
352 Doga Demre 0.1108 0.4568 | 0.1764 | 0.1965 | 0.0595 | 0.4568 | AltPop 2
353 Doga Demre 0.0293 0.5078 | 0.3491 | 0.0946 | 0.0192 | 0.5078 | AltPop_2
354 Doga Demre 0.1037 0.2447 | 0.1614 | 0.4766 | 0.0137 | 0.4766 | AltPop 4
355 Doga Demre 0.8654 0.0595 | 0.0282 | 0.0347 | 0.0123 | 0.8654 | AltPop_1
451 Doga Karacaoren | 0.0268 0.3456 | 0.1435 | 0.4739 | 0.0102 | 0.4739 | AltPop 4
452 Doga Karacaoren | 0.0035 0.0042 | 0.0048 | 0.0035 | 0.984 | 0.984 | AltPop 5
453 Doga Karacaoren | 0.0295 0.433 | 0.1395 | 0.3783 | 0.0197 | 0.433 | AltPop_2
454 Doga Karacaoren | 0.9205 0.0103 | 0.0115 | 0.0113 | 0.0464 | 0.9205 | AltPop_1
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455 Doga Karacaoren | 0.0505 0.12 0.0537 | 0.7702 | 0.0057 | 0.7702 | Alt Pop_4
Cizelge 4.5. devami

511 Agro-Bio | Karatepe 0.9467 0.015 | 0.015 | 0.0183 | 0.005 | 0.9467 | AltPop 1
512 Agro-Bio | Karatepe 0.5706 0.0865 | 0.0578 | 0.1936 | 0.0915 | 0.5706 | AltPop 1
513 Agro-Bio | Karatepe 0.9027 0.0138 | 0.0127 | 0.0147 | 0.0562 | 0.9027 | AltPop_1
514 Agro-Bio | Karatepe 0.0804 0.0584 | 0.0469 | 0.0344 | 0.7801 | 0.7801 | AltPop_5
515 Agro-Bio | Karatepe 0.0305 0.098 | 0.7499 | 0.0908 | 0.0308 | 0.7499 | AltPop_3
531 Biobest Karatepe 0.046 0.241 | 0.0538 | 0.6202 | 0.039 | 0.6202 | AltPop 4
532 Biobest Karatepe 0.1279 0.3129 | 0.2951 | 0.2474 | 0.0168 | 0.3129 | AltPop_2
533 Biobest Karatepe 0.065 0.0528 | 0.1458 | 0.0168 | 0.7195 | 0.7195 | AltPop_5
534 Biobest Karatepe 0.0035 0.0045 | 0.0037 | 0.004 | 0.9843 | 0.9843 | AltPop_5
535 Biobest Karatepe 0.0332 0.1073 | 0.1834 | 0.668 | 0.0082 | 0.668 | AltPop 4
551 Doga Karatepe 0.0643 0.2358 | 0.4974 | 0.1085 | 0.094 | 0.4974 | AltPop_3
552 Doga Karatepe 0.0448 0.4244 | 0.349 | 0.143 | 0.0388 | 0.4244 | AltPop_2
553 Doga Karatepe 0.0708 0.3336 | 0.4112 | 0.134 | 0.0503 | 0.4112 | AltPop_3
554 Doga Karatepe 0.0252 0311 | 0.5292 | 0.1155 | 0.0192 | 0.5292 | AltPop_3
555 Doga Karatepe 0.0143 0.2874 | 0.4712 | 0.2134 | 0.0137 | 0.4712 | AltPop_3
5611 | Koppert | Karatepe 0.1146 0.4201 | 0.2185 | 0.227 | 0.0198 | 0.4201 | AltPop_2
5612 | Koppert | Karatepe 0.0107 0.1936 | 0.6116 | 0.0278 | 0.1563 | 0.6116 | AltPop_3
5613 | Koppert | Karatepe 0.0748 0.1518 | 0.0327 | 0.7109 | 0.0298 | 0.7109 | AltPop 4
5621 | Koppert | Karatepe 0.2994 0.1106 | 0.1035 | 0.4576 | 0.0288 | 0.4576 | AltPop 4
5622 | Koppert | Karatepe 0.0327 0.1361 | 0.108 | 0.7164 | 0.0068 | 0.7164 | AltPop 4
5623 | Koppert | Karatepe 0.4058 0.187 | 0.1822 | 0.2181 | 0.007 | 0.4058 | AltPop 1
5631 | Koppert | Karatepe 0.021 0.2254 | 0.3306 | 0.3871 | 0.0358 | 0.3871 | AltPop 4
5632 | Koppert | Karatepe 0.0585 0.1506 | 0.0197 | 0.7544 | 0.0168 | 0.7544 | AltPop 4
5633 | Koppert Karatepe 0.4751 0.099 | 0.1583 | 0.2546 | 0.013 | 0.4751 | AltPop 1
5641 | Koppert | Karatepe 0.0198 0.2896 | 0.3956 | 0.213 | 0.082 | 0.3956 | AltPop_3
5642 | Koppert | Karatepe 0.0602 0.1993 | 0.2467 | 0.1819 | 0.3119 | 0.3119 | AltPop_5
5643 | Koppert | Karatepe 0.0383 0.3741 | 0.0557 | 0.5182 | 0.0137 | 0.5182 | AltPop 4
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5651 | Koppert | Karatepe 0.1373 0.1413 | 0.0535 | 0.6539 | 0.014 | 0.6539 | AltPop 4
Cizelge 4.5. devami

5652 | Koppert Karatepe 0.0157 0.0908 | 0.0405 | 0.6867 | 0.1663 | 0.6867 | AltPop 4
5653 | Koppert | Karatepe 0.562 0.1007 | 0.1194 | 0.1875 | 0.0305 | 0.562 | AltPop 1
5661 | Koppert | Karatepe 0.1601 0.0979 | 0.0515 | 0.6811 | 0.0093 | 0.6811 | AltPop 4
5662 | Koppert Karatepe 0.8788 0.0487 | 0.0275 | 0.0315 | 0.0135 | 0.8788 | AltPop 1
651 Doga Kas 0.9161 0.0237 | 0.0273 | 0.0237 | 0.0092 | 0.9161 | AltPop_1
652 Doga Kas 0.1481 0.0683 | 0.4506 | 0.0736 | 0.2593 | 0.4506 | AltPop_3
712 Agro-Bio | Kumluca 0.024 0.3241 | 0.5227 | 0.0831 | 0.0462 | 0.5227 | AltPop_3
713 Agro-Bio | Kumluca 0.1308 0.2504 | 0.4401 | 0.06 0.1188 | 0.4401 | AltPop_3
714 Agro-Bio | Kumluca 0.1729 0.1705 | 0.0968 | 0.5492 | 0.0107 | 0.5492 | AltPop 4
715 Agro-Bio | Kumluca 0.2618 0.3432 | 0.0837 | 0.2758 | 0.0355 | 0.3432 | AltPop_2
731 Biobest Kumluca 0.1029 0.1906 | 0.525 | 0.1035 | 0.078 | 0.525 | AltPop_3
732 Biobest Kumluca 0.0102 0.0831 | 0.2388 | 0.6467 | 0.0212 | 0.6467 | AltPop 4
733 Biobest Kumluca 0.0118 0.136 | 0.4368 | 0.0602 | 0.3552 | 0.4368 | AltPop_3
734 Biobest Kumluca 0.0302 0.1539 | 0.4968 | 0.0343 | 0.2848 | 0.4968 | AltPop_3
735 Biobest Kumluca 0.0143 0.0884 | 0.051 | 0.8346 | 0.0117 | 0.8346 | AltPop 4
741 Biz-Bio Kumluca 0.0675 0.1458 | 0.4832 | 0.277 | 0.0265 | 0.4832 | AltPop_3
742 Biz-Bio Kumluca 0.0087 0.2904 | 0.5836 | 0.097 | 0.0203 | 0.5836 | AltPop_3
743 Biz-Bio Kumluca 0.0137 0.1089 | 0.2009 | 0.6597 | 0.0168 | 0.6597 | AltPop 4
744 Biz-Bio Kumluca 0.1982 0.3106 | 0.2203 | 0.2409 | 0.03 0.3106 | AltPop_2
745 Biz-Bio Kumluca 0.2717 0.1145 | 0.0888 | 0.5143 | 0.0107 | 0.5143 | AltPop 4
751 Doga Kumluca 0.1725 0.4572 | 0.1567 | 0.0998 | 0.1138 | 0.4572 | AltPop_2
752 Doga Kumluca 0.3591 0.125 | 0.1541 | 0.302 | 0.0598 | 0.3591 | AltPop_1
753 Doga Kumluca 0.5371 0.161 | 0.1559 | 0.1219 | 0.0242 | 0.5371 | AltPop_1
754 Doga Kumluca 0.082 0.629 | 0.108 | 0.17 0.011 | 0.629 | AltPop 2
755 Doga Kumluca 0.0532 0.4413 | 0.3654 | 0.1061 | 0.034 | 0.4413 | AltPop 2
761 Koppert | Kumluca 0.7918 0.0533 | 0.101 | 0.0467 | 0.0072 | 0.7918 | AltPop_1
762 Koppert | Kumluca 0.3489 0.113 | 0.0892 | 0.3781 | 0.0708 | 0.3781 | AltPop 4
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763 | Koppert | Kumluca | 0.0163 0.197 [ 0.6384 [ 0.1295 [ 0.0188 | 0.6384 | Alt Pop 3
Cizelge 4.5. devami

764 | Koppert | Kumluca | 0.6089 0.168 | 0.0718 | 0.0705 | 0.0808 | 0.6089 | Alt Pop 1
765 | Koppert | Kumluca | 0.0153 0.1974 | 0.6418 | 0.0788 | 0.0666 | 0.6418 | Alt Pop 3
811 | Agro-Bio | Manavgat | 0.1457 0.1235 | 0.4091 | 0.3147 | 0.007 | 0.4091 | Alt Pop 3
812 | Agro-Bio | Manavgat | 0.1433 0.2846 | 0.2865 | 0.1025 | 0.1831 | 0.2865 | Alt Pop 3
813 | Agro-Bio | Manavgat | 0.02 0.0772 | 0.2661 | 0.6287 | 0.008 | 0.6287 | Alt Pop 4
814 | Agro-Bio | Manavgat | 0.0393 0.0926 | 0.0498 | 0.7905 | 0.0278 | 0.7905 | Alt Pop 4
815 | Agro-Bio | Manavgat | 0.2181 0.0962 | 0.5583 | 0.1224 | 0.005 | 0.5583 | Alt Pop 3
911 | Agro-Bio | Serik 0.0638 0.135 | 0.2693 | 0.5145 | 0.0173 | 0.5145 | Alt Pop 4
912 | Agro-Bio | Serik 0.9188 0.0217 | 0.0163 | 0.0347 | 0.0085 | 0.9188 | Alt Pop 1
913 | Agro-Bio | Serik 0.4932 0.0873 | 0.1226 | 0.2781 | 0.0188 | 0.4932 | Alt Pop_1
914 | Agro-Bio | Serik 0.0453 0.1665 | 0.727 [ 0.0372 | 0.024 | 0.727 | AltPop 3
915 | Agro-Bio | Serik 0.2051 0.1422 | 0.4926 | 0.0967 | 0.0634 | 0.4926 | Alt Pop 3
951 | Doga Serik 0.0523 0.4503 | 0.3243 | 0.156 | 0.017 | 0.4503 | Alt Pop 2
952 | Doga Serik 0.037 0.158 | 0.4844 | 0.2722 | 0.0483 | 0.4844 | Alt Pop 3
953 | Doga Serik 0.0452 0326 | 0.3771 | 0.2406 | 0.0112 | 0.3771 | Alt Pop 3
954 | Doga Serik 0.0358 0.3378 | 0.2055 | 0.4024 | 0.0185 | 0.4024 | Alt Pop 4
955 | Doga Serik 0.0575 0.1757 | 0.4812 [ 0.2691 | 0.0165 | 0.4812 | Alt Pop 3

Tiim poplasyonlar arasindan sadece dogadan toplanan bireyler ile calistirilan
Structure programindan elde edilen veriler Harvester web ara yiiziine yiiklenip
calistirildiginda ise en biiylik farklilik (AK) delta K degerini 5 bulunarak dogal Bambul
arist Orneklerinin ka¢ adet alt populasyonda incelenmesi gerektigi ortaya g¢ikarilmistir
(Sekil 4.7.). Fakat Structure’dan elde edilen bu delta K grafiginde K =5 degeri
sonrasinda ¢izelgenin bir plato olusturmamast ve dogrusal bir diizlemde ilerlememesi
doga popiilasyonlar1 arasinda seralarda bulunan ticari kovanlardan kagmis bireyler olma
olasiligi ihtimalini de g6z onilinde bulundurmak gerektigini bir kez daha gostermektedir.
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Sekil 4.7. Sadece dogadan toplanan bireylerden elde edilen verilerin Structure Harvester
web ara yiizlinden elde edilen (AK) delta K degerine ait olasilik grafigi

Her lokasyondan toplanan ticari firmalardan elde edilen 76 adet birey arasinda da
ayrica c¢alistirilan Structure programi bu 6rnekler i¢in en biiyiik farklilik (AK) delta K
degerini 3 bulunarak ticari kokenli Bambul aris1 6rneklerinin 3 adet alt popiilasyonda
incelenmesi gerektigi ortaya ¢ikarilmistir (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. Sadece ticari kovanlardan alinan bireylerden elde edilen verilerin Structure

Harvester web ara yiizlinden elde edilen (AK) delta K degerine ait olasilik grafigi
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Ticari firmalardan alinan 6rnekler 3 alt popiilasyona ayrildiktan sonra;

Agro-Bio, Biobest ve Biz-Bio firmasi kendi igerisinde benzerlik gdstermis ve Alt
Popiilasyon 1’1 olusturmus. Koppert firmas1 kendi icerisinde benzerlik gostermis ve Alt
Popiilasyon 2’yi olusturmus Bas-Ar firmasi ise diger alt popiilasyonlardan siyrilarak
Alt Popiilasyon 3 olarak ayrisma gostermistir (Cizelge 4.6.)

Cizelge 4.6. 3 alt popiilasyona ayrilan ticari firmalardan toplanan bireylerin alt
poplilasyonlara ait liyelik degerleri

% Uyelik  Ait Oldugu Alt

Firmalar  Alt Popiilasyon 1 Alt Popiilasyon 2 Alt Popiilasyon 3 Degeri Popiilasyon

Agro-Bio 8.2027 6.466 9.3312 62% Alt Populasyon 1
Bas-Ar1 1.8182 1.1126 2.0692 82% Alt Populasyon 3
Biobest 5.2652 6.4174 3.3175 69% Alt Populasyon 1
Biz-Bio 2.3092 1.6594 1.0314 75% Alt Populasyon 1
Koppert 10.8681 6.6723 10.4595 60% Alt Populasyon 2

L(K) {(mean +- SD)

—47700 -

—47800 | n

—47900

—48000 -

Mean of est. Ln prob of data

—48100

—48200

—48300 -

Sekil 4.9. Structure Harvester web ara yiiziinden elde edilen verilen standart sapma

grafigi
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4.1.4 PCoA (Principal Companent Analysis) temel bilesenler analizi tamamlayici
calismalarin sonuclarn

PCoA grafikleri 2 boyutta degerlendirildiginde dikey diizlemde diisen uzakliklar
daha anlamli hale gelmektedir. Calismamizda da dikey diizlemdeki uzakliklar ele
alinarak analizler degerlendirilmistir (Jackson 2005).

PCA results from SNPs with real population identity
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Sekil 4.10. Tiim bireylerin lokasyonlara gore karsilastirmali PCoA grafigi

Lokasyonlarin karsilagtirllmali olarak gosterildigi PCoA grafiginde Poplarin
yogun gen aligveriginin ve benzerliginin oldugu bolge degerlendirme disinda tutularak
yorumlandiginda; Sekil 4.10°da 3 ayr1 alt bolgede en yiiksek genetik uzakliklarin 6ne
ciktig1 goriilmektedir. Bu bolgeler Karacadren, Karatepe ve Demre - Kumluca
bolgeleridir. Karatepe’ nin yayla yani yiiksek rakimli kismindan toplanan doga 6rnekleri,
Karacaoren bolgesinin Antalya sehir merkezine uzakligi ve Kumluca - Demre’nin ise
birbirine olan yakinlig1 fakat yine Antalya’nin merkez il¢elerine olan uzakligi ile cografi
olarak en uzak bolgelerin genetik olarak en g¢ok farklilik gosteren bdlgeler olmasi
anlamli olarak degerlendirilmistir.

Yiiksek rakim ve yiizey sekilleri olarak korunmus ve Antalya’nin diiz-ova
kismindan uzak olan bu bélgelerde belirgin farkli alt popiilasyonlar ¢ikmasi; ylizey
sekillerinin genetik olarak farkli popiilasyonlar olusturdugu, buzul veya ¢ol gibi daha
izole bolgelerde nispeten korunmus tiirlere rastlandigr daha 6nce yapilan ¢aligmalarda
belirtilmistir (Silvia vd. 2019). Iber yarimadasinda yapilan bir ¢alismada, Bombus
terrestris tiriini analiz etmek i¢in RADseq kullanilmis ve genetik olarak daha 6nce
tanimlanmamus farklilagmalar saptanmustir. Calismanin devaminda bu farklihgin Iberya
ile Kuzey Afrika arasindaki cografi engellerden kaynaklandigi belirtilmistir. Ayni
calisma adada tiir i¢i genetik varyasyonun biiyiik bir kismint barindirdigini ortaya
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¢ikarmis, sonuglar Avrupa’daki herhangi bir bolge ile karsilastirildiginda en yiiksek
sayida mitokondriyal haplotipe rastlanmistir.

PCA results from SNPs with real population identity
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Sekil 4.11. Ticari firmalarin ve doga popiilasyonlarinin karsilastirildigi PCoA grafigi

Calismada ticari firmalarin kovanlarindan elde edilen ve doga popiilasyonlari
Sekil 4.11°de goriildiigli lizere yogun olarak toplandigi gruplasmalar disinda kalan
kiimelerde dogadan toplanan orneklerin bulunmasi (Sekil 4.10.) beklenilen bir sonug
olarak yorumlanmistir. Ancak, farkli kiimelesmis doga orneklerine genetik olarak ¢ok
yakin bulunan bazi ticari firma 6rnekleri de gozlemlenmistir. Bu 6rneklerin ait olduklart
ticari gruplardan ayrisarak varyasyon gostermesi, Ornekleme asamasinda bazi doga
orneklerinin kovanlardan kacan ve agik sahada doga populasyonuna ait bireylermis gibi
toplanmis olabilecegi ihtimalini akla getirmektedir. Benzer sekilde; bazi kovanlardan
alian Orneklerin bulunduklar1 kovana ait diger bireylerden ¢ok farkli bir genetik yapiya
sahip olmas1 ve farkli yerde konumlanmasi, kovandan alinan baz1 6rneklerin dogada
bulunan bireyin kovandaki surup, polen ve besin gibi avantajlardan yararlanmak adina
istilac1 olarak kovanda bulundugunu diisiindiirmektedir. Ticari firmalarin {iretim hiz1 ve
calismamizdaki 6rneklerin farkli haftalarda toplandigi goz oniine alindiginda; firmalarin
dogadan kontrolsiiz kralice damizlik kullanarak kovan varyasyonunu arttirmak ve
kendileme stresini azaltmak ic¢in asilama yapmasi ihtimalinin de diisiiniilmesi
gerekmektedir.

Kas bolgesinde tarim alanlarindan uzak park ve bahgelerdeki peyzaj alanlarindan
ayni giin toplanmig 2 adet Ornegin, PcoA grafikleri ve filogenetik agag¢ tizerindeki
baglantilardan yola c¢ikarak farkli 2 grupta toplandigr goriilmektedir (Sekil 4.11.a) ve
(Sekil 4.11.b.). Grafikte sol altta yer alan birey popiilasyonun diger bireyleriyle
karsilastirildiginda dogadan toplanan ornekler ile ayni gruba diiserken (Sekil 4.11.)
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diger Ornek ticari popiilasyonlarin toplandigi grubun igerisine yakin konumlandigi

goriilmektedir.

Kag Lokasyonu Verisi
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Sekil 4.12. Kas Lokasyonundan Dogadan toplanan orneklerin kendi igerisinde

gruplandirilmasi sonucu elde edilen PCoA grafi

g1 gorseli

Kasg, Kumluca ve Demre’den toplanan ve birbirine oldukca yakin ¢ikan bu Doga
popiilasyonlar1 filogenetik agag ile iliskilendirdiginde; yine Kumluca’dan toplanan
AgroBio firmasinin kovan Ornekleri ile yiiksek oranda genetik benzerlik gosterdigi

gbzlemlenmistir (Sekil 4.13.).

0.13
0.00 —
0.13

0.13

0.00

0.00

n.12

Demre Doga 3

Kas Doga 1

: Kumluca AgroBio 2

—— Kumluca AgroBio 3

Kumluca Doga 1

Sekil 4.13. Antalya’nin Bat1 kiy1 bolgelerinden (Demre, Kas, Kumluca) toplanan bazi
orneklerin filogenetik agac semasi iizerinde gosterimi

34



BULGULAR A. HURRIYET

3 e .
® ol o %’ z & ™ om
%8 8-55882
£5%% SRR PO
5 2 % R L8 w5 q FH TL o
2, B (o) @ og & Q@ O & N v
2% T %‘o s 03 53 o @ s o ©
5% % 0% S SEEEFST TP §
QR e 99 % 85‘;“3?@:;3?\:’_@&&’ Lo
%, %595%% TESSELL ST &
. A f T e s S
AR AR S S
& & & @ R Q,@ h“b
Q o g
o 5 S £ o &
o Q & & Al R
e A ¥ &P N g
Ql’eﬁ S / i @0 & A0 -\Ob'
4 @4‘%4—%,9 s ) @@?\‘g@ P@o‘a'c’j\
A, 0, N \ \0%\
G{J, US}' 80‘5\] 5€§\<®\9‘bé&&g es\'\
&, Jur Bes, R 97 g0
Uy 5, = ‘:'3%
Aks, 5,20 7 A ““@m\“@ st
Uk 009 ™ i
4 %og,. ¥ v
ey You o /Cciﬂm\ﬂ“‘ ot
"Ml pﬂertg ner™™® P
‘Perg e G2
Aks 4 o Tt 2
Kumpre D00a 3 Nastow <P
Umiuca e & oD
o, 0ga 4 Kumiuca pgroB
" Su Doga 1 Karacaoren Doga 2
umiuo; Doga 2 L Kumluca Biobest 5
Aklsu me;slf — Kumiuca Koppert 1
Serik AgroBio 4 Manavgat Agrogiq 3
Aksu Doga . Demre Doga 5
etk AGTPL Kimiuga g
ks DOQ@’Lz Kka-%pe}{ Ppert 2
- hes ar, 0j
\waaid" 0 g Tl PPert 4 4
WU o qoest L OPpg,
T ot // L sy 5P By 03
\}-(‘\.“mc'A aod;aab /rsard{‘-refobesf g
P Vu\.\@ix‘\‘f\oo o ,@6@%&00965 :
; o
° daﬁ‘do@ ) S @?2%54 -
& A a\?g@&\ 6% U Do 4 s?r% 7
S L [o) ‘0
R S v S P, 7
N ES 4_’09 \Oﬁaé\o \u‘b ‘?@E?? 5”?‘77
,@Qe - é:‘o‘gc i, /ﬁ ‘9{:
re g‘«’qav@\o o @v / D
CE S ST i .
0 F IR e
W AT P SEEDT .
F o FFE figegcwme
s S a7 s 83028 9m
PEFETasfosege
= @ =
€ FSEFeEaty
LV LS
e

Sekil 4.14. MEGA11 Programu ile ¢izilen tiim alt popiilasyonlarin i¢erisinde bulundugu

Bombus terrestris 6rneklerini temsil eden filogenetik aga¢ gorseli
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5. TARTISMA

Bu tez caligmasinda Antalya ve 8 farkli bolgesinden toplanan Ornekler ile
Bambul aris1 popiilasyonlarinin  genetik yapisi ve popiilasyonlar arasinda gen
aligverisinin belirlenmesi hedeflenmistir. Yapilan analizler ve genetik yap1 ¢alismalari
sonucunda doga popiilasyonlarindan bazi bireyler hari¢ firmalar arasi ve lokasyonlar
arasi bariz bir genetik farklilik gériilmemistir.

Bu konuda literatiir incelendiginde Diinya’nin farkli bolgelerinde tozlama ajani
olarak kullanilan ve ticari tiretimi yapilan Bambul tiirlerinin Diinya genelinde ¢ok ciddi
diisik genetik cesitlilik  gosterdigi  ve tehlike altindaki tiirler grubunda
bulundurulabilecegine dair yayinlar ile karsilagilmistir. Karshi (2018), Tiirkiye’de daha
once ayn1 bolgeden yani Antalya bolgesinde yapilan yapilan farkli bir ¢alismada benzer
sonuclar1 gozlenlemis ve hatta bu calismada aradan gecen 6 yilda popiilasyon
cesitliliginde azalmanin artti1 gozlemlenmistir.

Darvill vd. (2008) omurgasiz popiilasyonlarinda koruma c¢aligsmalar1 yapilmadigi
ve bu calismalarin dneminin Bambul arilar1 popiilasyonlarindaki 6neminin yeterince
anlagilmadigina deginmistir. Mikrosatelit yontemine dayali yaptigi bu calismada 10
km’den uzakta bulunan boélgelerdeki gruplarda genetik farklilik (q=0.12) ayrica
adalarda ve ana karadaki gruplarinda farklilik gdsterdigini belirtmistir. Fakat ylizey
sekilleri bakimindan izole olarak ifade edilen bolgelerde ise calismadaki 16
popiilasyonun 10 tanesinde olast bir darbogazin varligimi gozlemlenmislerdir. Sonug
olarak bu calisma cografi sekiller bakimindan akraba ciftlesmesi gosteren
popiilasyonlarin genetik farkliliklar agisindan bir dar bogazda oldugu ve koruma
calismalarinin giindeme gelmesi gerektigini belirtmistir. Bu agidan mevcut caligmada
Antalya’nin Bati kiyilar1 ve Dogu kiyilarindan toplanan popiilasyonlarin kendi
icerisinde daha yiiksek benzerlik gostermesi hem mesafe hem de yer sekillerinin genetik
farklilasma icin etkin oldugunu destekler niteliktedir. Ayrica orneklem yapilan 9
bolgenin tamaminin denize kiy1 uzanan daglar ile kendi igerisinde bir ada ekolojisine
benzer yer sekilleri gdstermesi de bunun sonucu olabilir.

Insan faktoriiniin habitatlar1 par¢alamasi popiilasyonlarm hayatta kalmasini
olumsuz etkilemekte, bunun birey sayist degil, popiilasyon basina yuva sayisi
popiilasyon biiyiikliigiinii temsil ettigini, dolayisiyla genetik cesitlilik kaybina 6zellikle
yatkin olabilecegi belirtilmistir (Ellis vd. 2006). Bambul arilar1 (Bombus spp.) gibi
sosyal Hymenoptera tiirleri arasinda genetik c¢esitliligin asinmasi1 6zellikle 6nemli
olmaktadir. Calismadan izole gruplar arasindaki genetik cesitliligi “yiiksek derecede
diistik™ ifadesi ile belirtilmis ve gelecekteki olasi popiilasyon kayiplarina bircok kez
dikkat cekilmistir. Bambul arilarinda akrabali yetistirmenin neden oldugu
hassasiyetlerin bu diisiik popiilasyon ¢esitliligine sebep olduguna deginilmistir. Silve vd.
(2019) ise calismasinda buzul bir siginakta tamamen izole sekilde bulunan yasam
alanlarindan elde edilmis bireylerde yliksek genetik ¢esitlilige sahip fakat sekillenmemis
genetik yapiya sahip bir Bombus terrestris tiirii tespit etmistir.
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Bu calismadan edinilen deneyim ve bulgular 1s18inda gelecek ¢alismalar igin
ticari firmalarin iretim alanlarindan direk alinan Ornekler {iizerinden calisilmasi
orneklerin aidiyeti konusundaki soru isaretlerini ortadan kaldiracaktir. Boylelikle ticari
Bambul aris1 iiretimlerindeki olas1 kendileme stresi etkileri veya istilaci tiirlerin ticari
pazarlar araciligiyla dogadaki tiirleri tehdit altinda birakip birakmadiklari daha net bir
sekilde ortaya cikarilabilir. Sonuglar dogal tozlayicilar olan Bambul arilarinin
kontrolsiiz ve genetik ac¢ilima yatkin sekilde akraba temelli ticari iiretiminin ¢ok dar bir
alanda biiylik cografik sinirlamalar igerisinde (deniz, yliksek sira daglar, kiy1 seridi
boyunca uzanan yerlesik hayat) olan Antalya bdlgesinde yapilan iiretimi ve yliksek
oranda ticari kovan seklinde tek yonlii kullanimi ve dogal alanlar olusturulmamasi
Bambul arilarinin dogal yasam alanlarin1 da baskilayarak genetik erozyon olasiligini
artirabilir.
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6. SONUCLAR

Bu tez calismasinda Bambul arisi popiilasyonlarinin ticari kitle tretiminde
olusacak giincel sorunlara 151k tutmak ve ¢6zliim bulmak hedeflenmistir. Bu baglamda
yapilan caligmalar gostermistir ki toplanan orneklerden elde edilen 5 alt popiilasyon
diisiik-orta derecede genetik farklilik gostermis fakat 6zellikle ticari koloniler arasinda
beklenen diizeyde yiiksek farkliliklar gozlenmemistir. Ticari firmalarin yabanci
kaynakli damizlik kralice satin almasi, 20 yil gibi bir siiredir 6zellikle Akdeniz
bolgesinden toplanan kralicelerin Belgika, Slovenya gibi iilkelerde ticari firmalarin
iretim tesislerine gotiiriilmesi ve kesintisiz akrabali iiretim yapilmasinin Antalya ilinde
bulunan dogal popiilasyonlarin genetik gesitliligine negatif etkisi oldugu gézlenmistir.
Genetik cesitlilikte yasanan bu stres dolayisiyla zaman igerisinde negatif etkilenen kitle
tiretimi igerisinde de akrabali yetistirme stresi etkileri gézlemlenmistir. Buna ¢6ziim
olarak yine yillar icerisinde ticari firmalar tarafindan bilingsizce dogadan toplanan yuva
arayan kraligelerin alt tiirlerine bakilmaksizin kitle iiretimine sokulmasi ticari firma
tiretimlerinde kalite sorunlarina yol agtig1 rapor edilmistir (Sarro vd. 2022). Bu calisma
sayesinde bolgedeki ticari kovanlardaki Bambul arilarinin genetik cesitliligi hakkinda
bilgi sahibi olmak, ayrica dogadan toplanan taksonlarda genetik ve fenotipik c¢esitlilik
ve farklilasma modellerini ortaya koymak ve gelecekteki ozellikle akrabali iiretim
stresine kars1 yapilacak ¢aligsmalara 151k tutmak amacli veri setleri olusturulmustur.

Bolgelerden bagimsiz ticari popiilasyonlarda kendi iglerinde belirgin bir
kiimelenme gozlenmektedir. Bu kiimelenme beklenildigi gibi ticari firmalar arasinda
belirgin bir genetik farklilik olmadigini ortaya koymaktadir. Dogadan toplanan bazi
bireylerin 6zellikle yiiksek rakim ve Antalya’nin Bati kiyilarindaki ilgelerden alinan
bireylerin alt popiilasyonlarin kalanlar1 ile arasinda orta seviyede genetik farkliliklar
gbzlenmistir.

Dogadan toplanan 6rneklerde kolonilerin genis yapisi fazla birey icermesi fakat
dogal kovanlarin bulunabilecekleri alanlardaki rekabet nedeni ile birbirine ¢ok uzak
alanda kovan kurabilen topluluklarin kendi igerisinde farkli olabilecegi hipotezini
destekler sonuglar alinmistir.
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