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TRAKYA BOLGESINDEKI BAL ARILARINDA (4PIS MELLIFERA L)
MtDNA SITOKROM C OKSIDAZ ALTBIRIM I (COI) GENI ANALIZI

Giilsah UNAL

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisu
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Fulya OZDIL

Bu c¢alismada, PCR-RFLP ve DNA dizi analizi yOntemlerinden yararlanilarak
Tirkiye’nin Trakya bolgesindeki il ve ilgelerinde yetistirilen bal aris1 populasyonlar
arasindaki genetik varyasyonun mitokondriyel DNA (mtDNA) Sitokrom C Oksidaz 1 ile
Sitokrom C Oksidaz Il geni (COI-COII aras1) arasindaki bdlgede Xbal enzimi kullanilarak
belirlenmesi amaglanmistir. Trakya bolgesinde bulunan 4 il (Tekirdag, Kirklareli, Edirne ve
Canakkale) ile Gokgeada’nin farkli yorelerini temsil eden 5 lokasyonda toplam 322 adet isgi
ar1 6rnegi materyal olarak kullanilmigtir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda incelenen drneklerde
mtDNA COI-COII genleri arasindaki bdlgenin Xbal enzimi kullanilarak kesilmesi sonucunda
ti¢ farkli haplotip elde edilmistir. Tip 1 olarak adlandirilan 1. Haplotipte, 857 bg. lik gen
bolgesinin 195. pozisyonda tek bir Xbal kesimi sonucu 662 ve 195 bg lik kesim profili elde
edilmigtir. Tip 2 haplotipinde 115. pozisyonda meydana gelen ilave bir nokta mutasyonu
sonucu (T—C transizyonu) 2. bir kesim noktasi daha olugsmustur ve 662, 115 ve 80 b¢ lik
kesim profili elde edilmistir. En nadir goriilen Tip 3 haplotipinde ise 199. pozisyonda
meydana gelen G—A transizyonu sebebiyle 195. pozisyonda goriilen Xbal kesimi yok olmus,
sadece 115. b¢’ de meydana gelen tek nokta mutasyonu sonucu tek kesim ve 2 bant (742 ve
115 bg) elde edilmistir. Elde edilen haplotipler ve referans olarak temin edilen Kafkas (A. m.
caucasica), Karniyol (A. m. carnica), Makedonya (A. m. macedonica) ve Avrupa Esmer arisi
(A. m. mellifera) 6rnekleri ile yapilan DNA dizi analizi sonucu elde edilen Komsu Birlestime
Agacinda (Neigbour Joining Dendogram) Tipl haplotipi, Kafkas aris1 ile aymi kiimede
bulunurken, Tip 2 ve Tip 3 haplotipleri Makedonya ve Karniyol aris1 ile ayn1 kiimede yer
almistir. Analiz edilen tiim Trakya o6rneklerinde Tip1 haplotipi yaygin bulunan haplotip iken
(% 58), sadece Kirklareli ve Edirne illerinde Tip 2 haplotipi yaygin haplotip olarak
bulunmustur. Bu sonugclar ile Tiirkiye’nin Trakya Bolgesinde Karniyol yada Makedonya arisi
veya bunlarin ekotiplerinin var oldugu gosterilmektedir.

Anahtar kelimeler: Bal aris1, Apis mellifera L., mtDNA, COI-COII arasi, Xbal, PCR-RFLP

2016, 64 sayfa
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ANALYSIS OF mtDNA CYTOCHROME C OXIDASE SUBUNIT I (COI)
GENE IN THRACEN HONEY BEES (APIS MELLIFERA L.)
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Namik Kemal University
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Department of Agricultural Biotechnology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Fulya OZDIL

In this study, the genetic variation of Thracen honey bees were identified between
mitochondrial DNA (mtDNA) Cytochrome C Oxidase | and Cytochrome C Oxidase Il genes
by using PCR-RFLP (Xbal digestion) and DNA sequencing. A total of 322 worker honey
bees were collected from 5 different localities; 4 provinces (Tekirdag, Kirklareli, Edirne and
Canakkale) and Gokceada island near Thrace. Three different haplotypes were identified
using Xbal restriction in inter COI-COIl genes. In most of the samples there is only one
restriction site in position 195 of the 857 bp PCR product which gives 662 and 195 bp band
profile. We called this haplotype as Type 1. In Type 2 haplotype, there is an additional
restriction site at position 115 which is a result of T—C transition and this haplotype gives
662, 115 and 80 bp bands on the agarose gel. The rarely seen third haplotype is found only in
two samples. G—A transition at position 199, lacks Xbal digesion in position 195 because of
that only one restriction site is found at position 115 which gives 742 and 115 bp restriction
profile in Type 3 haplotype. DNA sequencing of three different haplotypes and the Caucasion
(A. m. caucasica), Carniolan (A. m. carnica), Macedonian (A. m. macedonica) and European
dark bee (A. m. mellifera) reference samples in inter COI-COIl genes were revealed.
According to Neigbour Joining Dendogram which were constructed on the basis of allele
sharing distances, Type 1 haplotype was clustered in the same branch with Caucasion (A. m.
caucasica) honey bees wheras Type 2 and Type 3 haplotypes were found in the same branch
with Macedonian (A. m. macedonica) and Carniolan (A. m. carnica) honey bees. Type 1
haplotype was found as common haplotype (58%) in all the samples that were analyzed from
Thrace. But on the other hand Type 2 haplotype was widely seen in Kirklareli and Edirne
provinces. This results may indicate that Carniolan or Macedonian honey bee subspecies or
their ecotypes can be found in Thrace region of Turkey.

Keywords: Honey Bee, Apis mellifera L., mtDNA, inter COI-COII, Xbal, PCR-RFLP
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1.GIRIS

Bal aris1 diinyanin hemen her yerinde yayilis gosteren ve bal, bal mumu, polen, ar
sutll, ar1 zehri, propolis gibi gesitli dogal {iriinler saglayarak kiiresel ekonomiye katkida
bulunan en 6nemli boceklerden biridir. Bal arilarindan elde edilen bu iirlinler disinda tiim
cicekli bitkilerin ve ayn1 zamanda tarimsal iriinlerin de tozlasmasina katki saglamalari
ekosistem agisindan oldukg¢a onemlidir. Bal arilar1 tozlagmaya olan katkilar1 yoniinden ele
alindiginda, diinyada yetistiriciligi yapilan en degerli hayvanlar olup tarimsal iiretime
sagladiklar1 katki, bal ve yan iriinleriyle sagladiklar1 katkidan ¢ok daha fazladir. Cicekli
bitkilerin yaklasik 3/4’i bocekler tarafindan, biiyiikk cogunlugu da bal arilar1 tarafindan
dollenmektedir (Fries 1993, Kaftanoglu ve Kumova 1989, Ozbilgin ve ark. 1999).

Diinyada yetistiriciligi yapilan ¢ogu irkin ¢esitli sebeplerden dolayr yok olma riski
altinda oldugu ve bu durumun dinya tarimsal GUretimini gelecekte olumsuz yodnde
etkileyebilecegi disiiniilmektedir. Anadolu’nun ilk ve en eski tarimsal iiretimin yapildig:
alanlardan biri oldugu diistiniildiiginde, bu cografyada yerli gen kaynaklari bakimindan
kayiplarin oldugu bilinmektedir. Bu siire¢ gliniimiizde guin gectikce artan bir ivme ile devam
etmekte, farkli tiirlerden gesitli genotiplerde hizli bir azalma meydana gelmektedir. Ekonomik
verimleri yeterli seviyelerde olmamasina ragmen, yetistirildikleri cografi bolgelere 6zgii
kosullara son derece iyl uyum saglamis olan yerli irklar, baz1 hastaliklara karsi direncli
olmakta, en kotii ¢evre sartlarinda bile iirtin verebilmekte ve Greme yeteneklerini en koti
kosullarda bile devam ettirebilmektedirler. Yerli gen kaynaklarinin tagidiklart bu niteliklere ne
zaman gereksinim duyulabilecegini simdiden tahmin etmek gii¢ olmakla beraber imkansiz da
degildir. Bu gen kaynaklarinin varliklarini siirdiirebilmeleri i¢in sahip olduklar1 {istiin
niteliklerinin ortaya ¢ikarilmasi ve bu 0Ozelliklerden yararlanilmasi ancak bu hayvanlarin

giincel yontemlerle tanimlanmasiyla miimkiin olabilecektir (Ertugrul ve ark. 2000).

74-146 milyon sene once ¢igekli bitkilerin ortaya ¢ikmasiyla birlikte boceklerin evrimi
hiz kazanmis ve yeni tozlayici bocek gruplar ortaya ¢ikmistir. Kretase doneminde (Tebesir
Donemi) ilk kez ortaya ¢ikan baslica bocek gruplari; arilar, esek arilari, karincalar, kelebekler
ve termitlerdir. Bocekler sinifinin Hymenoptera takimina ait olan arilar ise Kretase
doneminde giiniimiizden yaklasik 100 milyon y1l 6nce ¢igekli bitkilerle ayn1 zamanda ortaya
cikmislardir. Bocekler diinyasindaki en dnemli gelismelerden biri de, gercek sosyal arilarin

ortaya ¢ikmasidir. Cicekli bitkilerin tozlasmasi (polinasyon) ig¢in arilara, arilarin da



beslenmesi igin cicekli bitkilere gereksinimleri vardir. Arkeolojik bulgularda bu iki canli
grubunun ayni zamanda evrimlestigi gosterilmektedir. Arilarin yaklasik 120 milyon yil 6nce
evrimlestigi diistiniilmektedir (Milner 1996).

Bilinen en eski fosil ari, ignesiz ar1 Trigona prisca, ABD’nin New Jersey eyaletinde
bulunmustur (Milner 1996). Diinyanin en yasl ilkel bal arist fosili, 50 milyon yildan daha
uzun zamandir Baltik kehribarinda korunarak bu giline kadar gelmistir. Bugiinkii Hindistan’in
iklim kosullaria benzer 6zellik gosteren Avrupa’da Almanya’nin Giiney Batisi’nda bulunan
Apis cinsi bal arisi, fosil kalintilarinin erken Miyosen boliimiine ait oldugu bildirilmistir
(Adam 1987). Gunumuzde Apis cinsi iginde yaygin olarak bilinen 4 tiir bulunmaktadir. Apis
mellifera tiirli hari¢ digerleri Dogu arilar1 olarak taninmakta ve Asya’da yasamaktadirlar. Apis
dorsata ve Apis florea belirli 6zellikler bakimindan ilkel yapidadirlar. Diger iki bal arisi tiirii
olan Apis mellifera ve Apis cerana arilari, birbirlerine yakin 6zellikler gostermelerine ragmen,
Apis mellifera’nin Apis cerana’dan Tersiyer zamaninin son doneminde fiziksel olarak

tamamen farkli iki tiire ayrildigi bildirilmektedir (Milner 1996).

Tiirlerin  yayilma alanlarmi belirleyen faktorlerin basinda iklim gelmektedir.
Avrupa’da yasanan son buzul cagi Ingiltere’den Rusya’ya ve oradan da daha doguya
ilerlemistir. Bal arilar1 buzul ¢agdan etkilenmeyen Iber, Italya ve Balkan Yarimadalari’nda
yasamlarini siirdiirebilmistirler. Buzul ¢agi sona erdikten sonra, Balkan Yarimadasi’ndaki
arillar kuzeye, Alp’lerin dogusuna ve Rusya’nin Kuzeydogu sinirmma dogru yayilim
gostermistirler. Italyan aris1 Apis mellifera ligustica, bariyer gorevi goren Alp daglarindan
gecememis ve kuzeye dogru gidememistir. Kuzey Afrika’nin bal aris1 irki olan Apis mellifera
intermissa son buzul c¢aginda Iber Yarimadasi’nda yasamim siirdiirebilmistir. Buzul ¢ag1
bittikten sonra bu ar1 irk1 Batt Avrupa’ya dogru yayilarak bu bolgedeki bal arilariin kdkenini
olusturmustur (Adam 1987).

Avrupa’nin son buzul ¢aginda soguktan go¢ eden bitki ve hayvan tirlerinin, Balkanlar
ve Kafkasya tizerinden Anadolu’ya geldikleri, kuzeyden gelen bu gdglerle beraber giineyden
ve dogudan da baz tiirlerin Anadolu’ya geldigi diistiniilmektedir. Avrupa bal arilarinin da bu
donemde Avrupa’dan Anadolu’ya gelme olasiligi oldukgca yiksektir (Smith 2002). Ulkemizde
yapilan mtDNA c¢alismalarinin sonucuna goére Anadolu ve Kafkas arilarinin, Dogu Avrupa
grubunda bulundugu ve Smith ve ark. (1997), Ozdil (2007), Ozdil ve ark. (2007) Turkiye bal
aris1 ~ populasyonlarmin  Dogu  Avrupa ve Akdeniz genetik soyu igerisinde

degerlendirilebilecegini bildirmislerdir.



Bal aris1, binlerce y1l 6nce insanoglunun dikkatini ¢gekmis, bal avciligiyla baglayan ilk
girisimden sonra, arilarin sepet veya kiitiik benzeri yuvalara alinmasiyla ilk aricilik faaliyetleri
baslamistir. Bal aris1 17. yiizyila kadar sadece Avrupa, Afrika ve Yakin Dogu’da yayilarak
gelisme goOstermis 17. ylizyildan itibaren insanlar vasitasiyla Kuzey Amerika (1622) ve
Avustralya’ya (1822) dogru yayilmistir. 19. Yiizyilin ortalarindan sonra ar1 biyolojisinin
bilinmesiyle, bal arilarinin ¢iftlesme davranigsinin diger ¢iftlik hayvanlarindan olan farki
ortaya konmustur. Diger ciftlik hayvanlar1 binlerce yildir insan denetiminde iiredikleri ve
1slah edildikleri halde, bal aris1 19. ylizyilin sonlarina kadar bu gelismelerin disinda kalmistir

(Firatl1 1988).

Yerli gen kaynaklarinin  korunmast ve ekonomik  Gretimlerinin  devam
ettirilebilmesindeki ilk ve en 6nemli asama bu 1rklarin, morfolojik, biyokimyasal ve genetik
yapilariin ¢esitli boyutlarda tanimlanmasidir. Gen kaynaklarinin korunmasi kapsaminda
koruma altina alinacak gen kaynaklarinin tamaminin siiresiz olarak elde tutulmasindaki bazi
zorluklar koruma altina almada Oncelik verilecek irklarin genetik yapilarinin ve 1rklar
arasindaki genetik iligkilerin ortaya konulmasin1 zorunlu hale getirmektedir. Herhangi bir
irkin  tanimlanmasinda morfolojik ozellikler, kan gruplar1 ve biyokimyasal genetik
polimorfizmleri gibi klasik yontemlere ek olarak, son yillarda g¢ekirdek (niikleer) DNA
(nDNA) ve mitokondriyel DNA (mtDNA) molekiillerindeki farkliliklar1 dogrudan hedef alan
guncel yontemler de yaygin olarak kullaniimaya baslanmistir (Whitfield ve ark. 2006, Ozdil
2007, De la Rua ve ark. 2009).

PCR teknolojisinin gelistirilmesiyle, RAPD, RFLP, AFLP, mikrosatellit ve DNA dizi
analizi yontemleri kullanilarak yapilan ¢aligmalar bal aris1 populasyonlarinin tanimlanmast,
orijinlerinin belirlenmesi ve filogenetik iligkilerin ortaya konmasi gibi bir¢ok konuda oldukca
yararlt ipuglarinin elde edilmesini saglamistir. Bu tip markerler ile yapilan arastirmalar
morfometri ¢alismalariyla da desteklenerek daha dogru sonuglarin ortaya ¢ikmasini saglamis
ve glinimiizde farkli bal arisi alttiirlerine 6zgli ¢ok sayida DNA markeri tespit edilmistir
(Moritz ve ark. 1986, Crozier ve Garnery 1991, Hall ve Smith 1991, Garnery ve ark. 1991,
1992, 1995, Arias ve Sheppard 1996, Smith ve ark. 1997, Franck ve ark. 1998, 2000a, 2000b,
Palmer ve ark. 2000, De La Rua ve ark. 2001, Ozdil ve ark. 2009).

Bal aris1 genomunun detayli bir sekilde ortaya konulmasma yonelik olarak 2003

yilinda “Honeybee Genome” baglikli bir proje baslatilmistir. “The Honeybee Genome



Sequencing Consortium” tarafindan yiiriitiilen projede diger tiirlerde oldugu gibi bal arisina

ait tim genom ortaya konmus genbankasi kayitlarina eklenmistir (Whitfield ve ark. 2006).

Bu tez calismasinda, Trakya bolgesindeki bal arist populasyonlarinda, mtDNA
sitokrom C oksidaz altbirim 1 (COI) geninde mtDNA varyasyonlar1 arastirilarak, Trakya
arisina 0zgli mtDNA lokuslart belirlenmis, DNA barkodlamada yaygin olarak kullanilan COI
geninde Trakya arisina 6zgli olas1 genetik profil tespit edilmeye ¢alisilmistir. Populasyonlar
ici ve populasyonlar arasi genetik benzerlik ve farkliliklar tespit edilerek olasi genetik iliskiler
ortaya konulmaya calisilmistir. Son olarak referans olarak ele alinan saf Karniyol arist (A. m.
carnica) ve Kafkas (A. m. caucasica) altturleri ile olan genetik benzerlik ve farkliliklar1 ortaya

konulmaya ¢alisilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

2.1 Bal Arnisinin Sistematikteki Yeri ve Cografi Irklar

Yeryuzindeki batin tdrler taksonomik bir sistem i¢inde siiflandirilirlar. Taksonomi,
hiyerarsi ile en Ust kategoriden en alt kategoriye dogru ilerler. Bu kategoriler; alem, sube,
smif, takim, familya, cins ve tiirdiir. Arkeler, 6karyotlar ve bakteriler ti¢-ana sisteminin (three
domain system) temel gruplaridir. Arilar da dahil olmak (zere tim hayvanlar Okaryotlar
icinde smiflandirilir. Bal arilarinin kokeni 70 milyon yil 6ncesine dayanmaktadir (Linksvayer
ve ark. 2012). Tiim bal aris1 tiirleri, Hymenoptera takimi, Apidae familyas: icindeki Apis
cinsinde yer almaktadir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1 Bal arilarinin siniflandirilmasi (Engel 1999)

Alem Animalia

Filum Arthropoda

Stif Insecta

Takim Hymenoptera

Familya Apidae

Cins Apis
Apis andreniformis
Apis binghami
Apis cerana

Apis dorsata

Apis florea

Apis koshevnikovi

Apis laboriosa

Tiirler Apis mellifera

Apis nigrocincta

Apis nuluensis

Bu gline kadar Apis cinsine ait 10 tiir tanimlanmistir (Engel 1999, Arias ve Sheppard
2005). Iki farkli genomik bolge (ND2 mitokondriyal geni ve EF1-a intron) iizerinde yapilan



molekiiler bir ¢alismada Apis igerisindeki filogenetik iligkiler ortaya konmustur. Filogenetik
analizler, bal arilarini ii¢ biiyiikk kiimede gruplayan morfometrik analiz sonuglarini giiclii bir

sekilde desteklemektedir. Bu gruplar;

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

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

e Kapali alanda yuva yapan arilar seklindedir (A. mellifera, A. cerana, A. koschevnikovi,
A. nuluensis, ve A. nigrocincta) (Arias ve Sheppard 2005).

Ruttner ve ark. (1978) ’e gore diinyada yaygin bulunan bal arisi tiirleri 4 tiirde

incelenmektedir;
a) Bat1 bal aris1 (Apis mellifera Linnnaeus, 1758)
b) Dogu bal aris1 (Apis cerana Fabricius, 1793)
c) Dev ar1 (Apis dorsata Fabricius, 1793)
d) Ciice ar1 (Apis florea Fabricius, 1787) olarak siniflandirilmistir.

Bati bal arisinin haricindeki ii¢ bal aris1 tiirii Asya kitasinda yer almaktadir. Tiirkiye’de
bulunan bal arilar1, Bati bal aris1 (Apis mellifera L.) tiiri i¢inde siniflandirilmistir. Bat1 bal
aris1 Afrika, Avrupa ve Orta Dogu’yu da kapsayan c¢ok genis bir cografyada yayilim
gostermektedir (Ruttner ve ark. 1978, Ruttner 1988).

Ik yapilan ¢alismalarda Apis mellifera bal arisinin morfometrik karakterlere
dayanarak tanimlanmig 24 alttlir(i (son olarak 26) ; ilk olarak 3 (Ruttner ve ark. 1978) ve daha
sonra 4 (Ruttner 1988) farkli evrimlesmis soy hatti igersinde gruplandirilmistir. Afrika
alttrleri (A. m. lamarckii, A. m. yemenitica, A. m. litorea, A. m. scutellata, A. m. adansonii, A.
m. capensis, A. m. unicolor) A soyu; Bati1 Avrupa ve Kuzey Afrika altturleri (A. m. mellifera,
A. m. iberiensis, A. m. intermissa, A. m. saharensis) M soyu; Dogu Avrupa, Kuzey Akdeniz
ve Orta Dogu alttlirleri (A. m. sicula, A. m. carnica, A. m. ligustica, A. m. cecropia, A. m.
macedonica, A. m. anatolica, A. m. adami, A. m. cypria, A. m. syrica, A. m. meda, A. m.
caucasia, A. m. armeniaca) C soyu seklinde gruplandirilmistir. Morfolojik analizlere
dayanarak Orta Dogu altturleri (A. m. anatolica, A. m. adami, A. m. cypria, A. m. syriaca, A.
m. meda, A. m. caucasica, A. m. armeniaca) O soyu olarak adlandirilmi ve 4. soy hatti i¢inde
tamimlanmistir. Ancak mitokondriyel analizler sonucu, A. m. anatoliaca, A. m. adami, A. m.

cypria, A. m. meda, A. m. caucasica ve A. m. armeniacanin C soyu igerisinde



degerlendirilmesi gerektigi bildirilmistir (Smith ve ark. 1997, Adl ve ark. 2007, Ozdil 2007,
Guler 2007)

Ruttner (1988) farkli cografyalarda bulunan bati bal aris1 alttlrleri (Cizelge 2.2)
cizelgesine sonradan yapilan ¢alismalarin katkisiyla A. m. ruttneri ve A. m. pomonella olmak
uzere iki yeni alttiir daha ilave edilmistir (Sheppard ve ark. 1997, Sheppard ve Meixner 2003).
Malta adasinin endemik bal arilari, morfolojik 6zellikleri bakimindan yapilan diskriminant
analizi sonuglarina gére ayr1 bir cografi irk olarak belirlenmis ve Apis mellifera ruttneri olarak
adlandirilmigtir. Davranigsal 6zellikleri ve mtDNA analizi, Sicilya’nin endemik bal aris1 A. m.
sicula alttiirtine benzer sekilde bulunmus ancak, Apis mellifera ruttneri’nin Avrupa
alttiirlerinden ¢ok Kuzey Afrika’nin A. m. intermissa alttiirii ile daha yakin iliskide oldugu
bildirilmistir. Bu bulgular, Orta Akdeniz bdlgesindeki adalarda bal aris1 populasyonlari
arasinda paylasilan bir evrimsel tarih oldugu fikrini desteklemektedir (Sheppard ve ark. 1997).
Orta Asya’nin Tien Shan Daglarindaki endemik bal arilart morfometrik analizlere dayanarak
yeni bir alttir olarak, Apis mellifera pomonella tanimlanmistir. Olgiilen morfometrik
Ozelliklerin, temel bilesenler ve diskriminant analizi sonucu bu bal arilar1 agik bir sekilde
evrimsel dogu soy grubu icerinde yer almistir. Ancak bu grup igerisindeki diger alttiirlerden
de ayrilmiglardir. Yeni tanimlanan bu bal arisi alttiiriiniin ortaya ¢ikisi, endemik Apis
mellifera’nin dagilim alanin1 6nceden tahmin edilenden 2000 km daha doguya dogru
genisletmektedir. Apis mellifera pomonella nin mtDNA dizi analizi sonuglari, bu alttirin C
mitokondriyal soyu (O ve C morfolojik soylarinin her ikisini de igeren bir grup) igerisinde
degerlendirilmesi gerektigini gostermektedir (Shepard ve Meixner 2003).



Cizelge 2.2 Cografi bal aris1 alttiirlerinin listesi (Ruttner 1988)

I. Yakin Dogu (O) 1. Apis mellifera anatoliaca Maa (1953)
2. Apis mellifera adami Ruttner (1975)
3. Apis mellifera cypria Pollmann (1879)
4. Apis mellifera syriaca Buttel-Reepen (1906)
5. Apis mellifera meda Skorikov (1929)
6. Apis mellifera caucasica Gorbachev (1916)
7. Apis mellifera armeniaca Skorikov (1929)
I1. Tropik Afrika (A) 8. Apis mellifera lamarckii Cockerell (1906)
9. Apis mellifera yemenitica Ruttner (1975)
10. Apis mellifera litorea Smith (1961)
11. Apis mellifera scutellata Lepeletier (1836)
12. Apis mellifera adansonii Latreille (1804)
13. Apis mellifera monticola Smith (1961)
14. Apis mellifera capensis Escholtz (1821)
15. Apis mellifera unicolor Latreille (1804)
I11. Akdeniz
1. Bat1 Akdeniz (M)
a) Kuzey Afrika
16. Apis mellefera ruttneri Sheppard (1997)
17. Apis mellifera sahariensis Baldensperger (1924)
18. Apis mellifera intermissa Buttel-Reepen (1906)
b) Bat1 Akdeniz ve Kuzey Avrupa
19. Apis mellifera iberica Goetze (1964)
20. Apis mellifera mellifera Linnaeus (1758)
2. Orta Akdeniz ve Giineydogu Avrupa (C)
21. Apis mellifera sicula Montagano (1911)
22. Apis mellifera ligustica Spinola (1806)
23. Apis mellifera cecropia Kiesenwetter (1860)
24. Apis mellifera macedonica Ruttner (1987)
25. Apis mellifera carnica Pollmann (1879)

26. Apis mellefera pomonella (2003)



Yemen bal aris1 (A. m. yemenitica), Kauhausen-Keller (1997) tarafindan A soyu
igerisinde smiflandirilmigtir. Ancak daha sonra Franck ve ark. (2001) c¢alismalarinda
Etiyopya’dan temin ettikleri Yemen bal arisini, molekiler yontemler sonucu Yemenitica ()
soyu olarak ifade edilen besinci bir genetik soy icerisinde degerlendirmenin daha uygun

olacagini bildirmektedirler (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 Bati bal arisinin (Apis mellifera L.) cografi dagilimi (Ruttner 1988 ve Franck ve ark. 2001)

Bati bal arisi, Apis mellifera L. ekonomik, tarimsal ve g¢evresel 6nemi olan tiirler
arasindadir. Morfoloji ve genetik 6zellikleri agisindan farklilik gosteren Apis mellifera’nin
diinyadaki dogal yayilis1 genel olarak Afrika, Avrupa ve Orta Dogu’yu kapsamaktadir (Smith
2002). Apis mellifera bu yayilma alanlarinda farkli alttiir ve irklara sahip olabildigi gibi ¢ogu
yorelerde dogal seleksiyon sonucu olusan farkli ekotiplere de sahip bulunmaktadir. Ekotipler,
cevresel kosullara ve o bdlgede uygulanan aricilik yontemlerine adapte olduklarindan dolay1
uygun genotiplerin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilecek olan 1slah ¢alismalarinin temelini
olusturmaktadirlar (Dogaroglu 2013). Diinyadaki tiim bal arilar1 genellikle Apis mellifera,
Apis dorsata, Apis florea ve Apis cerana olmak iizere Apidae familyasina baglh dort tiir



altinda incelenmektedir. Cografi dagilimlari esas alindiginda bal arilar1 genel olarak Dogu bal
arilari, Afrika bal arilar1 ve Bati bal arilar1 olmak iizere ii¢ boliim altinda incelenirler.
Ekonomik degeri en yiiksek irklar olarak gosterilen Bati arilar1 Esmer ar1 (A. m. mellifera),
Italyan ar1s1 (A. m. ligustica), Karniyol aris1 (A. m. carnica) ve Kafkas aris1 (A. m. caucasica)

ile temsil edilmektedir (Dogaroglu 2013).

Siyah renkli esmer bal arilar1 (A. m. mellifera) genel olarak kuzey ve bat1 Alpler ile
Rusya’ da dagilim gostermektedirler. Yavru tiretimindeki diisiik performanslari ve hirgin
olmalar1 sebebiyle ¢ok fazla tercih edilmezler. Diger irklar ile melezlesmeleri durumunda
basarili sonuglar alinabilmekle birlikte hir¢inlik sorunu ile karsilasilabilecegi belirtilmistir
Buna karsilik ¢ok giiglii tireme egilimi ve iyi huylu olusuyla beraber Akdeniz iklimi ve benzer
iklimlerde cok iyi performans gosteren Italyan arisinin diinyadaki en gdzde irklardan biri
olarak kabul edildigi bildirilmistir (Dogaroglu 2013). Ilkbaharda cok iyi gelisim gdsterebilen
ve kulucgka dretiminde yiiksek performans gosteren Karniyol arilar1 (A. m. carnica) sakin
karakterdedirler ve kiglama 6zellikleri olduk¢a gelismistir. Bu 6zellikleri en ¢ok tercih edilen
irklardan biri olmalarmi ve melezleme calismalarinda basarili sonuclar elde edilmesini
saglamaktadir. Orta Kafkaslar’dan koken alan Kafkas arisinin (A. m. caucasica) sessiz ve
sakin bir 1k olarak ar1 islah1 agisindan ¢ok degerli ozelliklere sahip bir ik oldugu
belirtilmistir Biitlin bu wrklarin yani sira zorlu ¢evre kosullarinda bal tiiketimini en aza
indirmesi ve bu sayede bal biriktirebilme potansiyelindeki avantaji sayesinde Anadolu
kosullarma iyi adapte olmus ekotipleri bulunan Anadolu arisinin (A. m. anatolica) Ingiltere’ye
goturulerek, diinyadaki en degerli irklardan biri olan Buckfast arisinin meydana getirildigi
belirtilmistir (Dogaroglu 2013).

Farkli bolgelerde yayilis gosteren bal arilarinin boy, renk, kanat, kanat damarlanmasi,
hastaliklara direng, ogul egilimi ve savunma gibi morfolojik, fizyolojik ve davranigsal
ozellikler bakimindan farkliliklar gosterebilecegi bilinmektedir (Smith 2002). Morfometrik
cesitliligin genetik cesitliligi tam anlamiyla yansitmadigi bilinmekle birlikte (Kence 2006),
morfometrik analizler sonucunda A (Afrika), M (Bat1 Avrupa), C (Dogu ve Giiney Dogu
Avrupa) ve O (Orta Dogu) olmak iizere bal arilara ait dort ana soy hatt1 belirlenmistir
(Ruttner 1988).

Farkli cografi bolgelerden bal aris1 6rnekleri toplanan bir ¢alismada 34 morfolojik
Ozellik ele alinarak temel bilesenler analizi (PCA) uygulanmigtir. Tropik Afrika’dan alinan

ornekler ‘A’, Giineydogu Avrupa ve Orta Akdeniz’den alinan 6rnekler ‘C’, Bati Akdeniz ve
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Kuzey Afrika’dan alinan 6rnekler ‘M’ ve Kafkasya ve Yakin Dogudan alinan 6rnekler ‘O’
olmak Uzere 4 ana soya ayrilmistir. Bu ¢alismada Anadolu bal aris1 (A. m. anatoliaca); A. m.
caucasica, A. m. meda, A. m. syriaca, A. m. cypria ve A. m. adami arilar1 ile birlikte Yakin

Dogu ‘O’ soyunda yer aldigi bildirilmistir (Kauhausen-Keller 1997).

Ulkemizdeki bal aris1 populasyonlarmin  morfolojik, biyokimyasal ve genetik
yontemler ile karakterizasyonu iizerine birgok arastirma gergeklestirilmistir (Karacaoglu ve
Firatli 1997, Giiler ve ark. 1999, Kandemir ve Kence 1995, Kandemir ve ark. 2000, Ozdil ve
ark. 2009). Morfometrik ¢esitlilik, allozim, mitokondriyel DNA ve mikrosatellit ¢aligsmalari
bal arilarinin siiflandirilmasina agiklik getirmistir. Bu alanda ¢alisan bir¢ok arastirmacinin

ortak goriisii Anadolu’da cesitli ar1 1tk ve ekotipleri oldugu yoniindedir (Kandemir ve ark.

2000).

Tiirkiye’deki bal arilarinin ¢esitliliginin arastirilmasi ve bal arilarinin siniflandirilmasi
calismalar1 ilk olarak Bodenheimer (1941) tarafindan morfometrik yontemler kullanilarak
yapilmistir. Bodenheimer, Tiirkiye’de sekiz grup bal arisi alttlirii oldugunu bildirmistir. Daha
sonra Maa (1953), morfometrik yontemle Anadolu arilarmin diger bolge arilarindan farkli
oldugunu gostermis ve bu bolgedeki arilari Anadolu arisi (A. m. anatoliaca) olarak
isimlendirmistir. Adam (1987), morfometrik ve davranigsal Ozeliklerine gore kolonileri
siiflandirmis ve Bodenheimer’e benzer sonuglar bildirmistir. Ruttner (1988), morfometrik
yontemle inceledigi Tiirkiye bal aris1 populasyonunu, Orta Anadolu’da Anadolu aris1 (A. m.
anatoliaca), Kuzeydogu Anadolu’da Kafkas aris1 (A. m. caucasica), Giineydogu Anadolu’da
[ran aris1 (A. m. meda) olmak (izere (i¢ grupta siniflandirmistir (Sekil 2.2). Tiirkiye’nin cesitli
bolgelerinde bulunan bal aris1 populasyonlarinin morfometrik yonden irk ve ekotip diizeyinde
tanimlanmasi ¢esitli arastirmacilar tarafindan yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur (Oztiirk
1990, Dogaroglu ve ark. 1992, Oztiirk ve ark. 1992, Budak 1992, Kaftanoglu ve ark. 1993,
Genger ve Firath 1999, Eryiimli 1999, Kandemir ve ark. 2000, Giiler ve ark. 2002, Cinar
2006, Akyol ve ark. 2006).
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Sekil 2.2 Tiirkiye Bal Aris1 Alttlirlerinin ve Ekotiplerinin Dagilimlart (Akyol ve ark. 2006)

Bat1 bal aris1 (Apis mellifera L.) orijini, evrimi ve cografi yayilis1 iizerine farkli

hipotezler s6z konusudur.

I. Bat1 bal aris1 populasyonlarinin Yakin Dogu’dan orijin alarak ti¢ farkli yol ile Avrupa ve
Afrika kitalarina yayilim gostermektedir (Sekil 2.3) (Ruttner 1988).

ii. Mevcut Apis mellifera populasyonlarinin evrimi ve orijini, filogenetik agagtaki
pozisyonlart ve mtDNA’larimin  cografi orjjinleri  arasindaki iliski  vasitasiyla
desteklenmektedir (Garnery 1992). Bu hipotez Orta Dogu'dan baslayarak Avrupa’ya
dagilimini da kapsayan Dogu ve Bati giizergahi yolu ile yayildig: belirtilmistir (Sekil 2.3).

iii. Wilson (1971) tarafindan onerilen ve Whitfield ve ark. (2006) tarafindan da desteklenen
yeni bir molekiiler belirleyici (SNPs) ile yapilan bir ¢alismada ise; A. mellifera’nin Afrika’dan

orijin aldig1 ve Avrasya’ya en az iki farkli yoldan yayildig: belirtilmistir (Sekil 2.3).
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Sekil 2. 3 Apis mellifera L.’nin orijini ve evrimi (Gupta 2014)

Bal aris1 populasyonlarinda gozlenen varyasyonlarm, populasyonlarin yasadiklari
yerlesim icerisindeki adaptasyonlar1 ve tarihsel siire¢ olmak tizere iki ana faktorden koken
aldigr belirtilmigtir (Smith 2002). Kiiglik izole gruplarin, yeni genetik mutasyonlarin ortaya
cikmasi ve populasyon icerisinde hizla yayilmasindan dolay1 kolaylikla farklilagabilecegi, bu
farklilasmada mutasyonun beraberinde getirdigi avantaj ve dezavantajlarin ¢ok buyik énemi
oldugu bildirilmistir (Smith 2002). Bal aris1 populasyonlari arasinda ortaya ¢ikan bu genetik

farkliliklarin arastirilmasi ve aydinlatilmasi ekonomik agidan ¢ok 6nemlidir.
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Bal arilarinin genetik farkliliklarinin ortaya konulmasinda enzim ve mtDNA
farkliliklar tizerine gergeklestirilen ¢alismalar oldukca basarili sonuglar vermektedir (Smith
2002). Ulkemizde gerceklestirilen mtDNA arastirmalarinin sonuglarina gére Anadolu ve
Kafkas arisinin Dogu Avrupa’ya ait oldugu belirtilmistir (Smith ve ark 1997, Smith 2002).
nDNA’dan daha hizli evrimlestigi igin tiir ve alttlir diizeyindeki ayrimlarda daha avantajli
olan mtDNA (Kence 2006) sonuglarina gore Tirkiye’ye ait 6rneklerin Dogu Akdeniz soy
hattina (Gliney ve Dogu Avrupa) ait oldugu bildirilmistir (Smith ve ark. 1997).

Yapilan arastirmalar sonucunda Trakya’dan toplanan Anadolu aris1 6rneklerinin blyuk
cogunlugunun Karniyol arisiyla benzer genetik karakter gosterdigi, Erzurum, Mus, Bitlis ve
Van illerine ait orneklerin buyik bir bolimiiniin Kafkas irkina ait oldugu, Hatay ili
orneklerinin yarisindan daha fazlasinin Suriye arisini temsil ettigi bildirilmistir (Smith 2002).
Anadolu, Kafkas, Iran ve Suriye olmak iizere Tiirkiye’ de 4 irktan soz edilirken, Anadolu ve
Kafkas alttirleri morfometrik verilere bakilarak Orta Dogu soy hattina dahil edilmistir
(Ruttner 1998). Ancak bu alandaki genetik ¢alismalar sonucunda, Anadolu ve Kafkas arisinin
Dogu Avrupa soyuna (C soyu) dahil edilmesi gerektigi ve Karniyol ve italyan arilari ile
birlikte ele alinmasinin daha dogru olacagi bildirilmistir (Smith 2002).

Anadolu arisinin yayilis gosterdigi cografyanin ¢ok farkli kosullara sahip olmasi farkl
Ozelliklere sahip ekotiplerin ortaya ¢ikmasini da saglamistir. Dogaroglu (1981) Kuzeybati
arillarinin Trakya ekotipt ve Giineybat1 arilarmin Mugla ekotipi olarak siniflandirilmasi
gerektigini bildirmistir.

Baska bir ekotip olarak Mugla ili ve civarinda Mugla aris1 ele alinabilir. Yasadig
cevre kosullarina adaptasyon yeteneginin bir gostergesi olarak Mugla aris1 asil nektar
akiminin sonbahara uzandigi dénemde bal iiretimine programlanmis ve ¢am bali iiretim
periyodunu esas almistir (Dogaroglu ve ark. 1992, Dogaroglu ve Yiicel 2005, Dogaroglu
2007). Bu bolgede yetistirilen Mugla arisinin Eyliil-Ekim aylarinda basura salgisina adapte

oldugu, ergin ar1 sayisinin artirildigt ve hirginlik gosterdigi bildirilmistir (Yiicel ve Kdsoglu

2011).

Trakya bolgesindeki bal arilarinin Anadolu’daki bal arilarindan daha farkli oldugu,
Trakya bolgesindeki bazi arilarin Avusturya, Slovenya ve Hirvatistan’da yayilim alani bulan
A.m. carnica arilar1 ile benzer morfolojik ve genetik 6zelliklere sahip oldugu bildirilmektedir.

Bu duruma gore Trakya, Balkan ve Avusturya arilart arasinda bir melezleme olabilecegi ve bu
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yuzden Trakya arilarinin Balkan ve Anadolu arilari arasinda bir koprii konumunda olabilecegi
bildirilmistir (Smith 2002).

2.2 Mitokondri ve Mitokondriyal DNA (mtDNA) Molekuli

Mitokondri, tiim 6karyotik canlilarda bulunan bir organeldir (Sekil 2.1) Solak (2000)’e
gore mitokondri organeli hakkindaki ilk bilgiler su sekilde Gzetlenebilir. Mitokondri, 1850°de
Kolliker tarafindan ilk kez goriintilenmis, ancak sistematik olarak tanimlanmasi ilk kez
1894°de Altman tarafindan yapilmistir. Hiicre igerisinde graniiler ve ipliksi yapilar seklinde
goriilen bu organel 1897°de Benda tarafindan “ipliksi graniil” anlamina gelen mitokondrion,
“cogul: mitochondria ” olarak ifade edilmistir. Mitokondri (mitochondrion) kelimesi yunanca
iplik (mitos) ve grandl (chondrion) kelimelerinden tiiretilmistir. Mitokondri organeli ilk defa
Bensley ve Hoerr (1934) tarafindan karaciger hiicrelerinden izole edilmistir. Mitokondrinin
oksidatif fosforilasyonun merkezi oldugu 1948’de Eugene Kennedy ve Albert Lehinger
tarafindan ortaya konulmustur (Kennedy ve Lehinger 1948). Nass ve ark. (1963) mitokondri
organelinin DNA molekiilii i¢erdigini ilk defa tespit etmisler ve boylece DNA molekulunin

sadece c¢ekirdek icinde bulunabilecegi diisiincesi yikilmistir.

membran arasy
ic hoslak

maembran

Sekil 2.4 Mitokondrinin yapist
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Mitokondri, biyokimyasal reaksiyonlar i¢in gerekli enerjinin temin edildigi hiicrenin
en oOnemli organellerinden birisidir. Bir hiicredeki mitokondri sayisi, hiicrenin tipine,
fonksiyonuna ve enerji ihtiyacina bagli olarak birka¢ adetten binlerceye kadar degisebilir.
Karaciger ve kas gibi yliksek enerji ihtiyaci olan doku hiicrelerinde mitokondri sayis1 oldukca
yuksektir.  Mitokondrinin  esas gorevi hiicrede oksidatif fosforilasyon olaymin
gerceklestirilmesidir.  Oksidatif fosforilasyon, oksidatif yikim irilinlerinden alinan
elektronlarin oksijene aktarilirken agiga ¢ikan enerji ile ADP’den adenosin tri fosfat (ATP)
sentezlenmesi  olayidir.  Oksidatif  fosforilasyon = mitokondrinin i¢ membraninda
gerceklesmektedir. Bunun disinda mitokondri; primidinlerin, aminoasitlerin, fosfolipitlerin,
niikleotidlerin, folat enzimlerinin, lire ve diger birgok metabolitin biyosentezine de katkida

bulunur (Nelson ve Cox 2005).

Mitokondriler bakterilerin ¢ogalarak boliinmesinde oldugu gibi daha 6nce var olan
mitokondrilerin  bdliinmesiyle ¢ogalmaktadir. Hiicre boliinecegi zaman mitokondri
boliinmektedir. Mitokondri DNA’s1 bdliinme 6ncesi ve bdliinme esnasinda kopyalanir ve

kardes DNA molekiilleri kardes mitokondrilere gegmektedir (Kili¢ ve ark. 1999).

Sekanst 1981°de tamamlanan mtDNA, 16.569 baz c¢iftinen olusan ¢ift-sarmalli
molekiildiir (Anderson ve ark. 1981) (Sekil 2.5). Mitokondriyel genom, protein sentezi icin 2
ribozomal RNA, 22 transfer RNA ve 13 polipeptid kodlamaktadir. Niikleer genomdan farkli
olarak mtDNA’in kod sekanslart intron igermemektedir. Her mitokondri birgok mtDNA
kopyasina sahiptir ve bir hiicrede yiizlerce mtDNA kopyast vardir (poliplasmi). mtDNA,
yapisindaki enzimlerin replikasyonu, transkripsiyonu, translasyonu ve onarimi i¢in niikleer
genlere bagimlidir. Mitokondri bu organelde meydana gelen metabolik yolakta rol alan tiim

diger proteinler i¢in niikleer genoma bagimlidir (Taanman 1999, Leonard ve ark. 2000).

Cekirdek DNA molekiiliinden bagimsiz olarak ¢ogalan mtDNA molekiiliiniin bu
Ozelligi nedeniyle hiicre boliinmesi sirasinda heteroplazmik (heteroplasmy) bir agilma
meydana gelebilmektedir. Heteroplazmi (heteroplasmy), bir hiicrede iki ya da daha fazla
kokene ait (normal ve mutant) farkli mtDNA molekiiliiniin ayn1 anda bulunmasi olarak ifade
edilmektedir. Bunun disinda; nikleotid eksilmesi (deletion), nikleotid ilave edilmesi
(insertion), niikleotid doniisiimleri (substitution), belirli gen bolgelerinde DNA pargalarinin
farkli uzunluklarda olmasi ve herhangi bir lokustaki niikleotid dizilimlerinde gbzlenen gesitli
degisimler mtDNA molekiiliinde meydana gelen genetik varyasyonun temel kaynaklarim

olusturmaktadir ~ (Moritz ve ark. 1986, Solignac 1991). mtDNA mutasyonlar, nokta
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mutasyonlart ve yeniden diizenlenmeleri (delesyon ve duplikasyon) icermektedir. Nokta

mutasyonlart genellikle maternal gecislidir; delesyon ve duplikasyonlar ise seyrek goriiliir
(Rokas ve ark. 2003).
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Sekil 2.5 Mitokondriyal DNA’1n yapist

Mitokondriyel genomda anaya ait kalitim gozlenmektedir (Maternal kalitim). Sperm,
yumurtay1 délleyecegi zaman yumurtanin hiicre zarina tutunur ve enzimler vasitasiyla hiicre
zarini eritir. Yumurta hiicresinin igine sadece kendi DNA’sin1 birakir; bu yiizden spermin
organelleri ovumun igine girmez. Bu sebeple sperm ya zigota mitokondri vermez ya da

verilen mitokondri replikasyon sirasinda se¢ilmektedir, yani memelilerde tim mitokondri dole
anneden ge¢cmektedir (Passarge 2000).
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Embriyo gelisimi sirasinda, mitokondri disindaki organeller ortak genlerden yararlanir.
Mekanizma tam olarak bilinmemekle baraber mitokondri niikleer faktdrlerin kontrolii altinda
gelisme esnasinda bolundr ve prolifere olur. mtDNA serilerindeki degisiklikler kalitilabilir ya
da somatik olabilir (dogustan). Insan mtDNA’s1 muhtemelen mtDNA’nin polimerazlar
tarafindan dogru okunmasindaki bozukluga bagli olarak, niikleer DNA’nin 10-20 kati
mutasyon oranina sahiptir. mtDNA’nin maternal kalitimi1 populasyonlarin tanimlanmasinda,

koken analizlerinde ve adli tipta kullanilmaktadir (Passarge 2000).

mtDNA, canlilarin orjinleri, go¢ haritalarinin ¢ikarilmasi, adli tip, dejeneratif
hastaliklarin sebebinin arastirilmasinda ve kanser galigmalarinda kullanilmaktadir. mtDNA,
genetik olarak klonlanan canlilarin kalitiminin tespit edilmesinde yaygin kullanilmaktadir
(Rokas ve ark. 2003). mtDNA’nin kodlanan bdolgesindeki varyasyonun iyi anlasilmasi
populasyonlarin genetik yapisinin (filogenetik gegmisinin) belirlenmesinde kullanilmaktadir
(Finnila ve ark. 2001).

2.4 Bal Anis1 Mitokondriyel DNA Molekiilii

Genel olarak, memeli mtDNA molekili dairesel bir yapiya sahiptir. Replikasyon
orijini yakinindaki kisa bir bolge haricinde, memeli mtDNA’s1 sadece herhangi bir gen
tirtiniiniin sentezinden sorumlu olan gen bolgelerinden (exon) olugsmaktadir. Bu gen bolgeleri
fonksiyonel olmayan (intron) bdlgeleri icermemektedirler. Avise ve ark. (1987)’a gore
mtDNA, ¢ekirdek DNA’sina gore daha hizli evrimlestigi i¢in tiirler ve alttiirlerin filogenetik
calismalarinda ¢ok degerli bir arag olarak kabul edilmistir. mtDNA molekultndn iki 6nemli
ozelligi bulunmaktadir. Bunlardan birincisi, mitokondriyel genetik materyal daire seklinde ve
ikili sarmal tek bir DNA molekiiliinden olustugu i¢in ¢ekirdek DNA molekiiliinde homolog
kromozomlar arasinda gergeklesen parca degisimi (crossing-over) meydana gelmez. Buna
bagl olarak da rekombinant déller olusmaz. Ikinci 6nemli 6zelligi ise, cogu tiirde anaya ait
(maternal) kalitim modeline sahip olmasidir. mtDNA’nin anaya ait kalitm modeline sahip
olmasi, mtDNA’nin bal arilar1 genetik ¢alismasinda iki nedenden dolayr ¢ok Onemlidir.
Bunlardan birincisi koloninin tim bireyleri ana armin délleri oldugu igin 6zdes mtDNA’lar
tasirlar ve koloni analizlerde bir birey olarak ele alinir (Garnery ve ark. 1992). ikincisi
mtDNA molekiilii generasyonlar boyunca biiyiik 6l¢iide korunarak délden dole aktarildigi i¢in
evrim sirecinde anaya ait kalitm modellerinin belirlenmesinde ve takip edilmesinde 6nemli

bir yer tutmaktadir (Ozdil 2007).
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Bal arist mtDNA molekiilii 16.300-17.000 bg¢ uzunlugunda olup, mitokondri
organelinin igerisinde yer alan daire seklinde iki eksenden olusan ve toplam 37 gen iceren bir
molekildir. mtDNA, 13 (bazen 12) protein, 22 tRNA, 2 ribozomal RNA kodlayan genlerin
alt Uniteleri ve kodlama yapmayan (replikasyon kontrol bélgesi) bélgeyi igermektedir (Sekil
2.6) (Moritz ve ark. 1987, Crozier ve Crozier 1993, Moritz 1994).

mellifera

Sekil 2. 6 Bat1 bal aris1 (Apis mellifera L.) mtDNA genom haritasi (Crozier ve Crozier 1993)

Sitokrom C oksidaz I, 11 ve Il alt birimlerini kodlayan protein genleri COI, COIl ve COIlII
olarak; sitokrom b geni icin cytb, NADH dehidrogenaz (1-6) alt birimleri icin ND1-ND6
seklinde gosterilmistir. A+T olarak gosterilen bdlgenin replikasyon orijini oldugu

bildirilmektedir. (Crozier ve Crozier 1993)

19



2.5 Bal Arilarinda Cahlisilan Mitokondriyel (mtDNA) Lokuslar

Bat1 bal arisi alttiirlerinin (Apis mellifera L.) de i¢inde yer aldigi tiim bal arisi
tirlerinde mitokondriyel genomda yapilan genetik calismalar ilk kez Smith ve Brown
tarafindan 1990 yilinda baslatilmistir. S6z konusu ¢alismada COI-COII aras1 bolgede Bcll
restriksiyon enzimi kesimlerinden faydalanilarak 20-100 b¢ arasinda degisen ¢esitli uzunluk
farkliliklarinin varoldugu bildirilmistir. Daha sonra Cornuet ve Garnery (1991) tespit edilen

bu uzunluk farkliliklarina kabul edilebilir agiklamalar getirmislerdir.

Bal arist tiir ve alttiirlerinin tanimlanmasinda ve aralarindaki farklilik/benzerliklerin
ortaya konmasinda kullanilan en énemli mtDNA lokuslarinin baginda COI-COII intergenik
bolgenin calisiimas: yer almaktadir. COI-COII intergenik bélge tRNA geni ile COIlI genleri
arasinda yer almakta olup, mtDNA molekilinde en cok genetik varyasyonun bulundugu

bolgedir.
2.6 Bal Arillarinda Mitokondriyel Genomda Yapilan Genetik Calismalar

Populasyonlar ya da bireyler arasinda bulunan genetik benzerliklerin/farkliliklarin
tespit edilmesi amaciyla yapilan ¢alismalarda morfolojik, fizyolojik ve genotipik farkliliklar
dikkate alinmaktadir. Incelenen hemen her populasyonda bireyler arasindaki farkliliklar
hemen goze ¢arpmaktadir. Dogada birbirinin tamamen ayni olan iki birey elde etmek hemen
hemen imkansizdir. Ayn1 genotipe sahip canlilar arasinda bile (tek yumurta ikizleri, vejetatif
¢ogalan canlilar, klonla ¢ogaltilan canlilar vs.) bazi fenotipik farkliliklar bulunabilmektedir
(Fakhri 2008).

Canlilarin  evrimi igerisinde populasyonlar ici ve populasyonlar arasindaki
fakliliklarin/benzerliklerin DNA molekili seviyesinde belirlenmesi amaciyla daha duyarl
yeni yOntemlerin gelistirilmesine baslanmistir. Bu amagla gelistirilen ve yaygin olarak
kullanilan yontemler arasinda DNA-DNA hibridizasyonu, Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR), Rasgele Cogaltilmigs Polimorfik DNA (RAPD), Cogaltilmis Parca Uzunluk
Polimorfizmi (AFLP), Tek Nukleotid Polimorfizmleri (SNPs), Restriksiyon Parca Uzunluk
Polimorfizmi (RFLP), Basit Dizilim Tekrarlar1 (SSR), Ardisik Basit Tekrarlar (STR),
mikrosatellit ler ve DNA dizi analizi (DNA sequencing) gibi yontemler yer almaktadir (Ozdil
2007, Fakhri 2008).
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2. 6. 1 Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Rekombinant DNA teknolojisi 1970’lerin basinda gelistirilmis ve takip eden yillarda
genetikcilerin ve molekiiler biyologlarin aragtirmalarinda bir devrim yaratarak, biyoteknoloji
endustrisinde patlamaya neden olmustur. Daha sonra Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(Polymerase Chain Reaction, PCR) ad1 verilen teknik gelistirilmis ve biyolojik aragtirmalarda
hizli bir sekilde yerini almistir. PCR, hiicreden arindirilmig bir yontem olarak, DNA
klonlamasini kolaylagtirarak, rekombinant DNA arastirmalarinin gii¢li bir teknigi olmustur.
PCR analizi, molekiiler biyoloji, insan genetigi, evrim, gelisim, adli vakalar ve sistematik
calismalar gibi pek ¢ok alanda uygulama olanagi bulmustur (Saiki ve ark. 1985, Mullis ve
ark. 1986, Mullis ve Faloona 1987, Mullis 1990).

PCR, DNA molekiilleri toplulugunda, o6zgiil hedef DNA dizilerinin direk
¢ogaltilmasina dayanir ve bu yontemin kullanilabilmesi igin, yok denecek kadar ¢ok az
miktarda DNA yeterlidir. PCR reaksiyonunun ger¢eklesmesi igin gerekli maddeler; kalip
DNA, primerler, dNTP karisimi, Taq DNA polimeraz enzimi, Mg*? ve PCR tampon
cozeltisidir. PCR ile belli bir bdlgeyi ¢ogaltabilmek i¢in, hedef DNA’nin niikleotid dizisi
hakkinda bazi bilgiler gerekir. Bu bilgi, tek zincir haline getirilmis DNA’ya baglanacak olan
iki oligoniikleotid primerin sentezi i¢in kullanilir. Bu primerler, ¢ogaltilacak tek zincirli DNA
molekiiliindeki tamamlayict dizilerle hibridize olur. Belirli derecede ki 1siya dayanikli Taq
DNA polimeraz enzimi sayesinde, ¢alisilan DNA’daki hedef bolgenin sentezi saglanir (Avise

2004).

PCR reaksiyonunda gerceklesen olaylar kisaca su sekilde gergeklesir. Ilk adimda
cogaltilacak olan DNA 95 °C’ye kadar 1sitilarak denatiire edilerek tek zincir haline getirilir.
Daha sonra sicaklik 50 °C ile 70 °C arasinda bir degere diisiiriiliir ve primerlerin tek zincir
haline getirilmis DNA’ya baglanmasi saglanir. Bu primerler, kalip DNA’nin sentezi igin,
baslangi¢ noktasi olarak gorev yaparlar. PCR reaksiyonuna Taq DNA polimeraz ilave edilir
ve DNA sentezi 70 °C ile 75 °C arasindaki sicakliklarda gerceklesir. Polimeraz enzimi
niikleotidleri 5’ucundan 3’ucuna dogru ekleyerek primerlerin uzamasini saglar ve hedef
DNA’nin iki zincirli kopyasini olusturur. Yeni DNA zincirlerinin sayist her dongiide iki
katina ¢ikar ve yeni zincirler bir sonraki dongiide kalip gorevi goriirler. Belli basamaklardan
olusan PCR reaksiyonunda; kalip DNA ¢ift zincirinin yiiksek sicaklikta birbirinden ayrilmasi
(denaturation), primerlerin komplementer dizilere baglanmasi (annealing) ve polimeraz enzim

aktivasyonu ile zincirin uzamasi (extension) seklinde meydana gelen olaylarin tiimiine
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“dongii” adi verilir. Bu {i¢ asamali PCR dongiisii 30-40 kez tekrarlanarak istenilen kopyada
DNA bolgesi cogaltilmis olmaktadir. Her dongiide DNA molekiilii, iki katina g¢ikarilarak
hedeflenen DNA parcacigi {iissel bir artisla ¢ogaltilmaktadir. PCR reaksiyonlari
“thermocycler” ad1 verilen PCR cihazlarinda, 6nceden dongii sayisi ve sicakliklar1 belirlenen

programlarla, otomatik olarak gerceklesmektedir (Sekil 2.7, Sekil 2.8).

1 déngiintin 3 asamasi
(30-40 dongi)

‘ f w%"waw “ \ Asama | - denatiirasyon
T [ |

[T

' Asama 2 : primer eslesmesi

L i, primerler
| |

, HWWIII Asama 3 : primer uzamasi
/
|
i Lol ™

! H/U\IH,U’ULLH MLWllwl/”\l\

dNTP ler

Hedef gen Ussel amplifikasyon

(cogaltim)

P 35. Dongu

Kalip
(sablon) DNA

236 = 68 milyar

4 kopya 8 kopya 16 kopya kopya

Sekil 2.8 PCR dongiisii kullanilarak hedeflenen DNA bélgesinin {issel ¢ogaltimi
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PCR analizi sonucunda elde edilen Grunlerin gortntilenmesi icin jel elektroforezi
yontemi kullanilir. Agaroz jel elektroforezi DNA pargalarinin boyutlarina gore ayrilmasina ve
goriintiilenmesine olanak tamiyan bir teknik olmasi sebebiyle, PCR Urlnlerinin
goriintiilenmesinde en ¢ok kullanilan yontemlerden biridir. Deniz yosunundan elde edilen
agaroz, bir tampon ¢ozeltide eritilerek plastik bir tablaya dokiiliir. Agaroz sogudugunda DNA
parcaciklarinin kiiclik kuyucuklarda hareket edebilecegi yatay yar1 kat1 bir jel haline gelir.
DNA parcaciklarinin farkli boyutlarda goriiniir hale gelmesi, kullanilan agarozun yiizdesi ile
belirlenir. Bircok uygulamada bu oran % 0,5 ile % 2 arasinda degisir. Yiiksek yilizdede agaroz
iceren bir jel (% 2) kiiclik DNA parcaciklarinin ayrilmast i¢in daha uygundur. Ciinkii kiigiik
parcaciklar yogun jel ortaminda biiyiik pargaciklara gore daha hizli ilerler. Diisiikk agaroz
yiizdeli jeller de biiyilk DNA pargaciklarmin ayrilmasmna daha uygundur. (Thieman ve
Palladino 2013).

Agaroz jel elektrik akimi verilen bir tampon sivisinin igerisine konularak yrutulir.
DNA ornekleri kuyucuk olarak isimlendirilen gézlere yiiklenir ve elektrotlar yardimiyla jelin
karsit uclarina elektrik akimi uygulanir. DNA’nin jeldeki boyutu (baz ¢ifti sayisi) ve elektrik
yiikiiyle orantil1 bir seklide go¢ etmesi gergegine dayanir. Seker-fosfat yapist DNA’ya negatif
yiik verir; bu nedenle DNA elektriksel bir alanda katottan (negatif kutup) uzaklasarak anota
(pozitif kutup) dogru hareket eder. Tiim DNA’larin, uzunlugu ve boyutuna bakilmaksizin,
negatif yliklii olmas1 nedeniyle, hareket hiz1 ve agaroz jelde ayrilmalart DNA molekiiliiniin
boyutuna baghdir. Hareket mesafesi DNA boyutu ile ters orantilidir, yani biiyiik DNA
parcaciklar1 yavas, kiiciik DNA parcaciklari daha hizli hareket ederler. Elektroforez sirasinda
DNA’nin hareketini izlemek i¢in izleme boyalar1 eklenir. Elektroforez uygulamasi, izleme
boyalar1 jelin sonuna yaklastiginda sonlandirilir. Jel etidyum bromid gibi DNA baz ciftleri
arasina baglanabilen boyalarla boyanir. Bu boyalarla boyanmis DNA parcaciklari ultraviyole
151ga maruz kaldiklarinda floresan 15181 yayarlar ve bu sayende jelin fotografi ¢ekilerek kayit

altina alinmasi saglanir (Thieman ve Palladino 2013).

2.6.2 Restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi (RFLP) yontemi

PCR yonteminin gelistirilmesiyle, mtDNA molekiiliiniin PCR ile ¢ogaltilmis hedef
kismmin RFLP analizi, populasyon genetigi ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan bir
yontem haline gelmistir. DNA molekiiliinde meydana gelebilecek en basit polimorfizm tek
niikleotid (SNPs) degisimleridir. PCR-RFLP ya da lokusa 6zgii RFLP teknigi 6zgilin bir
lokusta genetik varyasyonu belirlemek igin gelistirilmistir. Bu yontemde standart PCR islemi
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ile lzerinde calisilan lokus c¢ogaltilmakta, uygun restriksiyon endoniikleaz enzimleri
kullanilarak kesilmekte ve restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi (RFLP) elde edilmektedir.
Kesim sonucu olusan kesim pargacik modellerine gore kesim noktasinin varligi veya
yokluguna gore bireyler arasindaki benzerlik/farkliliklar tespit edilmektedir. Bu ydntemde
bireyler arasinda ortaya ¢ikan polimorfizm, enzim tanima bdlgesinde meydana gelen bir
nukleotidin eksilmesi, bir niikleotidin eklenmesi veya bir niikleotidin degismesi seklinde
ortaya c¢ikan nokta mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir. Ayrica, enzimin iki tanima bolgesi
arasinda meydana gelen parca ilavesi veya ¢ikmasiyla olusan uzunluk farkliliklar1 da yine
RFLP olarak tanimlanmaktadir. PCR-RFLP yontemi kodominant kalittim modeline uygun
markerler vermektedir. Bu yontemde rutin PCR reaksiyonunda oldugu gibi uzun
oligoniikleotid primerler kullanildig1 i¢in gilivenilir bir ¢ogaltim yapilmaktadir (Botstein ve

ark. 1980, Hall 1998, Ozdil 2007).

RFLP yonteminde kullanilan restiriksiyon endoniikleaz enzimleri bakteriyel kokenli
olup, ¢ift sarmal DNA molekullini 4-8 baz giftlik DNA siralarindan taniyarak bu bdlgelerden
Ozgiin kesim yapan enzimlerdir. Bazi enzimler DNA’y1 kestiklerin de yapiskan uglu (sticky or
cohesive ends) tek iplikcikli serbest uglar olusturur; bazilar1 ise kut uclu (blunt ends) cift
iplikcikli uclar olustururlar (Sekil 2.9). BOylece her bir restriksiyon endonikleaz enzimi
kendine 6zgiin niikleotid dizilerini iceren DNA pargaciklarint olusturmaktadir. Evrim ve
populasyon genetigi calismalarinda restriksiyon enzimlerinden yararlanilarak ¢ok Onemli
genetik farkliliklar tespit edilmistir. RFLP analizleri hem ¢ekirdek ve hem de mitokondriyel
genomda oldukga faydali bilgiler ortaya koymaktadir (Griffiths ve ark. 1996).

RFLP markerlerin en onemli avantaji 6zglin dizi bilgisine ihtiyag bulunmamasidir.
RFLP yontemi, tlrler, cinsler hatta buyiik populasyonlarin analizinde kullanilabilmektedir.
Polimorfizm orani ¢ok yiiksek olmasindan dolay: aile agaci ve haritalama analizlerinde tercih
edilen marker sistemi olmustur. RFLP marker sisteminin dezavantajlari ise; analizin
yapilabilmesi i¢in yeterli miktarda DNA’ya ihtiya¢ duyulmasi ile birlikte teknolojik olarak

pahali, uzun ve yorucu bir yontem olmasidir (Botstein ve ark. 1980).
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Sekil 2.9 Restriksiyon enzimleri ile elde edilen yapigkan ve kiit uglu DNA pargaciklart

2.7 Kaynak Ozetleri

Buttel Reepen (1906) tarafindan Turkiye bal aris1 populasyonlart ilk defa
tamimlanmistir. Ege ve Marmara bolgelerindeki bal arilari tizerinde ydrdtilen bu ilk ¢alismada
sonra Bodenheimer (1941), Anadolu bal arilarin1 morfolojik karakterlerine gore tanimlayarak
Anadolu’yu farkli ekotiplerin bulundugu 7 farkli cografi bolgeye ayirmistir. Kuzeydogudaki
bal aris1 populasyonlar (A. m. caucasica) Gorb ve Sar1 Trans Kafkas arisi olarak tanimlarken,
Orta Anadolu’daki arilarmn tipik Anadolu aris1 oldugunu bildirmistir. Bodenheimer (1941)
Elaz1g yoresindeki arilari ise genel bir tanimlama ile A. m. remipes olarak belirtilmistir.
Tiirkiye nin batisindaki (Istanbul-Bursa hattinin batist) arilarin digerlerinden farkli 6zellikler

gosterdigi, diger {i¢ tipin ara formlar1 oldugu belirtilmistir.

Maa (1953)’da Anadolu arilarim1 morfometrik yapilarina gore karakterize ederek
Anadolu arisini alttir olarak A.m.anatoliaca sistematik adiyla ilk kez isimlendiren arastiric
olmustur. Maa’ nin ¢alismalarindan 30 yil sonra, Adam (1987) tilkemizdeki bal arilarin1 genel
goriinim ve davranislarina gore inceleyerek Bodenheimer’in bulgularma benzer sonuglar
ortaya koymustur. Adam’a gore Tiirkiye’nin batisi, kuzeydogusu, glneydogusu ve
Anadolu’nun merkezinde olmak iizere 4 belirgin bal arisi ki ve birgok alt ekotip
bulunmaktadir. Bu bulgulara 1s18inda Anadolu’nun bal arisi rklarinin yuvasi oldugu hatta
topografik yapisi nedeniyle Anadolu’da kapali ceplerde olusmus 6zgiin bal aris1 ekotiplerinin

varoldugu bildirilmistir. Giiniimiizde molekiiler tekniklere morfometri ve enzim
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polimorfizmine dayanilarak Balikesir, Kirklareli, Eskisehir, Mugla ve Dizce ekotiplerinin
belirlenmesi bu goriisii destekler niteliktedir (Kandemir ve ark. 2005, 2006, Yucel ve
Koseoglu 2011).

Apis mellifera’nin cografi dagilimina iliskin bilimsel olarak kabul gérmiis olan ilk
calismalar Ruttner (1988) tarafindan yapilmistir. Rutner (1988) Tiirkiye’de dogal olarak
yayilmis Apis mellifera alttlriiniin oldugunu belirtmistir. Ruttner (1988)’a gore Tiirkiye’nin
kuzeydogusundan Samsun’a kadar olan kesimde A. m. caucasica ekotipi, Giineydogu’da A.
m. meda, Glney’de Turkiye-Suriye simirina yakin ¢ok kiiglik bir alanda A. m. syriaca,
Trakya’da dahil olmak iizere Tirkiye’'nin geri kalan kisimlarinda ise A. m. anatoliaca
bulunmaktadir. Anadolu arilari, Balkan arilar1 ve diger komsu iilke arilariyla karsilastirilarak
incelenmistir. Anadolu arilar1 olduk¢a siki bir grup olustururken Bursa-Istanbul-Eskisehir-
Isparta hattinin batisinda kalan grup Anadolu grubundan ayri bir grup olusturmustur. Buradan
aliman Ornekler ayr1 bir grup olusturmakla birlikte bu orneklere ayri bir irk tanimlamasi
yapilmamistir. Buradaki ari populasyonun Dogu ve Ege adalarinin etkisinde kaldigi
vurgulanmigtir. A. m. anatoliaca’nin batidaki ekotipi olarak tanimlamistir. Bir¢ok arastirict
tarafindan Tirkiye’de bulunan ari rklar1 morfometrik karakterleri ve alloenzim varyasyonu
bakimindan arastirilmig ve Ruttner (1988)’in bulgularina yakin sonuglar bulunmustur
(Darendelioglu ve Kence 1992, Kandemir ve Kence 1995, Giiler ve Kaftanoglu 1999,
Kandemir ve ark. 1995, 2000, 2005, Giler ve ark. 2002, Kekegoglu ve ark. 2010).

Mitokondriyal genomu en iyi bilenen bocek tiri meyve sinegidir (Drosophila).
Meyve sineginin ardindan arilarda da mitokondriyal genom c¢aligmalari baglamig ve
Hymenoptera takiminda calisilan ikinci en Onemli organizmayr olusturmustur. mtDNA,
ozellikle bal aris1 biyolojisi ¢alismalarinda uygulanabilir birkag 6neme sahiptir. ilk olarak, bal
arillarinda oldukea diisiik seviyede allozim degiskenligi gozlenmesine ragmen, mtDNA’da
degiskenlik seviyesi ¢ok iyi bulunmustur (Avise ve ark. 1983). Ikinci olarak, allozim iginde
belirli bir fark olmamasina ragmen, bal aris1 alttiirleri arasinda bir fark bulunmustur. Avrupa
ve Afrika bal aris1 alttiirlerinde mtDNAlar iizerine ilk ¢alismalar yapilmistir. mtDNA’lar
anneden cocuklarina gegmekte ve kolonide bulunan is¢i arilar ana ar1 ile aynt mtDNA’y1
tagimaktadirlar (Smith 1988). Mitokondriyal DNA; 13 protein, 2 ribosomal RNA, 22 tRNA
kodlayan ve kontrolli kod bdlgesine sahiptir (Crozier ve ark. 1989). Hymenoptera mtDNAlari
Adenin (A) + Timince (T) ¢ok zengindir (Moritz ve ark. 1987).
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A. m. ligustica, carnica ve caucasica altturlerinin tim mtDNA molekilu temelinde
inceledigi bir ¢alismada 7 farkli restriksiyon enzimi (EcoRI, Hind IlI, Pst I, Bam HI, Acc I,
Kpm | ve Bgl 1) ile ¢alisilmistir. Calisilan enzimler bakimindan A. m. carnica ve A. m.
ligustica alttiirleri ayn1 kesim modelini gosterirken, A. m. caucasica’nin sadece Bgl 1l enzim
kesimi sonucunda diger iki tiirden farkli bir modele sahip oldugu tespit edilmistir (Moritz ve
ark. 1986).

Morfometrik veriler gibi mtDNA ¢esitliligini  belirleme ¢alismalarinda Apis
mellifera’nin 4 soy hatt1 belirlenmistir. Bunlar; Bati Grubu (M): Bati ve Kuzey Avrupa
topluluklart (A. m. mellifera ve baz1 A. m. iberiensis altturleri); Dogu Grubu (C): Giineydogu
Avrupa, Kuzey ve Bati Akdeniz topluluklar1 (A. m. carnica, A. m. ligustica ve A. m.
anatoliaca; Afrika Grubu (A): Sahara’nin kuzey ve giineyinde A. m. capensis, A. m.
intermissa, A. m. litorea, A. m. monticola, A. m. sahariensis ve A. m. scutellata dahil ve son
zamanlarda kesfedilen Orta Dogu Grubu (O): A. m. syrica ve bazi alttiirleri kapsamaktadir
(Smith ve Brown 1988, 1990, Smith ve ark. 1989, Cornuet ve Garnery 1991, Smith ve ark.
1991, Moritz 1994, Sheppard ve ark. 1996, Palmer ve ark. 2000).

Hayvanlarda, mitokondriyal DNA (mtDNA) o6rnek bigimde anneden miras
kalmaktadir (Brown 1985, Smith ve ark. 1990, Smith 1991). Bal arilarinda (Apis mellifera L.)
mitokondriyel genom 16,500 ile 17,000 b¢ arasinda degisirken bitkilerde mitokondriyel
genom biiyiikligi 2500 kb’a kadar olabilmektedir (Snyder ve ark. 1987, Cornuet ve ark.
1991).

Cornuet ve Garnery (1991) A. mellifera L. mtDNA’sin1 17 farkli restriksiyon enzimi
ile muamele ederek restriksiyon haritasini olusturmuslardir (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10 Apis mellifera L. mtDNA genomunun restriksiyon haritas1 (Cournet ve Garney
1991)

Soldan saga; kb skalas1 (1 kb =1000 niikleotid), tRNA genlerin konumu (Y, W, L, D
ve K sirasi ile tirozin, triptofan, 16sin, aspartat ve lizin i¢in) gen haritast ve enzim kesim

noktalar1 (Cornuet ve Garnery 1991).

Dogu Avrupa ve Akdeniz genetik soyunda (C) sadece bir Q dizisi bulunmustur. Bati
Avrupa (M) ve Afrika soylarinda 1-3 aras1 Q dizisinin tekrarlar1 P dizisini takip etmektedir
(PQ, PQQ, PQQQ), fakat Afrika soyunda (A) P pargasinin yerine PO bulunmaktadir (POQ,
P0QQ, P0QQQ) (Sekil 2.11) (Cournet ve Garnery 1991).
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Sekil 2.11 Ug cografi soydaki tRNA'®™ ve COII geni arasinda yer alan P/PO ve Q tekrarlarmin
durumu (Cournet ve Garnery 1991)

Garnery ve ark. (1992) 10 farkli alttire ait 68 koloniden toplanan 6rneklerin
mitokondriyel genomlar1 16 farkli restriksiyon enzimi (Accl, Aval, Avall, Bcll, Bgl 11, Cfol,
Clal, EcoRl, EcoRV, Hincll, Hindlll, Ndel, Pstl, Pvull, Spel ve Xbal) ile muamele ederek 19
farkli mitotip elde etmisler ve bu mitotipler {i¢ ana soy igerisinde kiimelesmistir. Bu ii¢ ana
soy farkli cografi dagilimlara sahip Afrika alttiirleri A, Kuzey Akdeniz alttiirleri C ve Bat1
Avrupa alttlirleri M olarak adlandirilmistir. Bu sonuclar daha dénceki morfometrik ve allozimi
aragtirmalar1 desteklemistir. Esas farklilik Kuzey Afrika populasyonlarimin A soyu yerine M
soyu icerisinde bulunmasidir. Ayrica baska tiirlerin cografi alanina bagli olarak tiirlerin
dagilim merkezinin Orta Dogu oldugu ve 3 hattin evrimsel olarak ayrilmasinin yaklasik 1

milyon y1l 6nce basladigini ileri siirmiiglerdir.

Garnery ve ark. (1993) 12 farkli alttire ait 302 koloniden toplanan Orneklerin
MtDNA’sin1 Dral restriksiyon enzimi ile muamele ederek 21 farkli haplotip bulmuslardir. C
soyunun tim kolonileri ayni bant modelini gostermisler ve C1 olarak adlandirilmiglardir. A ve

M soylarinin her birinden yaklasik 10 farkli haplotip elde edilmistir.

Crozier ve Crozier (1993) tarafindan A. mellifera’nin tiim sekansi ilk defa analiz
edilmis ve D. yakuba ile karsilastirilmistir. Bu karsilastirma sonucu mtDNA’da bulunan
genetik kod her iki tiirde de ayn1 bulunmus sadece iki tRNA antikodonu bakimindan farklilik
saptanmistir. Ayrica 22 tRNA kodlayan gen hari¢ tiim genler ve bolgeler ayn1 pozisyonda
bulunmaktadir. Baz kompozisyonu her iki tiirde de yiiksek seviyede A+T’den olugmaktadir
(% 84.9 A. mellifera’da ve % 78.6 D. yakuba’da).
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Moritz ve ark. (1994) Giiney Afrika’nin 29 farkli bolgesinden elde edilmis 102 bal
aris1 kolonisinde ¢alismislardir. COI-COII intergenik bdlgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi ve Dral
enzim kesim sonucunda 4 farkli uzunluk ve 9 farkli mitotip elde etmislerdir. POQQ tipi % 76
frekansta en yaygin tip olarak Cournet ve ark. (1991) klasik P ve Q parca tekrar1 modeli ile
ayni olmayan farkl bir tip de (% 2 frekansta) bulunmustur.

Kafkas arisinin anavatam1 Kafkas daglari, Kafkaslarin giiney vadileri, kiigiik Kafkas
daglarinin ytikseklikleri, Giircistan ve komsu iilkelerdir. Anadolu ve Kafkas arisinin mtDNA
Uzerine yapilan aragtirmalar sonucunda ikisi arasinda DNA sira diizenlerinde farkliliklar
goriilmiistiir. Kafkas arisinin mtDNA’s1, Giircistan smirina yakin yerlerdeki koloni
ornekleriyle %77, Erzurum ve civarindaki kolonilerle %29 ve Van Goli cevresindeki
kolonilerle %25 benzerlik géstermistir. Bu yayilma gen tasinmasi veya insanlar tarafindan
Kafkas arisinin taginmastyla olabilmektedir. Hatay’daki bal arilarinin da Suriye arisi ile ayni
oldugu gozlenmistir. Suriye arisin Akdeniz’in giineyindeki Negov ¢dliinde, Israil’de,

Urdiin’de ve Liibnan’da oldugu belirlenmistir (Smith ve ark. 1997).

Morfolojik ozelikler c¢evresel seleksiyon etkisine duyarli oldugundan dolay1
filogenetik calismalarda c¢ok uygun degildir. mtDNA daha iyi bir marker olarak ele
alinmaktadir. ik mtDNA varyasyon arastirmalari Ruttner’in cografi iklar hipotezi ile
uyusmustur. Bu arastirmalarda {i¢ mtDNA soyunun (A, M ve C) var oldugu ve evrimsel
soylarla uyustugu tespit edilmistir. 7 alttiire ait 9 populasyonun mikrosatellit analizi bu (¢
evrimsel soyu desteklemektedir. mtDNA ile yapilan ¢alismalarda molekller markerlerle
ortaya ¢ikan en onemli farklilik, Kuzey Afrika bolgesinin alttiirlerinin (A. m. intermissa ve A.
m. sahariensis), Dogu Avrupa (M) soyunun yerine Afrika (A) soyuna dahil olmasidir. A.
mellifera’nin birgok alttiirden elde edilen mtDNA haplotiplerinin genel bir filogenetik
agacinda Misir bal arisinin temel kolda yer almasi dordiincii soyun varligini gosteren ilk ipucu
olmustur. Ruttner’in siniflandirmasinda Misir cografi wrkinin (A. m. lamarckii) M soyu degil
A soyunda yer almistir. Arias ve Sheppard (1996) 14 farkli bal aris1 alttiirinde mtDNA’nin
NADH dehidrojenaz 2 bolgesinde yer alan yaklasik 700 b¢ uzunlugunda bir dizinin sekans
analizini yapmuslardir. Birisi Misir’dan alinan iki A. m. lamarckii kolonisine ait digeri ise
Suriye Akdeniz sahilinden alinan tek A. m. meda kolonisine ait iki dizi, diger dizilerden
ayrilarak birlikte kiimelesip dordiincli soyun var oldugu hipotezini desteklemistir. Ayrica
ikinci A. m. meda kolonisinin dizisi (6nceki koloniden bir ka¢ 100 kilometre dogu yo6niinde
yerlesen) dikkate alindiginda agik¢a C soyuna ait oldugu goriilmektedir. Ruttner tarafindan O

soyunun bir iiyesi sayilan A. m. anatoliaca, Tiirkiye giiney dogu bdlgesinde A. m. meda ile
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temas icerisindedir. Turkiye kolonilerinin incelenmesi sonucu, bdlgenin  mtDNA
haplotiplerinin C soyuna ait oldugunu ortaya ¢ikmistir. Benzer sonu¢ daha once A. m.

caucasica alttiiriine ait 6rneklerden de elde edilmistir (Franck ve ark. 2000a).

Tiirkiye’de 16 lokasyon ve 84 koloniden orneklenen bal arilarinda COI-COII arasi
intergenik bolgede kismi DNA dizi analizi yapilmistir. DNA dizi analizi ve kesim sonucu elde
edilen verilerin birlikte degerlendirilmesiyle yeni bir 4. Haplotipin Tiirkiye’de var oldugu
bildirilmektedir. Bu haplotipin Suriye sinirina yakin Hatay yoresinden alinan 6rneklerde tespit
edildigi ve bu soyun daha Once bildirilen diger mtDNA soylarindan farkli 4. bir mtDNA
soyunu temsil edebilecegi ifade edilmektedir. A. m. anatoliaca ve A. m. caucasica’nin
mMtDNA’lar1 dikkatli incelendiginde iki tiir arasinda COI-COIl gen bdlgesinin nikleotid
dizilimi bakimindan ¢ok biiyiik bir fark bulunmamaistir. Genel olarak Anadolu arilar1 bu gen
bolgesinin nikleotid dizilimi bakimindan A. m. caucasica’ya ¢ok yakin olarak bulunmustur
(Palmer ve ark. 2000). Molekdiler teknikler ile yapilan ilk c¢aligmalarda tim mMtDNA
genomunun birgok farkli restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesimi sonucu mtDNA
genom haritas1 olusturulmus ve A. m. caucasica, A. m. ligustica ve A. m. carnica‘nin hemen
hemen ayni1 kesim oriintiisiinii olusturdugu belirlenmisti (Smith 1991). Bu arastirma sonuglari
A. m. anatolica’nin A. m. Caucasica, A. m. ligustica ve A. m. carnica ile aynt mtDNA

haplotip grubunda oldugunu gosteriyor.

Frank ve ark. 2000a Libnan’da 75 koloniden toplanan bal arilarinda mtDNA, COI-
COII intergenik bolgesi RFLP ile karakterize edilmistir. Bal arist 6rneklerinin niikleotid
dizilimi M, C ve A haplotip gruplart ile karsilagtirildiginda A. m. syriaca’nin niikleotid
diziliminin bu gruplardan farkli oldugu ve Suriye arisinin O grubu igerisinde oldugu
bildirilmistir.

Franck ve ark. (2000b) Italya’dan A. m. Ligustica ve Sicilya’dan A. m. Sicula
populasyonlarinda mtDNA’nin COI-COIlI intergenik bdlgesinin Dral restiriksiyon enzimi
analizi sonucu bolgenin A. m ligustica populasyonlarmin M ve C mtDNA soylarinin
birlesiminden olustugunu belirtmislerdir. A soyuna ait mitotipler sadece A. m. Sicula
orneklerinde goriilmektedir. Bu iki alttiiriin hibrit oldugunu gostermektedir. Aragtirmacilar bu

calismada daha once bildirilmemis (M22, M7, M27) {i¢ yeni mitotip bulmuslardir.

Franck ve ark. (2001) tim Afrika kitasinin 64 farkli bolgesinden elde edilen 738
koloniye ait 6rneklerin COI-COII intergenik bolgesini RFLP yontemini kullanarak ve Dral

restriksiyon enziminden yararlanarak analiz etmislerdir. Bu ¢alismada, Kuzey Dogu Afrika
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bolgesinin  ornekleri hari¢ tum oOrneklerin 6nceden rapor edilen Afrika (A) soyunun
haplotiplerine ait oldugu sonucuna varilmistir. Kuzey Dogu bolgesinden alinan 6rnekler, yeni
tanimlanan O ve Y soylari igerisinde yer almistir. Bu arastirmada 738 Afrika kolonisine ek
olarak Avrupa, Yakin Dogu ve Amerika’nin farkli bolgelerinden elde edilmis 622 koloniye ait
ornekler karsilagtirma amaciyla kullanilmigtir. Toplam 1359 koloniye ait 6rneklerin Dral
restriksiyon enzimi ile kesilmesi sonucunda 20 alttiire ait 5 farkli soyda (A, M, C, O ve Y)
smiflandirilan 42 farkli COI-COIl mitotipi elde edilmistir. Sekil 2.12’de soz konusu
mitotiplerin P parcasinin dizisi ve soylarini birbirinden ayirt eden farkliliklar gosterilmistir.
Hicbir delesyon icermeyen PO dizisi A ve O soylarma ait mitotipleri tanimlamaktadir. d
delesiyonunu iceren P dizisi M soyuna ait mitotipleri, d1 delesyonu igeren P1 Atlantik
sahiline ait A soyunu ve d2 delesyonu iceren P2 Etiyopya’dan alinan A. m. yemenitica
orneklerinden yeni ortaya ¢ikan Y soyunu tanimlamaktadir. Ayrica tim mitotiplerin Dral
enzimi ile kesim haritalar1 ve kesim sonucu elde edilen kesim pargacik biiyiikliikleri ve COI-

COll bolgesinde bulunan tim delesyon/insersiyonlar gosterilmektedir.

M6,  mellifera. (Fransa) TTAATAMATTAATATALL AT === it TAT ATTTATtA Ak - tTTAATTATTal AL
M4,  mellifera (Fransa) TTAATAMATTAATATALLAT- - - oo o - - it M TATATTTATtA Al - tTTAATTATTal A4
M3,  iberiensis (Isparcya) TTAATALATTAATATALLAT]- - - - - d------ Aitza M TATATTTAT A AL - {TTAATTATTadd 4
L7,  iberiensis (lsparya) TTAAT AL ATTAATATALLAT]- - - oo oo oo oo - ltza i TATATTTAT b A4 TTALTTATTad Ak
MIZ,  iberiensis (Isparrya) TTAATALATTAATATALLAT]- - === ----- it as MTATATTTAT u A - {TTAATTATTHA AL
A1, adansoni (Zamibiya) TTAATAAATTAATATALMATAL LA AR ATATAbtazh sTATATTTAT b A4 - fTTAATTATTaAL L
A4, Feotellata (Cuney Afrika) TTAATARATTAATATAAAATAAAACARSATSTALtazh sTATATTTAT LA - tTTALTTATTaALA
A47 ) adansoni (Mijeriya) TTAATAAATTAATATALMATAAALCASAATAT AtagASTATATTTAT ab A4 -t TTAATTAT T2l Y
A% intermissa (Fas) TTAATAAATTAATATALL ATAL ALl AR ATAT Al esad sTATATTTAT AL L -fTTALTTAT T2k A4
A9, intermissa (Cezayif) TTAATAMATTAATATALLATAL AL A MAATST Al csad sSTATATTTAT AR A - TTALTTATTal A4
Al11,  iheriensis (Fortekiz) TTAATAMATTAATATALMATALLL A M AT T Al eswad sSTATATTTAT R ALL -Frorormor o= s
&14 adansonii (Watnihya) TTAAT & ATTAATATAALATA & Abef dh A TAT A caghaT ATATTTAT ak Al -|-- - oo oo -
A415,  iheriensis (Kanarf) TTAATAAATTAATATAAAATAAAA-AALATST Adcsh STATATTTATRMAR |- - ML __
421, iberiensis (Fortekiz) TTAATAAATTAATATALAATAL AL h A A ATAT Ahesnd ATATATTTAT RS | <o cc o ce e o -
412, iberiensis (Fortekiz) TTAATAAATTAATATALAATAL AL h A8 ATAT Alesnd STATATTTAT 2 AL A - {TTALTTATTHALL
435, adansoni (Hamibya) TTAATAMATTAATATALAATAL AL b AL ATAT A s FTATATTTAT ALA -{TTAATTAT T A4
427, litorea (Bomali) TTAATAMATTAATATALLATAL AL MAATST Aleaal sSTATATTTAT AL - tTTAATTATTal A4
419, adansoni (Gine TTAATAAATTAATATALMATAAALCASARTAT Alcs - - - - TATTTATtaA AL - {TTAATTATTaALA
A26,  adansoni (Yunanistar] — TTAATARATTAATATAAAATAAAACARA--- - - TATATTTATtab A A- {TTAATTATTaA AL
C1,  ligustica (RAlIFE] oo s oo BT
22, thacedonica (Yunatdstatl] - - oo im s e m e e e e eeeei e e
01,  litorea (Bomali) TTAATAAATTAATATALL ATALAMAALATSTAL sl sTATATTTAT 2l A - cTTAATTATTaA A4
02,  syraca (libnan) TTAATAAATTAATATALL ATAL LA A AATATALcagf TATATTTAT AL L - cTTALTTATTaA LA
03,  syraca ((Libnar) TTAATALATTAATATALAATALLL - - - - - aTA hraghtTAT ATTTATtak &4 - cTTAATTATTaAAL
Y1,  jemenitica (Etiopya) TTAUTF === === == === ‘mammmammmﬂm Tashid AfTTALTTATTaA A4
Y2, jemenitica (Etiopya) TTabTh - AtAAAATITAMaabaTATATTTATtaalldtd A fTTAATTATTall i A

Sekil 2.12 Substitiisyon (baz degisimi) niikleotitleri kiigiik harflerle gosterilen COI-COII
mitotiplerinin P bolgesi

Hicbir delesyon icermeyen PO dizisi (A) ve (O) soylarmma ait mitotipleri

tanimlamaktadir, d delesyonunu iceren P dizisi (M) soyuna ait mitotipleri, d1 delesyonu
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iceren P1 Atlantik sahiline ait A soyunu ve d2 delesyonu iceren P2 yeni ortaya ¢ikan Y

soyunu tanimlamaktadir (Franck ve ark. 2001)

Haritalar Dral enzimi kesim modeli ve COI-COII intergenik bdlgenin dizi analizi
sonucu ortaya ¢ikmigtir. Kesim bdlgeleri 1’den 10’a numaralandirilmistir. Delesyon ve
insersiyonlar sirasiyla d ve i harfleri ile numaralandirilmigtir. Ust numaralar esit boyutlu

kesim parcaciklarina isaret etmektedir (Franck ve ark. 2001)

Susnik ve ark. (2004) Slovenya’nin 10 farkli bolgesinden alinan 269 A. m. carnica bal
aris1 6rnegini Dral restiriksiyon enzimi ile COI-COII intergenik bolgesini analiz etmislerdir.
Tim oOrnekler C mtDNA soyunun yeni bir haplotipi olarak degerlendirilmis ve C2c olarak

adlandirilmstir.

Turkiye balarilarinda mtDNA analizi yapilan bir ¢alismada (Kandemir ve ark. 2006),
Tiirkiye’nin 36 farkli yoresinden, 334 balaris1 kovanindan yapilan mtDNA analizi sonucunda
Smith ve ark. (1997) ve Palmer ve ark. (2000) Tirkiye’deki balarisi alttiirlerinin C soy hattina
ait olduguna dair yargilarin1 destekler veriler elde etmislerdir. Yine Hatay’da, Palmer ve ark.
(2000) sonuglar1 gibi farkli bir mtDNA profili gézlenmistir. Kandemir ve ark. (2000),
morfometri, allozim ve mikrosatellit verilerine gore Trakya ve Anadolu arilarinin ayrilmasina
dayanarak Ruttner (1988)’in yaptigi smiflandirmanin daha dogru oldugu sonucuna
varmiglardir. Sekil 2.13 ve 2.14°te allozim ve mikrosatellit ¢esitliligine dayanarak elde edilen
iki soyagaci goriilmektedir. Soyagaclarinin ortak noktast Avrupa ve Anadolu arilarin ayri
gruplanmalaridir. Morfometri, allozim, mitokondri DNA’da gbzlenen ¢esitlilik Anadolu’nun

balarilarinin evrimlestigi bolgeye yakin oldugu sonucuna isaret etmektedir.
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Sekil 2.13 Allozim ¢esitliligine dayanarak elde edilen soy agaci (Kandemir ve ark. 2005’den
uyarlanmistir)

i

L askizahir

- kirklarald

chalkiddki

Sekil 2.14 Mikrosatellit verilerine dayanarak elde edilen soy agaci (Bodur 2000’den
uyarlanmstir).

Ozdil ve ark. (2007), Tiirkiye'nin 19 farkli yoresinden toplam 244 adet isgi ari
ornegini mtDNA’da bulunan biiyiik ribozom alt birimi (IsrRNA /EcoRl), sitokrom oksidaz b
(cytob/Bg/I1l) genlerinde PCR-RFLP analizine gore kesim noktasi varyasyonu olup olmadigini
aragtirmiglardir. Ayrica sitokrom oksidaz I ile II arasindaki intergenik bdlgenin (COI-COII
arasi) Dral ve Hinfl kesim enzimleri ile kesilerek RFLP analizi ve toplam 40 6rnekte DNA
dizi analizi yapilmistir. Belirtilen lokuslardaki kesim bolgelerinin varligina/yokluguna bagl
olarak Tiirkiye bal aris1 populasyonlarinin Dogu Avrupa ve Akdeniz genetik soyu igerisinde

degerlendirilebilecegini bildirmislerdir.
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Tiirkiye bal aris1 populasyonlarinda COI-COII intergenik bolgesinin Hinfl enzimi ile
muamele edilmesi sonucunda 2 farkli haplotip ya da enzim kesim modeli tespit edilmistir. Bu
farkli haplotipler COI-1I/HIinfl-C1 (292, 260 ve 26 bg lik 3 farkli bant modeli) ve COI-
II/Hinfl-C2 (292, 240, 26 ve 20 bg’lik 4 farkli bant modeli) olarak ifade edilmistir. S6z
konusu c¢alismada Bolu/Y1gilca’dan alinan bir 6rnekte farkli bir kesim modeli tespit edilmis
olup bu haplotip COI-II/Hinfl-C1 ile gosterilmistir. Diger 6rneklerin tamaminin COI-I1/Hinfl-
C2 haplotipinde oldugu bildirilmistir (Fakhri 2008).

Alburaki (2009), Suriye bal arilarinin genetik profilini belirlemek amaciyla topladigi
bal aris1 6rneklerinde mtDNA’nin COI-COII bolgesini calismistir. A (Afrika) ve C (Kuzey
Akdeniz) genetik soyuna ait 6rneklerin iilkenin geneline yayildigi goriilmektedir. Sam’da A
soyu % 86; C soyu % 14, Souweida’da A soyu % 87; C soyu % 13, idlib’te A soyu % 32; C
soyu % 68, Lazkiye’de A soyu % 87; C soyu % 14, Kounitera’da A soyu % 86; C soyu % 10
olarak belirlenmistir. Arastirmaci, bal aris1 6rneklerinde mitokondriyal belirtecler ile haplotip
analizi sonucunda Suriye arilarmi Z haplotipi olarak isimlendirmistir. Ozellikle Sam ile
giineyindeki bolgeler, Lazkiye, Idlib, Rakka ve Hama illerinde Suriye arilarmin bulundugu
bunun yam sira Hama’da Italyan aris1, Rakka’da hem Italyan hem de Buckfast aris1 haplotipi

tespit edilmistir.

Alattal ve ark. (2014), Suudi Arabistan’daki ar1 alttiirlerini karakterize etmek igin 179
ornekte morfometrik ve genetik belirtegler kullanilmistir. 24 &zellik kullanilarak yapilan
morfometrik analiz sonucunda ¢ogu Suudi bal arist O6rnekleri Apis mellifera jemenitica
referans grubu ile kiimelenmis, digerleri ise Apis mellifera litorea oldugu bildirilmistir.
mMtDNA COI-COII bélgenin dizi analizinde 18 yeni haplotip elde edilmis. Cogu haplotipin O
soyundan oldugu, sadece 2 haplotipin C soyundan oldugu gozlenmistir.

Rahimi (2015)’de, Giiney iran’daki bal aris1 populasyonlarinda mtDNA COI-COII
intergenik bolge calisilmistir. 6 ilden (Sistan ve Belugistan, Kerman, Fars, Hormozgan,
Busehr ve Huzistan) 60 6rnek toplanmigtir. COI-COIlI intergenik bolgesinin Dral enzimi ile
kesimi sonucunda Giiney iran bal aris1 populasyonlarmin C soyuna ait oldugunu bildirilmistir.

Toplanan 6rnekler arasinda genetik ¢esitliligin diisiik oldugu bildirilmistir.

Gerek alloenzim gerekse morfometrik yontemler ile yapilan arastirma sonuglarina
gore Tirkiye’de 5 farkli bal aris1 (Apis mellifera L.) alttiriiniin oldugu gosterilmistir (Cizelge
2.3).
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Cizelge 2.3 Tiirkiye’de bulunan 5 farkli Apis mellifera L. altttri

A. m. anatoliaca

Ruttner 1988; Smith ve ark. 1997; Palmer ve ark. 2000; Kandemir ve
ark. 2006

A. m. caucasica

Ruttner 1988; Smith ve ark. 1997; Palmer ve ark. 2000; Kandemir ve
ark. 2006

A. m. carnica Bodenheimer 1941; Smith ve ark. 1997; Palmer ve ark. 2000; Kandemir
ve ark. 2006

A. m.syriaca Ruttner 1988; Palmer ve ark. 2000; Kandemir ve ark. 2006

A. m. meda Ruttner 1988
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Materyal ve 6rnekleme

Aragtirmanin  materyalini  Trakya bolgesini  temsil edebilecek bal arisi

populasyonlarindan 6rneklenen is¢i arilar olusturmaktadir. Bu amagla Tekirdag, Kirklareli,
Edirne, Canakkale, Gokgeada’dan toplam 322 adet bal aris1 6rnegi ile ¢alisilmistir (Sekil 3.1,
Cizelge 3.1). Her bir populasyonda o bdlgeyi istatistik olarak azami diizeyde temsil etme

yetenegine sahip Orneklemenin yapilmasima 6zen gosterilmistir. Her bir kovandan bir adet

olacak sekilde is¢i ar1 analiz edilmistir.

Cizelge 3.1 Orneklerin toplandig1 yoreler ve drnek genisligi

Yoreler Ornek Genisligi (n)
Tekirdag 93

Kirklareli 39

Edirne 69

Canakkale 73

Gokceada 48

Toplam 322

Sekil 3.1 Bal aris1 6rneklerinin alindigr iller
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3.1.2 Arac ve gerecler

Bu c¢aligmada kullanilan arag ve gereclerin listesi Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2 Calismada kullanilan arag ve gereglerin listesi

Bidestile Saf Su Cihaz1 — GFL 2104

DNA izolasyonu ve PCR reaksiyonlari i¢in
kullanilan tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi

pH metre — Jenco (6173) Tampon ¢ozeltilerin  hazirlanmasi  igin
gerekli pH ’nin belirlenmesi
Nano Drop Spectrofotometre — Thermo | Izole edilen DNA orneklerinin

Electron Corporation Biomate 5

konsantrasyonlar1 ve saflik derecelerinin
belirlenmesi

Isiticili Manyetik Karigtirict — Heidolph MR
3001

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Calkalayic1 (Vortex) — Wisd (WiseStir
MSH-20A)

Tampon c¢ozeltilerin hazirlanmasi ve DNA
izolasyonu

Santrifuj — Hettich (Universal 320)

DNA izolasyonu ve PCR asamalarinda
orneklerin kisa siireli santrifiij edilerek
cokturilmesi

Manuel Hassas Terazi — Kern (FCB 3KO0.1)
Dijital Hassas Terazi — And (GF-600)

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasinda sarf
malzemlerin tartilmasi

Gradient Thermal Cycler Applied
Biosystems® Veriti®

PCR ile lokuslarin ¢ogaltilmasi

Calkalayici Isitict

DNA izolasyonu

Agaroz Jel Elektroforez Takimlart — Thermo
OWL Marka (B1, B2 ve Al)

DNA izolasyonu ve PCR urinlerinin tespit
edilmesi, restriksiyon sonucu elde edilen
bant modellerinin jelde belirlenmesi

Gii¢ Kaynaklar1 — Thermo EC (600 — 90)

Elektroforez sistemlerinin elektrik

ortamlarinin saglanmasi

Jel Goriuntileme ve Analiz Sistemi — Vilber

DNA izolasyonu, PCR drinleri ile RFLP

Lourmat lokuslarin ~ jelde  goriintiilenmesi  ve
bilgisayar ortamina aktarilmasi

Termal Yazic1 — HP DNA izolasyonu, PCR drunleri ile
mikrosatellit  lokuslarin arsivlenmesi igin

baski yapilmasi

Mikro Dalga Firin1 — Argelik

Agaroz jellerin hazirlanmasi

Derin Dondurucu (-80 °C)
Derin Dondurucu (-25 °C)
Derin Donduruculu Buzdolab1 — Arcelik 401

Omek ve ¢esitli  sarf malzemelerin
saklanmasi

Ceker Ocak-— TEZ-SAN Uzay Serisi

Cesitli tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Otoklav — ALP

Kullanilan malzemelerin sterilizasyonu
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3.1.3 Tampon c¢ozeltiler

Cizelge 3.3 Elektroforez ve agaroz jellerin hazirlanmasinda kullanilan stok ve tampon
¢Ozeltilerin bilesimleri

Tampon Cozelti Molarite/Miktar Icerik

TE Tampon Cozeltisi 10 mM Tris
1mM EDTA

10 X TBE 108.0g Tris

Elekrtroforez/Jel Stok 55.09 Borik Asit

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

1 X TBE Elekrtroforez/Jel 100 ml 10 X TBE

Tampon Cozeltisi 1 litreye tamamlanir Deiyonize bdH20

3.2 YOntem

3.2.1 Genomik DNA izolasyonu

Ergin is¢i ar1 6rnegi alinarak, % 95°lik etanol iceren 1.5 ml’lik eppendorf tiipler iginde
laboratuvara getirilmis ve toplam genomik DNA’nin izolasyonu yapilincaya kadar -20 °C’de

muhafaza edilmistir.

Genomik DNA izolasyonu, Hall (1986, 1990)’ un tanimladigi fenol-kloroform
ekstraksiyon metodu mevcut laboratuvar kosullarina gore kosullarina gore degistirilerek

yapilmistir. DNA molekiilleri agagida verilen islem siralar1 sonucunda izole edilmistir.

1.gUn

Etanol i¢inde tutulan 6rneklerin gogiis kismi, bisturi ile kiigiik pargalara ayrilmis ve
1.5 mL’lik tiipler i¢cine alinmistir. Tiiplere 500 pL. TEN tamponu (1 M NaCl, 0.5 M EDTA, 1
M Tris (pH 8.0) ilave edilmis ve drnekler homojenizatOrde ezilmistir. Daha sonra 25 pL. SDS
(% 20), 10 pL Proteinaz K (20 mg/mL) ilave edilerek tipler +58 °C’de 5 saat bekletilmistir.
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Ornekler 13000 rpm (devir/dakika)’de 10 dakika santrifiij edilmis ve siipernatantlar
(tiiplerin Ustiinde kalan sivi kisim) yeni tiiplere aktarilmistir. Tiiplere 150 pL fenol + 150 pL
kloroform izoamil alkol (24:1) ilave edilerek karistiricida 10 dakika vortekslenmistir. Tiipler
13000 rpm hizda 10 dakika santrifiij edilip fazlarin ayrilmasi saglandiktan sonra
stpernatantlar yeni tlplere aktarilip tizerlerine 300 puL kloroform izoamil alkol ilave edilerek
10 dakika vortekslenmis ve 13000 rpm’de 10 dakika santriflij edilmistir. Siipernatantlar yeni
tlplere alindiktan sonra tizerlerine 800 uL -20 °C’de tutulan % 95’lik etanol ve 50 puL 3M
sodyum asetat ilave edilmistir. Ornekler -20 °C’de gece boyu bekletilmistir.

2.gun

Derin dondurucudan alian 6rnekler 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Elde
edilen pelet, % 70 ’lik etanol ile iki kez yikanmistir. Bu islemden sonra ¢eker ocakta tiiplerin
agz1 agik olarak 1 saat bekletilerek pelet kurutulmustur. DNA peleti +37 °C’de 100 uL TE
tamponu (10:1) ve 5 pL Rnaz (10 mg/mL) icinde cOzdirUlmiistir. Elde edilen DNA

molekiilleri PCR islemi yapilincaya kadar +4 °C de muhafaza edilmistir.

3.2.2 Mitokondriyel DNA Sitokrom C Oksidaz | ile 11 (COI-COII arasi) arasindaki

bélgenin PCR ile ¢ogaltilmasi

Istenilen nitelikte DNA izolasyonu yapildiktan sonra hedeflenen mitokondriyel DNA
Sitokrom C Oksidaz | ile 1l (COI-COII arasi) arasindaki bodlgenin ¢ogaltilmast PCR ile
gergeklestirilmistir. Bu lokus 6zgiin primerler yardimiyla PCR cihazinda ¢ogaltilmis ve Xbal
restriksiyon enzimi ile kesilerek analiz edilmistir. Mitokondriyel DNA PCR-RFLP lokusunda
kullanilan primer ¢iftleri, restriksiyon enzimi ve yararlanilan kaynak Cizelge 3.4’de

verilmistir.

Cizelge 3.4 Calisilan mtDNA PCR-RFLP lokusu, primerler, restriksiyon enzimi ve kaynaklar

Mitokondriyel DNA | Primerler (5'—3") Enzim | Kaynak
lokuslari

Sitokrom C oksidaz 1 ile Il
arasindaki bolge

(COI-COII arast) gr?qlilth v
COI-COlI aras1 — F TCT ATACCACGACGTTATTC | Xbal (1991)
COI-COII aras1 — R GAT CAATAT CATTGATGA CC

Not: F, ileri primer; R, geri primer
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Cizelge 3.5 PCR reaksiyonu toplam hacmi 25 uL olacak sekilde laboratuvar kosularinda
optimize edilmistir

Ana Stok Son konsantrasyon Kullanilan miktar (uL)
DNA 20 ng 1,0 uL
10 x PCR Buffer 1X 2,5 uL
MgClz (50 mM) 1,8 mM 0,9 uL
dNTPler (1 mM) 0,2 mM 5,0 pL
fleri Primer (10 pM) 0,2 UM 0,5 uL
Ters Primer (10 uM) 0,2 uM 0,5 uL
Taq polimeraz (5U/ pL) 1U 0,2 uL

Cizelge 3.6 PCR sartlar

On denaturasyon (DNA  eksenlerinin
94 °C — 1 dak. y 4

birbirlerinden ayrilmasi)

Denaturasyon (DNA eksenlerinin
94 °C — 45 sn y .

birbirlerinden ayrilmasi)

Baglanma (Primerin komplementer kalip
48 °C— 45 sn 30 déngii

DNA ekseni bolgesine baglanmast)

Uzama (Uzerinde durulan DNA bolgesinin
62 °C — 2 dak.

sentezinin yapilmasi)

Son wuzama (Uzerinde durulan DNA
62 °C — 20 dak. o

bolgesinin sentezinin son kez yapilmast)

3.2.3 Mitokondriyel DNA Sitokrom C Oksidaz I ile Il (COI-COII aras1) arasindaki

bolgenin Xbal restriksiyon enzimi ile kesilmesi

Mitokondriyel genomda c¢alisilan lokus COI-COII arasi gen bolgesinin  Xbal
restriksiyon enzimi ile kesimidir. Bu lokus 6zgun primerler yardimiyla PCR cihazinda
cogaltilmis ve yukarida belirtilen restriksiyon enzimi ile kesilerek analiz edilmistir. Xbal
restriksiyon enzimi, Xanthomonas badrii organizmasindan elde edilmektedir. Xbal

restriksiyon enzimi, restriksiyon yaptig1 6zgiin tanima dizisi Sekil 3.2 verilmistir.
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Enzim Tamma Bélgesi Kesin Sonras: Elde Edilen DNA Parcaciklan

----- T | CTAG A wswmmesnes T  CTAGA
XBAI

Sekil 3.2 Xbal restriksiyon enzimi, restriksiyon yaptigi 6zgiin tanima dizisi

PCR isleminden sonra elde edilen PCR urunleri hizli kesim yapan Xbal restriksiyon
enzimi ile 37°C’de 15 dakika bekletilerek muamele edilip kesim islemi gergeklesmistir
(Cizelge 3.7). Xbal ile muamele edilen Orneklerin tamamina sirasi ile % 2’lik agaroz jel
elektroforez islemi uygulanmistir. Goriintli analizi sisteminden yararlanilarak farkli 6rneklere

ait kesim profilleri ve elde edilen bantlarin molekiiler biiyiikliikleri tespit edilmistir.

Cizelge 3.7 Xbal restriksiyon enzimi kesim reaksiyonu

PCR Uriini 15 pL

Xbal restriksiyon enzimi | 1,0 pL
(Invitrogen™ Anza™ Restriction Enzyme
Cloning System)

Red Buffer 2,0 uL

Deiyonize bdH20 2,0 uL

3.2.4 Mitokondriyel DNA Sitokrom C Oksidaz 1 ile 11 (COI-COII arasi) arasindaki

bblgenin DNA dizi analizi

mtDNA COI-COIl aras1 gen bolgesinde, niikleotid farkliliklarini ortaya koymak
amaciyla DNA dizi analizi yapilmistir. Bu amagla farkli kesim profili veren ti¢ haplotipten
birer ornek ile referans olarak analiz edilen Sirbistan’dan iki adet Karniyol aris1 (A. m.
carnica), Yunanistan’dan iki adet Makedonya aris1 (A. m. macedonica) ve Polonya’dan bir
adet Avrupa esmer aris1 (A. m. mellifera) 6rnekleri DNA dizi analizine tabi tutulmustur. ileri

ve geri primerler ile iki yonlii okuma yapildiktan sonra elde edilen dizi analizi sonuglari,
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ChromasPro programi kullanilarak birlestirilmis ve Bioedit programinda (Hall 1997-2013)
hizalanmistir. DNA dizi analizi verileri kullanilarak Trakya Bolgesinde elde edilen farkli
haplotiplere ait dizi analizi sonuglar1 ile referans olarak temin edilen Avrupa bal arilari
arasindaki genetik farkliliklarin (d) ortaya konulmasi amaciyla, MEGA 6 bilgisayar paket

programindan yararlanilmistir (Tamura ve ark. 2013).

43



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Mitokondriyel DNA Sitokrom C Oksidaz | ile Il (COI-COII arasi) arasindaki gen

bélgesinin PCR Cogaltim

fleri 5 TCT ATA CCA CGA CGT TAT TC 3' ve Geri 5 GAT CAA TAT CAT TGA
TGA CC 3' primerler kullanilarak COI-COIl aras1 gen bolgesinin PCR ile ¢ogaltimi
sonucunda 857 bg’lik bir bolge ¢ogaltilmistir. PCR drinleri, % 1’lik agaroz jel kullanilarak
elektroforez yontemiyle kontrol edilmistir. PCR ¢ogaltimlar1 sonucunda tim Trakya ve Dogu
Avrupa Orneklerinde 857 bg lik tek bant elde edilirken, referans olarak jele yuklenen Avrupa
esmer arisinda (A. m. mellifera) 1100 bg lik bant elde edilmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 COI-COlI aras1 gen bolgesi PCR arunleri
% 1’lik agaroz jel elektroforezi ile elde edilen PCR drunleri; 1-2: A. m. mellifera
(1100 bg), 3-4: A. m. carnica (857 bg), 5: A. m. caucasica (857 bg), 6: A. m.
anatoliaca (857 bg), 7: Tip 1 haplotipi (857 bg) , 8: Tip 2 haplotipi (857 bg), 9: Tip
3 haplotipi (857 bg), M: Invitrogen™ 100 bp DNA Ladder.
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4.2 Mitokondriyel DNA Sitokrom C Oksidaz | ile Il (COI-COII arasi) arasindaki gen

bélgesinin Xbal Restriksiyon Enzimi ile Kesimi

COI ile COII genleri arasinda yer alan bolgede genetik farkliligin fazla oldugu
bildirilmektedir (Hall ve Smith 1991, Garnery ve ark. 1993). Turkiye genelinde incelenen bal
arilarinda mtDNA genomu COI gen bolgesi, tek bir Xbal kesim noktas1 icermektedir. 857 bg
lik COI-COII aras1 gen bolgesinde 195. pozisyonda bulunan tek bir Xbal restriksiyon enzimi
kesimi sonucu 662 bg ve 195 bg lik kesim profili elde edilmistir. Buna karsilik Trakya’dan
alinan bir kisim Orneklerde ayni1 gen bolgesinde ikinci bir Xbal kesim bdlgesi daha oldugu
goriilmistiir (Smith ve ark. 1997, Palmer ve ark. 2000). Daha once yapilan arastirmalarda
ikinci bir Xbal kesim bdlgesine Avusturya ve Balkanlar’da A. m. carnica alttirini temsil
eden Orneklerde rastlanmistir (Smith ve Brown 1990, Meixner ve ark. 1993). COl/Xbal
bakimindan farklilik gésteren bu iki grup arasinda yalnizca tek bir nokta mutasyonu oldugu
goriilmistir. 857 be biiyiikligiinde COI-COII aras1 gen bolgesinin 115. pozisyonda meydana
gelen nokta mutasyonu sonucu (T—C transizyonu) 2. bir kesim noktas1 daha olugsmustur ve
TTTAGA scklinde olan DNA dizisi, TCTAGA olarak yeni bir Xbal kesim noktasi
olusturmustur. Bu ilave kesim sonucu jelde 662-115-80 bg lik 3 banttan olusan kesim profili
elde edilmistir (Sekil 4.2). Calisilan drneklerin sadece ikisinde yeni bir kesim profili daha
gozlenmistir. Sadece 115. pozisyonda tespit edilen Xbal kesim noktasi temelinde 742-115 bg

lik iki banttan olusan kesim profili de elde edilmistir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda galisilan tim orneklerde COI-COII arasi bolgede Xbal
restriksiyon enzimi ile kesim sonucu ti¢ farkli haplotip elde edilmistir. Tip 1 haplotipinde 662
ve 195 bg lik 2 bant, Tip 2 haplotipinde 662, 115 ve 80 bg lik 3 bant ve Tip 3 haplotipinde
742 ve 115 bg lik 2 banttan olusan kesim profili tespit edilmis ve bu sonuglar % 2’lik agaroz
jelde gosterilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 COI-COII aras1 Xbal restriksiyon enzimi kesim sonucu
% 2’lik agaroz jel elektroforezi ile elde edilen kesim Urunleri 1: A. m. mellifera
(1100 bg-kesim yok), 2-3: A. m. carnica (3 bant; 662-115-80 b¢), 4: A. m. caucasica
(2 bant; 662-195 bg), 5: A. m. anatoliaca (2 bant; 662-195 bg), 6: Tip 1 haplotipi (2
bant; 662-195 bg), 7: Tip 2 haplotipi (3 bant; 662-115-80 bc), 8: Tip 3 haplotipi (2
bant; 742-195 bg), M: Invitrogen™100 bp DNA Ladder.

4.3 Mitokondriyel DNA Sitokrom C Oksidaz | ile Il (COI-COII arasi) arasindaki gen

bélgesinin DNA Dizi Analizi Sonucu

Bu tez calismasinda arastirilan COI-COII arasi1 gen bolgesi 857 b¢’lik bir bolgedir.
Trakya bal aris1 6rneklerinde bu gen bolgesinde PCR-RFLP yontemi ile tespit edilen ii¢ farkl
haplotipin niikleotid dizisi, Sirbistan’dan Dr. Ljubisa Z. STANISAVLJEVIC den temin edilen
iki adet Karniyol aris1 (A. m. carnica), Yunanistan’dan Dr. Leonidas CHARISTOS tan temin
edilen iki adet Makedonya aris1 (A. m. macedonica), Polonya’dan Dr. Andrzej OLEKSA’dan
temin edilen bir adet Avrupa esmer aris1 (A.m. mellifera) ve ayrica Tiirkiye’den Dr. Ahmet
Giirel’den alinan Kafkas aris1 (A. m. caucasica) ornekleri ile birlikte DNA dizi analizine tabi

tutulmustur. DNA dizi analizi sonucu elde edilen niikleotid farkliliklar1 Ek1’de verilmistir.
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Tip 1 haplotipinde 195. pozisyonda tek bir Xbal kesimi sonucu 662 b¢ ve 195 bg lik
kesim profili elde edilmistir. Tip 2 haplotipinde 115. pozisyonda meydana gelen tek nokta
mutasyonu sonucu (T—C transizyonu) 2. bir kesim noktasi daha olusmustur ve 662, 115 ve
80 be¢ lik kesim profili elde edilmistir. En nadir gorilen Tip 3 haplotipinde ise 199.
pozisyonda meydana gelen G—A transizyonu sebebiyle 195. pozisyonda goriilen Xbal kesimi
yok olmus, sadece 115. pozisyonda meydana gelen tek nokta mutasyonu sonucu (T—C) tek
kesim ve 2 bant (742 ve 115 bg) elde edilmistir (Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5).

Type 1

TCTATACCACGACGTTATTCAGACTATCCAGATTCTTATTACTGTTGAAATTCAATTTCA
TCTATAGGATCAATAATTTCATTAAATAGAATAATTTTTTTAATTTTTATTATTTTAGAA
AGATTAATTTCTAAACGAATATTATTATTTAAATTCAACCAATCATCACTTGAATGATT

AAATTTTTITACCACCTGINGE TCATTCACATT TAGAAATTCCATTATTAATTAAAAATTT
AAATTTAAAATCAATT T TAATTAAATTTTAATATGGCAGAATAAGTGCATTGAACTTAA
GATTCAAATATAAAGTATTTTTAAACTTTTATTAAAATTTCCCACTTAATTCATATTAAT
TTAAAAATAAATTAATAACAATT T T TAATAAAATAAATAATTAATTTTATTTTITATATTG
AATTTTAAATTCAATCTTAAAGATTTAATCTTTTTATTAAAATTAATAAATTAATATAAA
ATAAAACAAAATATAACAGAATATATT TATTAAAATTTAATTTATTAAAATTTCCACAT

GATTCATATTTATATTTCAAGAATCAAATTCATATTATGCTGATAATTTAATTTCATTITC
ATAATATAGTTATAATAATTATTATTATAATTTCAACATTAACTGTATATATTATTITTAG
ATTTATTTATAAACAAATTTTCAAATTITATTTTTATTAAAAAATCATAATATTGAAATTA
TTTGAACAATTATTCCAATTATTATTCTATTAATTATTTGTTTTCCATCATTAAAAATTTT
ATATTTAATTGATGAAATTGTAAATCCTTTTTTTTCAATTAAATCAATT

Sekil 4.3 Tip 1 haplotipinde 195. b¢’de tek kesim sonucu 662 ve 195 bg lik 2 bant elde
edilmistir.

Type 2

TCTATACCACGACGTTATTCAGACTATCCAGATTCTTATTACTGTTGAAATTCAATTTCA
TCTATAGGATCAATAATTTCATTAAATAGAATAATTTTTTTAATTTTTATTATCIGE A
AGATTAATTTCTAAACGAATATTATTATTTAAATTCAACCAATCATCACTTGAATGATT

AAATTTTTITACCACCHEIEGE TCATTCACATTTAGAAATTCCATTATTAATTAAAAATTT
AAATTTAAAATCAATTTTAATTAAATTTTAATATGGCAGAATAAGTGCATTGAACTTAA
GATTCAAATATAAAGTATTTTTAAACTTTTATTAAAATTTCCCACTTAATTCATATTAAT
TTAAAAATAAATTAATAACAATTTTTAATAAAATAAATAATTAATTTTATTTTTATATTG
AATTTTAAATTCAATCTTAAAGATTTATCTTTTTATTAAAATTAATAAATTAATATAAAA
TAAAACAAAATATAACAGAATATATTTATTAAAATTTAATTTATTAAAATTTCCACATG

ATTCATATTTATATTTCAAGAATCAAATTCATATTATGCTGATAATTTAATTTCATTTCA

TAATATAGTTATAATAATTATTATTATAATTTCAACATTAACTGTATATATTATTTTAGA
TTTATTTATAAACAAATTTTCAAATTTATTTTTATTAAAAAATCATAATATTGAAATTAT

TTGAACAATTATTCCAATTATTATTCTATTAATTATTTGTTTTCCATCATTAAAAATTTTA
TATTTAATTGATGAAATTGTAAATCCTTTTTTTTCAATTAAATCAATT

Sekil 4.4 Tip 2 haplotipinde 115 ve 195 bg¢’de iki kesim sonucu 662, 115 ve 80 b¢ lik 3 bant
elde edilmistir.
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Type 3

TCTATACCACGACGTTATTCAGACTATCCAGATTCTTATTACTGTTGAAATTCAATTTCA
TCTATAGGATCAATAATTTCATTAAATAGAATAATTTTTTTAATTTTTATTAT GG A
AGATTAATTTCTAAACGAATATTATTATTTAAATTCAACCAATCATCACTTGAATGATT

AAATTTTTTACCACCTCTAAATCATTCACATTTAGAAATTCCATTATTAATTAAAAATTT
AAATTTAAAATCAATTTTAATTAAATTTTAATATGGCAGAATAAGTGCATTGAACTTAA
GATTCAAATATAAAGTATTTTTAAACTTTTATTAAAATTTCCCACTTAATTCATATTAAT
TTAAAAATAAATTAATAACAATTTTTAATAAAATAAATAATTAATTTTATTTTTATATTG
AATTTTAAATTCAATCTTAAAGATTTAATCTTTTTATTAAAATTAATAAATTAATATAAA
ATAAAACAAAATATAACAGAATATATTTATTAAAATTTAATTTATTAAAATTTCCACAT

GATTCATATTTATATTTCAAGAATCAAATTCATATTATGCTGATAATTTAATTTCATTTC
ATAATATAGTTATAATAATTATTATTATAATTTCAACATTAACTGTATATATTATTTTAG
ATTTATTTATAAATAAATTTTCAAATTTATTTTTATTAAAAAATCATAATATTGAAATTA
TTTGAACAATTATTCCAATTATTATTCTATTAATTATTTGTTTTCCATCATTAAAAATTTT
ATATTTAATTGATGAAATTGTAAATCCTTTTTTTTCAATTAAATCAATT

Sekil 4.5 Tip 3 haplotipinde sadece 115 bg.’de tek kesim sonucu 742 ve 115 bg lik 2 bant elde
edilmisgtir.

Trakya bal aris1 6rneklerinde COI-COII aras1 gen bolgesinde PCR-RFLP yontemi ile
tespit edilen ti¢ farkli haplotip ile referans olarak temin edilen Kafkas (A. m. caucasica),
Karniyol (A. m. carnica), Makedonya (A. m. macedonica) ve Avrupa Esmer aris1 (A. m.
mellifera) ornekleri ile yapilan DNA dizi analizi sonucu elde edilen Komsu Birlestime
Agacinda (Neigbour Joining Dendogram) Tip 1 haplotipi, Kafkas arist ile ayn1 kiimede
bulunurken, Tip 2 ve Tip 3 haplotipleri Makedonya ve Karniyol aris1 ile ayn1 kiimede yer
almistir (Sekil 4.6). Analiz edilen tiim Trakya orneklerinde Tipl haplotipi yaygin bulunan
haplotiptir (% 58). Kirklareli ve Edirne’de Tip 2 haplotipi yaygin haplotip olarak

bulunmustur.

Ao mocarnica Serbiat
4' Aomocarnica Serbia2
Aomomacedonica Greecel
Tip3
Aomomacedonica Greece2
TipZ2
I—A.m_caucasica‘l

l A m_caucasica?

Tip1

Acomomellifera

.00l

Sekil 4. 6 DNA dizi analizi sonucu elde edilen Komsu Birlestime Agaci (Neigbour Joining
Dendogram)
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5. SONUC VE ONERILER

Bu arastirmada, Tirkiye’nin Trakya bdlgesinin 5 farkli yoresine ait bal arilarinda
mitokondriyel DNA molekili bakimindan genetik yapinin tanimlanmasi, olasi yeni
haplotiplerin belirlenmesi ve farkli bolgelerde vyetistirilen populasyonlar arasindaki
farkliliklarin tespit edilmesi amaciyla sitokrom C oksidaz I ile II arasindaki bolgede (COI-
COIl aras1i) Xbal restriksiyon enzimi ile kesim (PCR-RFLP) ve DNA dizi analizi

yontemlerinden yararlanilmistir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda ¢aligilan tim Trakya bal arist 6rneklerinde COI-COIl
aras1 bolgede Xbal restriksiyon enzimi ile kesim sonucu ii¢ farkli haplotip elde edilmistir. Tip
1 haplotipinde 662 ve 195 bg lik 2 bant, Tip 2 haplotipinde 662, 115 ve 80 b¢ lik 3 bant ve
Tip 3 haplotipinde 742 ve 115 bg lik 2 banttan olusan kesim profili tespit edilmistir (Sekil
4.2).

Daha Onceki arastirmalarda tek kesim sonucu elde edilen ve bu ¢alismada Tip 1 olarak
adlandirilan haplotipin tiim Tirkiye’den alinan orneklerde goriildiigli ve bu haplotipin
Anadolu ve Kafkas arilarinda goriilen haplotip oldugu bildirilmistir (Smith ve ark. 1997,
Ozdil 2007, Ozdil ve ark. 2009). Buna karsilik Trakya’dan alinan bir kisim &rneklerde aym
gen bolgesinde ikinci bir Xbal kesim bdlgesi daha oldugu goriilmiistiir ve bu ilave kesim
noktasi daha dnceki arastirmalarda da belirtilmistir (Smith ve ark. 1997, Palmer ve ark. 2000).
Daha 6nce yapilan arastirmalarda ikinci bir Xbal kesim bdlgesine Avusturya ve Balkanlar’da
A. m. carnica alttirind temsil eden Karniyol 6rneklerinde rastlanmistir (Smith ve Brown
1990, Meixner ve ark. 1993). Bu c¢alismada Tip 2 haplotipi olarak adlandirilan, iki adet Xbal
kesimi barindiran ve daha 6nce Karniyol arisina ait 0rneklerde tespit edilen bu haplotip de
belirlenmigtir. Ayrica ilk kez bu calismada sadece Tekirdag ve Gokgeada’dan alinan birer
ornekte Tip 3 olarak adlandirilan ve yeni bir kesim profili veren bir haplotip de ortaya
konmustur. Nadir goriilen bu haplotipin selektif bir avantajimin var olup olmadiginin
belirlenmesi ve populasyonda yayilip yayilmayacaginin tespit edilebilmesi i¢in ileriki yillarda

yapilacak ¢aligmalar ile takip edilmesi yerinde olacaktir.

Cizelge 5.1°de haplotiplerin illere gore dagilimi verilmistir.
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Cizelge 5.1 Orneklerin alindig: yerler ve haplotiplerin illere gére dagilimi

Ornek Alinan Yerler Tip 1 Haplotipi Tip 2 Haplotipi Tip 3 Haplotipi
Tekirdag 70 22 1
Kirklareli 5 34 -
Edirne 17 52 -
Canakkale 55 18 -
Gokceada 40 7 1
Toplam 187 133 2

Ydirdtilen bu ¢alisma sonucunda Tekirdag’dan toplanan toplam 93 adet bal arisi
orneklerinin %75’1 Tip 1, % 24’1 Tip 2, % 1’1 Tip 3 haplotipinde bulunmustur. Kirklareli’den
toplanan toplam 39 adet bal aris1 orneklerinin ise % 13’ Tip 1, % 87°si Tip 2 haplotipinde
bulunurken, Tip 3 haplotipi hi¢ gézlenmemistir. Edirne’den toplanan toplam 69 adet bal aris1
orneklerinin % 25’1 Tip 1 ve % 75’1 Tip 2 haplotipinde bulunurken, Tip 3 g6zlenmemistir.
Canakkale’den toplanan toplam 73 adet 6rnekte % 75 Tip 1, % 25 Tip 2 haplotipi elde edilmis
ve Tip 3 haplotipi hi¢ gozlenmemistir. Gokgeada’dan alinan toplam 48 adet bal arisi
orneklerinin % 83’1 Tip 1, % 15’1 Tip 2 ve % 2’si Tip 3 haplotipine dahil bulunmustur. Tim
Trakya bolgesi birlikte ele alindiginda toplanan toplam 322 adet bal aris1 drneklerinin %

58’inin Tip 1, % 41’inin Tip 2 ve % 1’inin Tip 3 haplotipinde oldugu goézlenmistir (Sekil 5.1).

KIRKLARELI

TEKIRDAG
Tip 3
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EDIRNE CANAKKALE

Tip 2

GOKCEADA TRAKYA BOLGESI

Tip 3 Tip 3

Sekil 5.1 Bal arist orneklerinin Tip 1, Tip 2, Tip 3 haplotipi olarak Tekirdag, Kirklareli,
Edirne, Canakkale ve tim Trakya bolgesinde % olarak dagilimi

TUm Trakya bolgesinden toplanan bal aris1 orneklerinin haplotiplere gore dagilimi
incelendiginde tiim Tiirkiye’de yaygin bulunan ve Kafkas ile Anadolu arisina ait olan Tip 1
haplotipinin % 58 oraninda Trakya bolgesinde yaygin bulunan haplotip oldugu goériilmektedir.
Ancak iller bazinda dagilimlar ele alindiginda 6zellikle Kirklareli ve Edirne illerinde Tip 2
haplotipinin sirasiyla % 87 ve % 75 orami ile yaygin bulunan haplotipler oldugu
gorilmektedir. DNA dizi analizi sonucu 6zellikle Tip 2 haplotipinin Makedonya ve Karniyol
arist ile ayn1 kiimede yer aldig1 diistintildiigiinde Kirklareli ve Edirne illerindeki bal arilarinin
Makedonya ve Karniyol aris1 ile benzer orijinden gelmis olabilecegi fikri akla gelmektedir.
Son yillarda Trakya bolgesinde tiim Tiirkiye’deki bal aris1 alttiirlerinden farkli bir alttiiriin var
olduguna dair hipotezler bu ¢alisma ile desteklenmis olmaktadir. Ozellikle Kirklareli ilindeki

yerli ar1 gen kaynaklarinin korunmasi amaciyla T.C. Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanlig:
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tarafindan 23.06.2005 sayili 09518 yazilarina istinaden 29-30 Haziran 2005 tarihinde bir
heyet gorevlendirerek yerli gen kaynaklarinin korunmasi hususunda rapor hazirlanmistir.
09.06.2010 tarih ve 11442 sayili bakanlik kararlar1 dogrultusunda Trakya arisinin korunmasi
icin Kirklareli ili smirlar1 igerisinde 10.000 koloninin bulundugu, yaklasik 30 km capindaki
alan gocer ariciliga kapatilarak izole bolge olusturulmustur. Bu bolgeye ar1 giris ¢ikislar
kapatildig1 icin Trakya bal aris1 kendi i¢inde yetistirilmis ve baska irklar ile melezleme soz
konusu olmamistir. Trakya bal arisinin korunmasi ve tescil edilmesinin giindeme gelmesi
durumunda Oncelikle Kirklareli ve ardindan Edirne’deki bal aris1 populasyonlarinin

degerlendirilmesi gerektigi diigiiniilmektedir.

Tekirdag, Canakkale ve Gokceada’da ise Tip 1 haplotipinin yaygin bulunmasi bu
yorelerdeki bal arilarinin daha ¢ok Kafkas ve Anadolu arisina benzer oldugunu veya bu irklar

ile melezlemenin oldugunu ortaya koymaktadir.

Sonug olarak bu tez ¢aligmasi ile uzun yillardan beri siire gelen Trakya bolgesinde 5. bir
alttiiriin var olup olmadigina dair tartigmalara 151k tutabilecek sonuglar elde edilmistir. Halen
tim Trakya bolgesinde yogun bir melezleme ve karismanin oldugu goriilmekle birlikte ayni
zamanda Karniyol ve Makedonya bal arisina benzeyen bir alt tiiriin ya da ekotipin var oldugu
da goriilmektedir. Bu konuda calismalar itk ve yerli gen kaynaklarmin tanimlanmasi,
korunmasi ve tescil edilmesi kapsaminda daha genis capli 6rnekleme ile morfometi ve genetik

calismalar birlikte ele alinarak ytiriitiilmeli ve tanimlamalar yapilmalidir.
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