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OZET

MUGLA iLINDE CAM BASRA BOCEGI (Marchalina hellenica Genn.
(Hemiptera: Margarodidae))’NiN FARKLI IRKLARININ MORFOLOJIiK
VE MOLEKULER BELIRTECLERLE ORTAYA KONULMASI

Sema KILIC

Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Hasan Sungur CIVELEK
Haziran 2013, 50 sayfa

Diinya ¢icek bali piyasasinda diger ilkelerle g¢esitli nedenlerle rekabet edemeyen
Tiirkiye, ¢am bali ihracati konusunda rakipsiz durumdadir (Gilinaydin 2009).
Diinyadaki ¢am bali tiretiminin %90°1 Tirkiye'de gerceklesmektedir. Tiirkiye ve
Yunanistan’da ¢am balinin ana kaynagi Marchalina hellenica (Hemiptera:
Margarodidae)’nin (Cam Pamuklu kosnili, Basra, ¢cam basras1) salgiladigi ball
maddedir. Yunanistan’da elde edilen ¢am balinin % 60’1 M. hellenica’ nin ball
maddesinden, % 35’nektar ve % 5°de yine diger boceklerin balli maddesinden elde
edilmektedir.

M. hellenica’nin popiilasyonundaki azalmalar yillik ¢am bali veriminde ve
tiretiminde 6nemli diisiislere neden olmaktadir. Bu nedenle; Mugla ili ilgelerinden
farkli ytikseklik ve ekolojik kosullara sahip lokasyonlardaki basrali ormanlardan
toplanan cam basra bocegi erginlerinin morfolojik olarak farkliliklarinin ortaya
konularak irklarinin teshisleri yapilmasi ¢calismanin 6nemli bir amacidir.

Mugla ilindeki farkli ilgelerden farkli ekolojik, cografik ve topografik kosullara sahip
fisttk ve kizilgam ormanlarindan toplanan cam basra bocegi erginleri iizerinde
yapilan morfolojik analizlerle farkliliklari tespit edilen ¢am basra bocegi erginlerine
karsin, son derece hizli sonu¢ veren molekiiler bir teknik olan RAPD (Rasgele
Uretilen Polimorfik DNA) PCR teknigi kullanilarak, toplanan bireylerin DNA
ekstraksiyonlar1 yapilmis ve RAPD band desenleri ¢ikarilarak molekiiler bazda
farkliliklar1 ortaya konulmustur.

Calisma sonucunda Sakarkaya-Fethiye il¢elerinden toplanan M. hellenica’ nin
genetik olarak birbirine en yakin oldugu ve Marmaris (Inbiikii)-Bodrum (Mazi)
ilgelerinden toplanan M. hellenica’nin ise genetik olarak birbirine en uzak oldugu
yapilan RAPD-PCR verilerinin dendrogramda degerlendirilmesi sonucu saptanmuistir.

Anahtar Kelimeler: Marchalina hellenica, RAPD, PCR, Cam bali, Dendrogram



ABSTRACT

PINE BASRA BETTLE’S (Marchalina hellenica Genn. (Hemiptera:
Margarodidae)) DIFFERENT STRAIN EXHIBIT WITH MORPHOLOGICAL
AND MOLECULAR REAGENT IN MUGLA

Sema KILIC

Master of Science (M.Sc.)
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Hasan Sungur CIVELEK
June 2013, 50 pages

World’s flower honey staple for various reasons can not compete with another
countries, but Turkey is unrivaled to export (Giinaydin, 2009). 90% of the world’s
honey production takes place in Turkey. Turkey and Greece, pine honey substance
secreted by the main source of Marchalina hellenica (Hemiptera: Margarodidae)
(Pine Cotton Kosnil, Basra, Pine’s Basra). In Greece, 60% pine honey from the M.
hellenica’s substance of honey, 35% nectar and 5% stil other insects are substances
from honey.

Pine honey yield and production is the raw material of pine honey from pine Basra
betle. Important point of this study, there for, counties in the province of Mugla
locations with different heights and ecological conditions pine Basra beetle’s adults
diagnostic exhibit the morphological differences in pine forest.

Different districts in the province of Mugla’s (different ecological, geographical and
topographical conditions) peanuts and pine forests harvest pine Basra beetle’s adults
exhibit the morphological differences, which is a technique that works extremely fast
molecular RAPD (Randomly Amplified Polimorphic DNA) PCR technique was
carried out pattern of RAPD band.

This study, we determined Sakarkaya-Fethiye countries pick to harvest M. hellenica
genetically of nearest and Marmaris (Inbiikii)-Bodrum (Maz1) countries pick to
harvest M. hellenica genetically of furthest in RAPD-PCR diagrams.

Keywords: Marchalina hellenica, RAPD, PCR, Pine honey, Diagrams
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1. GIRIS

1.1.Amag¢ ve Kapsam

Cam bali Tirkiye’nin rakipsiz bir ithra¢ Uriinlidiir. Cam bali {iretiminde arilarin en
onemli kaynagi ¢am basra bocegi, Marchalina hellenica nin salgisidir. Tiirkiye ¢am
bali iiretiminin yiizde % 75-80’ini Mugla yoresi karsilamakta olup bu konuda
diinyanin sayili bolgelerinden biri olmasi da Mugla ilini bu anlamda o6zel
kilmaktadir. Mugla An Yetistiricileri Birligi’nden alinan bilgiler dogrultusunda son 6
yildan giintimiize Marchalina hellenica’nin popiilasyonundaki azalmalar sonucu
yillik ¢cam bali veriminde ve tiretiminde 13.000 ton gibi dnemli diislis saptanmistir
(Mugla ili An Yetistiricileri Birligi, 2008). Bu nedenle; Mugla ili ilgelerinden farkli
yiikseklik ve ekolojik kosullara sahip lokasyonlardaki basrali ormanlardan
toplanacak ¢am basra bocegi erginlerinin morfolojik olarak farkliliklarinin ortaya
konularak 1rklarmin teshislerinin yapilmasi ve iilkemizin bu konudaki biyolojik

cesitlilik ve zenginligine katkida bulunulmasi ¢alismanin amacini olusturmaktadir.

Ulkemizde ilk kez farkli lokasyonlardan toplanan ve morfolojik olarak farkliliklar:
tespit edilen cam basra bocegi Marchalina hellenica erginleri iizerinde son derece
hizli sonu¢ veren RAPD (Rasgele Uretilen Polimorfik DNA) PCR teknigi
kullanilarak DNA ekstraksiyonlarinin yapilmasi ve toplanan bireylerin RAPD band
desenlerinin ¢ikarilarak molekiiler bazda farkliliklarinin ortaya konularak biyolojik
irklarinin - saptanmasiyla yorenin ve iilkemizin genetik zenginligine katkida

bulunulmasi ¢caligmanin diger bir amacini olusturmaktadir.

Ayrica ¢cam basra boceginin gerek morfolojik ve gerekse molekiiler olarak DNA
bandlarimin ¢ikarilmasiyla farkli biyolojik irklarmin saptanmasi ve bu irklardan
hangisinin Mugla ilinde yaygin ve baskin oldugunun il¢e ve lokasyonlar bazinda

ortaya konulmustur.



1.2.Kaynak Ozetleri

Favia ve arkadaslari, 1994 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Anopheles gambiae (Dip.:
Culicidae)’nin farkli kromozom grubuna sahip olanlarin arasindaki farkliligt RAPD-

PCR ile ortaya koymuslardir.

Lushai ve arkadaglari 1998 yilinda yaptiklart ¢alismada Stobion avenae (Col.:
Curculionidae) tiiriiniin partenogenetik asamalarindaki polimorfizmlerini RAPD-

PCR teknigi ile ortaya koymuslardir.

Lou ve arkadaslar1 1998 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada bugday testere aris1 Cephus
cinctus (Hym.: Cephidae)’un Amerika Birlesik Devletlerinin farkli bolgelerinden
toplanmis bireyleri arasindaki farkliliginit RAPD-PCR tekniginde 60 tane rasgtele 10-
oligomer kullanarak ortaya koymuslardir. Bu amagla RAPD-PCR tekniginin tiir i¢i
farkliliklarin saptanmasinda etkili bir yontem oldugunu ve bu yontemin basarisinin

kullanilan primerlere (10-oligomer) bagli oldugunu bildirmislerdir.

Tureinaviene ve arkadaslar1 1999 yilinda yaptiklar ¢alismada, birbirine ¢ok yakin
olan 3 tiiriin (Aphis schneideri, A. grossulariae ve A. triglochinis) RAPD-PCR
teknigi ile genetik analizlerini yapmislardir. Bu calismada 3 tiiriin yani sira tiirlerin
klonlarin1 da analiz etmislerdir. Calismada 13 primer kullanilmig fakat bu
primerlerden sadece 4 tanesi polimorfik sonuglar vermistir. Bu 4 primerle hem tiirler
arast farklilik hem de tiirlerin klonlar1 arasindaki farkliligt RAPD-PCR teknigi ile
ortaya koymuslardir.

Peng ve arkadaglar1 2000 yilinda yaptiklari ¢alismada pamuk afidi Aphis gossypi
(Hem.: Aphididae)’nin RAPD-PCR yontemi ile polimorfizmini incelemislerdir.
Sonu¢ olarak mevsimsel farkliliklarin oldugunu ve polimorfik tiirlerin 3 gruba
ayrildigmmi ortaya koymuslardir. Bu 3 grup bahar, sonbahar ve yaz tiirlerinin

polimorfik oldugunu bulmuslardir.

Morgan ve arkadaslar1 2000 yilinda Liriomyza trifolii ve L.huidobrensis tiirlerinin
farkl1 lokasyonlardaki hem her tiir i¢i popiilasyonlarinin arasindaki genetik
farkliliklar1 hemde tiirler arasindaki genetik farkliliklart ortaya koymak amaciyla
yaptiuklart ¢alismada RAPD-PCR tekniginin kullanilabilirligini ortaya koymuslardir.
Bu ¢alismada tiirler aras1 farklilig1 ortaya koymak amaciyla OPAOS, 7, 10 ve OPC03

primerlerini, L.trifolii’nin popiilasyonlar1 arasindaki farki ortaya koymak i¢in



OPAO02, 11, OPBO01, 7, 15 ve OPC18 primerlerini ve son olarak ta L.huidobrensis’in
popiilasyonlar1 arasindaki farklilig1 ortaya koymak i¢in de OPA09, OPB14, OPCO02,
5, 12 ve 16 primerlerini kullanmiglardir L. huidobrensis igin kullanilan primerlerden
sadece bir tanesi (OPCO05) farklilik gdstermis geri kalani ise sirasiyla %81, 86, 96
oranlarinda benzerlik gostermistir. L. trifolii i¢in kullanilan OPAO5 primerinin
popiilasyonlar aras1 farklilhi@i ortaya koydugu ve gelecekteki calismalar igin
kullanilabilecegi belirtilmistir. Buna karsin, OPB07 primerinin ise popiilasyonlar
aras1 farkliligi gostermedigi, bu nedenle Bu yiizden gelecekteki caligmalar icin

kullanilamayacagi belirtilmistir.

Scheffer ve Wiegmann (2000) yaptiklari calismada konukgularinin kiiltiire
alinmasiyla elde ettikleri Phytomyza cinsine ait 23 adet tiir (6 tanesinin yeni tiir
oldugunu diisiindiikleri), Cerodontha cinsine ait 1 tiir ve Liriomyza cinsine ait 1 adet
tirtin mitokondriyal COI geni baz dizi analizini yaparak soy agacini
olusturmuslardir. Calisma sonucunda diisiindiikleri gibi 6 adet tiiriin molekiiler
delillerle yeni tiir olduklarii ve topladiklar1 6rneklerin birbirlerinden farkli tiirler

olduklarini ortaya koymuslardir.

Scheffer (2000), farkli lokalitelerden topladigi 4 tiire ait 35 adet bireyi molkeiiler
acidan karsilastirmis, kiiltiire alinmig bitkilerden ve atrapla toplayarak elde ettigi
bireyleri QIAamp Blood Kit‘in Blood and Body Fluid Protocol ile DNA
ekstraksiyonunu yapmis ve elde ettigi DNA’lardan COI ve COIlI genlerini elde etmek
icin PCR da C1- J- 2797 (5’-CCTCGACGTTATTCAGATTACC-3’) ve TK-N-
3785 (5’-GTTTAAGAGACCAGTACTTG-3") (Simon ve ark., 1994) primerleri ile
cogaltmistir. Bu yolla 937 bp’lik bir baz dizisi elde etmis ve bu elde ettigi genin
sekans analizini yapmistir. Sonug olarak elde ettigi sekans analizi ile bir filogenetik
agac olusturmus ve 4 tiirii birbirinden net bir sekilde ayirt etmistir. Ayrica bu
caligmada L. huidobrensis tiirliniin farkli bolgelerden toplanmis 31 adet bireyini de

karsilastirmis ve molekiiler olarak evrimsel 2 gruba ayirdigini gérmiistiir.

Julian ve arkadaglart 2002 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Pogonomyrmex rugosus
Emery, 1895 (Hymenoptera: Formicidae) ve Pogonomyrmex barbatus (Smith, 1858)
(Hymenoptera: Formicidae) tiirlerine ait karincalarda is¢i ve kralige bireyler
arasindaki polimorfizmi 45 rastgele primer kullanarak ortaya koymuslar ve ayrica bu

tiirlere ait farkliliklarin farkli koloniler igerisinde bile farkli oldugunu bildirmislerdir.



Margaritopoulos ve arkadaslar1 (2003) Rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA analizi
kuzey, orta ve giiney Yunanistan’da toplanan alt1 popiilasyonu temsil eden 120 adet
Marchalina hellenica bireylerine uygulanmistir. Calismada popiilasyonlar arasindaki
genetik ¢esitliligi degerlendirmek icin 4 adet rastgele decamer primer kullanilmistir
(OPAO03, OPA13, BAM,0OPA20). Calisma sonucunda ana tip ve kaynak bdlgenin
hem i¢ hem de popiilasyonlar arasi polimorfizim saptanmistir. RAPD frekanslar
tarafindan ¢ikarilan genetik mesafelere dayali filogenetik analiz giiney, kuzey ve orta
Yunanistan’da ¢am agaglarindan toplanan 6rneklerde daha az, kdknar agaclarindan
toplanan Orneklerde onemli bir genetik farklilagmayr ortaya cikartmistir. Ayrica

popiilasyonlar arasinda 6nemli alt boliim ve kisitli bir gen akis1 gézlemlenmistir.

El-Gohary ve Abou Zeid (2004a) yaptiklar1 calismada farkli bolgelerden topladiklar
bal arilarinin genetik farkliliklarini incelemislerdir. Calismada bal arilarini Misir
(Apis mellifera lamarckii ve A.mellifera carnica), Sudan (A.mellifera sudanensis ve
Apis florea) ve Yemen (A.mellifera yemenitica)’den toplamiglar ve RAPD-PCR
teknigi ile 5 primer kullanarak aralarindaki genetik yakinlik ortaya konuldugunda
A.mellifera lamarckii’nin A.mellifera sudanensis ve A.mellifera carnica’ya A. florea

ve A. m. yemenitica’dan daha yakin oldugunu bulmuslardir.

El-Gohary ve arkadagslar1 (2004b) Misir’da farkli bolgelerden topladiklart farkli
tiirlere ait 24 termit bireyinde polimorfizmi incelemek ve tiirlerin molekiiler olarak
teshisinin yapilabilmesi amaciyla yaptiklari c¢alismada RAPD-PCR teknigini

kullanarak, dort cinse ait dokuz farkli tiiriin bulundugunu ortaya koymuslardir.

Bouga ve arkadaglar1 (2011) Tiirkiye’nin 4 bdlgesinden toplanan M. hellenica
orneklerinin 12s rDNA ve COl mtDNA segmentlerinin sekans analizleri yaparak baz
dizilimlerini elde etmislerdir. Yunan 6rneklerinin GenBank’da bulunan 12S rDNA
geninin baz dizilimleride dahil edilmistir. 12s rDNA gen segmentine dayali 13
haplotiplerin ortaya ¢ikmalarma ragmen, COI mtDNA geninin segment analizinde
higbir degisiklik olmadigi tespit edilmistir. En uzak popiilasyonun Mudanya- Bursa

ilinde oldugu bulunmustur.

Ulgentiirk ve arkadaslar1 (2011) M. hellenica’nin biyo-ekolojisini belirlemek
amaciyla, 2009-2011 yillarinda Mugla, Aydin ve Antalya ormanlarinda M. hellenica
ile bulasik 7 adet 6rnekleme alaninda incelemeler yapmistir. Calisma sonunda M.

hellenica’nin genellikle ii¢iincli nimf doneminde kis1 gegirdigi ancak az sayida ikinci



nimf dénemi bireyin de kisladigi ve yilda bir dol verdigi tespit edilmistir. Nisan
ayinda ergin olan bireylerin yumurtlamak iizere daha kalin dallar ve govdedeki
catlaklara yerlestigi, ovipozisyon siiresinin 9.2-16.4 giin arasinda degistigi ve
disilerin 98,5-284,6 adet yumurta biraktig1 belirlenmistir. Calisma sirasinda az sayida
M. hellenica erkegi gozlenirken, ¢ok zengin bir dogal diisman kompleksi oldugu ve
Neoleucopis kartliana (Tanasijtshuk) (Diptera: Chamaeyiidae)’in en yaygin ve etkili

predatorii oldugu saptanmustir.



1.3. Cam Balimn Tanim ve Tiirkiye’de ki Onemi

Cam bali, Tiirkiye’ye 6zgii, ¢icek ballarinin ¢ogundan daha koyu renkte ve farkli
sekilde olusan ve arilarin Marchalina hellenica salgisini kullanarak irettikleri,

kristalizasyona daha dayanikli bir bal olup diinyada sadece Tiirkiye ve Yunanistan’da

iretilmektedir (Sekil 1.1).

i i r RN

Sekil 1.1. Cam Bah (saglik.milliyet.com.tr)

Cam balinin {iretimi i¢in, ¢am pamuklu bocegi veya halk arasinda Basra bocegi

denilen bocege gereksinim duyulmaktadir (Sekil 1.2).

Sekil 1.2. Cam balinin iiretimini saglayan Cam Basra bocegi (Marchalina hellenica) ((Hatjina F.
ve ark.)

Cam pamuklu bocekleri, ¢amin Ozsuyunu emerek tatli bir madde salgilarlar.
Zoolojide bu bocek afidler siniflandirmasi i¢inde Marchalina hellenica olarak

adlandirilmaktadir (Anonim, 2006a). Ulkemizde, cam pamuklu kosnili (M. hellenica)
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binlerce yildir Marmaris-Bodrum kizilgam orman alanlarinda yasamakta ve bal
arilar1 basra tabir edilen s6z konusu kosnilin salgisini ¢gam bali1 olarak tiretmektedirler

(Anonim, 2001) (Sekil 1.3).

Sekil 1.3. Marchalina hellenica tarafindan ¢ikarilan salginin arilar tarafindan toplanmasi

(www.bees.gr/blog)

Cam pamuklu bdcek (basra bdcegi) Tiirkiye’de, Mugla, Aydin, Izmir, Balikesir,
Canakkale, Antalya illerinin Ege sahil seridi boyunca, i¢ bdlgelerin 1liman
kisimlarina biraz girecek sekilde (Menderes ovasimmin tamami ve Denizli’de de

bulunur) yasamaktadir (Anonim, 2006a) (Sekil 1.4).

?gﬂ ‘!l'r \[“-‘:-
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Sekil 1.4. Tiirkiye’de kizilcam ormanlarinin yayilis alanlari

Cam bali dinyada %90 oraninda iilkemizde ve %10 oraninda Yunanistan’da
iiretilmektedir. Ozellikle Avrupa Birligi iilkelerinin damak tadina hitap eden bu salgi
bali rakipsiz ihra¢ iirlinlimiiz olup; 10.000 ton civarinda yillik iiretimin tamamina
yakini ihrag edilerek, 9-12 milyon dolar gelir saglamaktadir (Anonim, 2001). Tiirkiye

¢am bal1 liretiminin %75-80’1 Mugla’daki kizilgam ormanlarindan karsilanmaktadir.



Cam bali iiretim donemlerinde {iilkemizin diger illerindeki aricilar da cam bali
iretmek amaciyla (ortalama 600 aile) Mugla’ya gelmekte, iiretim donemlerinde
1.500.000 ar1 kolonisi ¢am bali iiretimine katilmaktadir (Anonim, 2006b). Cam bali
iretim sezonunun Agustos aymin ikinci yarisi ile Ekim ay1 ortasina kadar olusu,
yayla bal1 liretimi sonunda aricilarimizin genellikle ¢igek bulunmadigi donemde bal

iretimi ile gelir sahibi olmalarina imkan yaratmaktadir (Anonim, 2001).

Cam balmin en onemli 0Ozelligi kivami bozulmadan veya donmadan yillarca
saklanabilmesidir. Bu nedenle pazarlamasi da kolaydir. Rengi ¢igek ballarindan daha

koyudur (Sekil 1.5)

Sekil 1.5. Cam Balinin goriiniimii (saglik.milliyet.com.tr)

Besin degeri biraz daha diisiik olmakla birlikte, 6zellikle bogaz (Anonim, 2006a) ve
sindirim sistemi rahatsizliklarina iyi gelmektedir (Anonim, 2006¢). Balin bilesimini
karbonhidratlar, proteinler, asitler, enzimler, su, nisasta ve dekstrin benzeri iiriinler,

aroma bilesenleri, mineraller, polen taneleri ve vitaminler olusturmaktadir (Tolon,

1999).

Yiiksek enerjili ve karbonhidratli bir madde olan bal, tadi, aromas1 ve diger istiin
ozellikleri nedeniyle insanlar tarafindan daha c¢ok bir besin ve enerji kaynag olarak
tilkketilmekte olup, aynit zamanda tedavi edici olarak da kullanilabilmektedir. Balin
antibakteriyel 6zelligi; asidik yapida olusuna, biiyiik oranda kuru madde (seker) ve
ayrica enzimlerle glukozun par¢alanmasi sonucunda olusan antiseptik bir madde olan
hidrojen peroksit icermesine baghdir. Cabuk sindirilmesi, biinyesindeki serbest

asitler dolayisiyla yag hazmimi kolaylastirmasi, anne ve inek siitiindeki demir ve
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diger eksiklikleri gidermesi, istah agmas1 gibi 6zellikleri ve ayrica sakinlestirici etkisi
balin 6nemini daha da arttirmaktadir (Anonim, 2006b). Cam bali kristalizasyona
dayanikliligi ve oOnleyici oOzelligi ile tipta ve gida sektoriinde cesitli iiriinlerde
(6rnegin dondurmalarda) bir dogal katki maddesi olarak genis bir kullanim alanina
ve 6nemli ihracat potansiyeline sahip bir tirtindiir (Anonim, 2006a). Bal, bir besin ve
enerji kaynagi olmasi yaninda ¢esitli hamur islerinde ve pastalarda da
kullanilmaktadir. Kattig1 hos tat ve aromasinin yani sira, 6zellikle fruktozun su tutma
yeteneginden dolayi, bu yiyeceklerin uzun siire bayatlamadan taze kalmasim

saglamaktadir (Anonim, 2006b).

1.4. Cam Basra Bocegi (Marchalina hellenica (Hemiptera: Margarodidae))

Marchalina hellenica ¢am agaglarinda daha ¢ok Pinus halepensis ve P. brutia
lizerinde yagamakta olup, az da olsa Goknar ve Ladin agaglarinda da bulunmaktadir
(Bodenheimer, 1953; Nikolopoulos 1959, 1964; Kailidis, 1965; Selmi, 1983; Giirkan
ve Bosgelmez, 1989; Pollini, 1998).

Marchalina hellenica ¢am bali iiretiminde ana etken olan bir bocektir. Bu bocek
Mart ay1 ortalarindan sonra c¢am agaglarinda goriilmeye baslamaktadir. Agac
kabuklarinin altinda ve kiigiik oyuklarda salgiladigi pamuk gibi bir ortii ile kendini
saklamaktadir (Sekil 1.6).

W

Sekil 1.6. Agac kabuklar: altinda bulunan Marchalina hellenica (bengittim.blogspot.com)



Genel olarak bu bocekler ergin durumda iken agik sar1 renktedir agiz pargalari
yoktur. Ergin olmayan boceklerde ise, agiz pargalari ¢ok uzun, viicudun 3 kati
civarinda ve beslenmedigi zamanlarda viicudun i¢ kisminda kivrilmis olarak

bulunmaktadir (Gounari, 2006) (Sekil 1.7).

Sekil 1.7. Marchalina hellenica’nin uzun agiz yapisi (Hatjina F. ve ark.)

Marchalina hellenica ¢am agaclarin1 emerek beslenmekte, pembemsi ve kirmizimsi
tath salgi damlaciklar ¢ikarmakta ve bu damlaciklar bal arilar tarafindan ¢cam balina

donistiirilmektedir (Sekil 1.8).

Sekil 1.8. Marchalina hellenica’nin iirettigi ballh madde (Www.bees.gr/blog)

[Ik cam ana salg1 akim1 Agustos ay1 ortasindan sonra baslamakta, ikincisi ise Eyliil
ayinda baglayarak Kasim ay1 sonlarina kadar devam etmektedir. Erken ilkbaharda ise
liglincii ana salgi akimi baglamakla birlikte, bu tarihlerin cografik bolge ve iklim
kosullarina gore degisiklik gosterebildigi bilinmektedir (Kailidis, 1965; Xidias, 1975;
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Santas, 1979, 1983; Selmi, 1983; Avtzis, 1985; Giirkan ve Bosgelmez, 1989;
Gounari, 2006). Salgi akiminin ve bocegin yogun oldugu bdlgelerde aricilar ¢ok

sayida koloniyi fazla rekabet endisesi olmadan kullanarak iiretim yapabilmektedirler.

Marchalina hellenica’nin yumurtalari agik sar1 renkte 0.72 mm boyunda, 0.37 mm
enindedir. Pamukguk i¢inde yumurtalar birbirine yapisik degildir. Disiler
yumurtalarini aga¢ dalinin giinesi az goren kismina birakmaktadirlar. Yere diismiis
disiler ise de yumurtalarini, agacin dibinde bulunan tas pargaciklarmin altlarina
pamukcuk salgilayarak igine birakmaktadirlar (Giirkan ve Bosgelmez, 1989) (Sekil
1.9).

Sekil 1.9. Marchalin hellenica’nin yumurtalari (Bacandritsos N. vd.)

Disi Marchalina hellenica, limon saris1 renginde ve sirt1 yuvarlaktir. Antenleri is¢i
arillarda oldugu gibi 11 halkalidir. Gozleri 1yi gelismistir. Karin halkalarinda 4 ¢ift
stigma bulunmakta olup agzi yarik seklindedir ve kisa bir hortumu bulunmaktadir.
Erginlerin ortalama boyu 7.57 mm, eni ise ortalama 3.60 mm’dir. Kanatlar1 yoktur ve
3 ¢ift bacagi bulunmaktadir. Bir saatte 36-120 cm hareket etmektedirler (Yesil ve
dig., 2005) (Sekil 1.10).

Sekil 1.10. Disi Marchalina hellenica’nin goriiniimii (www.bees.gr/blog)
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Erkek Marchalina hellenica ise siyahimsi koyu kahverengindedir. Anteni 9
segmentlidir. Agiz pargalar1 korelmistir (Sekil 1.11). Birlesik gbze sahip olup
antenlerinin altinda disa bombeli seklinde bulunmaktadir. Gogis ve karin
halkalarinda dorsal skleritler bulunur. Kanat yoktur. Uzunlugu ortalama 1.73 mm,

eni ise 0.80 mm’dir (Hatjina ve Bouga, 2009) (Sekil 1.12).

e i e |

Sekil 1.11. Erkek Marchalina hellenica’nin ventral goriiniimii (Hatjina F. ve ark.)

Sekil 1.12. Erkek M.hellenica’nin dorsal goriiniimii (Hatjina F. ve ark.)

1.4.1. Cam Basra Bocegi (Marchalina hellenica)’nin Sistematigi

Margarodidae familyasi Hemiptera takimina ait bir tirdiir (Anonim, 2000) (Cizelge
1.1).
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Cizelgel.l. Marchalina hellenica familyasinin sistematikteki yeri

Alem: Animalia
Sube: Arthropoda
Sinif: Insecta
Takim: Hemiptera
Familya: Margarodidae
Cins: Marchalina
Tiir: M. hellenica

1.4.2. Cam Basra Bocegi (Marchalina hellenica (Hemiptera: Margarodidae))

‘nin Hayat Devreleri

Marchalina hellenica arilar gibi yumurta ile hayata baslarlamaktadir. Yumurtalardan
6 hafta sonra ¢ikan larva 3 defa gomlek degistirerek ergin hale gelmektedir. Ergin

Oomriiniin bir yil oldugu bilinmektedir (Hatjina ve Bouga, 1990; Yesil ve ark., 2005).

Erginler, yiikseklige gore Mart ay1r sonundan Mayis ayinin {igiincii haftasina kadar;

yumurtalar1 Nisan ayinin bagindan Temmuz ay1 basina kadar;

» 1. Evre nimfler Mayis aymin {igiincii haftasindan Agustos aymin ikinci
haftasina kadar degisen siiregte 33-40 giin.

» 2. Evre nimfler Haziran ayinin ikinci haftasindan Aralik aymin ilk giinlerine
kadar degisen siirecte 120 giin.

» 3. Evre nimfler ise Ekim aymin ikinci haftasindan Mayis ayimin tgilincii
haftasina kadar degisen siiregte 160 giin siirdiigii goriilebilmektedir. Disiler
senede bir defa yumurtlamaktadir. Yumurtalar genelde Mayis ay1 baslarinda
birakilmaya baslamakla beraber bu siire yiikseklige bagl olarak Nisan ayimnin
baslarindan Mayis aymin ortalarina kadar siirmektedir. Bu siiregte ergin
disiler beslenmeye birakilarak 2-4 giin pamukcuk salgilamaya baslar (Sekil
1.13).
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Sekil 1.13. Salgiladig1 pamukcuklarla birlikte Marchalina hellenica (www.forestryimages.org)

Daha sonra 3-12 giin suresince pamukguklar ise 200-300 adet yumurta birakarak
hayata veda ederler. Marchalina hellenica’nin 1.evresi 33-40 giin siirmektedir.
Yapilan aragtirmalarda yiikseklige goére bu zaman genelde Haziran ayimin
ortalarindan Temmuz ayinin sonuna kadar degismektedir. Cam kosnilin aricilar
tarafindan bal alindiklari donem 2. evredir. Bu donemde en yogun balsira

olustururlar (Sekil 1.14).

Sekil 1.14. Cam agacinda gozlemlenen yogun Basra donemi (ixnilatis33.blogspot.com)

2. donem larvalarin boyu ortalama 3.77 mm ve eni 2.09 mm’dir. 1. devre atma
esnasinda larvalar 5 cm kadar yer degistirirler. Daha sonra yeni girdikleri kabuk
altinda beslenmeye baslarlar (Giirkan ve Bosgelmez, 1989). Burada kendilerini

koruyacak pamuksu yapi olustururlar. 2. deri degistirinceye kadar larvalar yer
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degistirmezler. Larvalarin 2. Evresi yiikseklige bagli olarak genelde Ekim ayinin
ikinci haftasindan Aralik aymin son haftasina kadar 120 giin kadar stiirmektedir. 2.
deri degistirme esnasinda larva tekrar hareketlenir ve bu sure 3-5 giin devam ederek
3. Evreye girerler. 3. evre 160-170 giin siirmektedir. Genelde Mart aymin son
giinlerinden Mayis aymin ii¢lincii haftasina kadar degismektedir. 3. evre nimfleri
erginlesmeden once 3-11 giin siiren pamukguk i¢inde beslenmeden uyusuk bir
donem gecirirler. Marchalina hellenica’nin toplam nimf (larva) donemi 318-322 giin
sirmektedir. Marchalina hellenica’nin  bireyleri 14-16 giin  goriilmektedir.
Marchalina hellenica’nin yumurtalarinin % 42-94 oraninda a¢ildigi; %12-84’{iniin
ergin birey olarak yasadigi tespit edilmistir (Hatjina ve Bouga, 1990; Yesil ve dig.,
2005).

1.5. Cam Basra Bocegi (Marchalina hellenica (Hemiptera: Margarodidae))‘nin

Zararhsi

(Cam Basra boceginin en 6nemli zararlis1 Leucopis sp. (Diptera: Chamaemyiidae) dir
(Sekil 1.15). Parazitinin énemli bir predator oldugu ve Marchalina hellenica’nin
yumurta ve l.evre nimfler ile beslenerek c¢ok biiyiilk zarar verdigi gozlenmistir.
Zararlimin Marchalina hellenica’nin 2. ve 3. evrelerine zarar vermedigi tespit
edilmistir. Bu zararlinin en yogun oldugu zaman yore yliksekliklerine gore
degismekle beraber 15 Hazirandir. Laboratuvar sartlarinda yapilan gézlemlerde bir
Leucopis sp. larvasiin 2 giinde 41-98 adet Marchalina hellenica’nin yumurtasini ve

27-49 adet 1.evre nimfi tahrip ettigi tespit edilmistir (Giirkan ve Bosgelmez, 1989).
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Sekil 1.15. Marchalina hellenica’nin zararhsi Leucopis sp. (Diptera: Chamaemyiidae)

(www.nbaii.res.in)

1.6. Cam Basra Bocegi (Marchalina hellenica (Hemiptera: Margarodidae))‘nin

Tercih Ettigi Aga¢ ve Dallarin Ozelligi

Cam balinin ham maddesini iireten ¢gam basra bocegi (M. hellenica) farkli ekolojik,
cografik ve topografik kosullara sahip fistik cam1 ve kizil cam ormanlarinda konukcu
olan ilk toprakta iireyip, ¢am agaglarinin gévdesine tirmanan, daha sonrasinda ise

dallara dagilan bir bocektir (Sekil 1.16).

Sekil 1.16. Cam agacimin govdesine tirmanan Marchalina hellenica yogunlugu
(ixnilatis33.blogspot.com)
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Marchalina hellenica Tiirkiye’de daha ¢ok kizilgam (Pinus brutia) ve fistik cami
(Pinus pinea) iizerinde yogun olarak goriilmekle birlikte P. silvestris, P. halepensis
tizerinde de bulundugu belirtilmektedir (Bodenheimer, 1953 ve Canakgioglu, 1977)
(Sekil 1.17).

Sekil 1.17. a) Pinus brutia, b) P. pinea, c) P. silvestris d) P. halapensis

Diinyada ise Abies cephalonica, A. nordmenniana, Picea engelmanni, P. orientalis,
Pinus halepensis, P. laricio tauricus, P. pinea, P. sosnowskyi, P. sylvestris tiirlerinde
bulundugu kaydedilmistir (Bacandritsos, 2002, 2004; Hadzibejli, 1969; Marotta ve
Priore, 1992).

Marchalina hellenica agacin giineye bakan dallarin alt kisimlarinda yogun oldugu
gozlenmistir. Ayrica dal kalinlig1 51-55 cm ¢apinda olan dallarda yogun yasadigi
tespit edilmistir (Sekil 1.18).
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Sekil 1.18. Cam agacinin dallarinda bulunan Marchalina hellenica’nin goriiniimii

(ixnilatis33.blogspot.com)

1.6.1. Cam Basra Bocegi (Marchalina hellenica(Hemiptera: Margarodidae))

‘nin Cam Agaclarma Etkisi

Marchalina hellenica bazi arastirmacilar tarafindan zararli olarak (Canakgioglu ve
Mol 1998) tanimlanmis, fakat bocegin ¢am agaclarini 6ldiirmedigi rapor edilmistir
(Fimiani ve Solino 1994, Yesil ve ark., 2005). Son yillarda Zafiri ve ark. (2007)
tarafindan yapilan arastirmalarda bocegin ¢am agaclarinda floem dokusuna dogru
ksileme ulagsmadan dikine ve paralel olarak giderek agacin kabuklarini fazla
derinlestirmedigi tespit edilmistir. Italya’da Marchalina hellenica’nin tehlikeli bir
zararli oldugu kabul edilmistir (Fimiani ve Solino, 1994), Yesil ve arkadaslar1 (2005)
Marchalina hellenica’nin ¢am agaglari iizerinde bir parazit oldugunu fakat agacin

biiyiimesine engel olmadigini ortaya koymuslardir (Sekil 1.19).
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Sekil 1.19. Basrali orman alanlarindan Marchalina hellenica ile bulasik olan ¢cam agaglari

(Samios Georgios)

1.7. Cam Balinin Olusumu ve Salgilama Zamamni

Marchalina hellenica (Genn.)’nin disi ergin evresi, deri degistirme zamanlari ve 3.
nimf evresini takip eden 3-11 giinliik pseudopup donemi hari¢ ¢am agaglarinin
kabuklar1 arasinda hortumlarini agacin iletim demetlerine sokarak siirekli beslenirler.
Iletim demetindeki 6zsuda protein miktar1 az bulundugundan ihtiyaclarmni karsilamak
icin fazla miktarda emgi sonrasinda, %80 karbonhidrat (seker) iceren Ozsuyun
fazlaligin1 aniis yolu ile disartya atilmaktadir. Giil kirmizist renginde ve hos kokulu
olan bu diski arilar tarafindan kovanlarina tasinarak bala doniistiiriilir (Glirkan ve

Bosgelmez, 1989) (Sekil 1.20).

Sekil 1.20. Peteklere depolanan bal (www.adabasini.com)
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Algak yerlerde M. hellenica’nin 1. deri degistirmeden sonra Haziran ayinin son
haftasinda arilarin toplayabilecegi balsira salgilanmaya baglar ve yiiksek yerlerde bu
stire Temmuz ayinin son gilinlerini bulur. Nispi nemin %70’in iizerinde bulundugu
giinlerde daha fazla salgi yapilmaktadir. 3. donem nimfleri daha biiyiik oldugu i¢in
bu donemde daha fazla salgi yapildigi gozlenmistir. Bal salgilama islemi algak
yerlerde Mart ay1 sonuna kadar, yliksek yerlerde Mayis ay1 basina kadar siirmektedir
(Yesil ve dig., 2005).

1.8. Molekiiler Teknikler

M.O. 3. yiizyilda Aristo ile baslayan sistematik bilimi, temel olarak biiyiik dl¢iide
morfolojik karakter temeline dayanmaktadir. Bu geleneksel yaklasimlar bazi
degisimlerle giiniimiizde de en yaygin ve giivenilir olarak kullanilmaktadir. Ancak
tiir sinirlarinin tanimlanmasinda sadece morfolojik verilerin yeterli olmadig1 degisik
durumlar mevcuttur (Hillis ve Moritz, 1990; Isik, 1997). Bu durumdaki sorunlari ve
sistematik problemleri ¢ozmek amaciyla cesitli calismalar yapilmaktadir. Bu
caligmalar sitogenetik ¢alismalar, kimyasal igerik ¢alismalar1 ve farkli biyokimyasal
belirteclerin kullanildigi izozim ¢alismalaridir (Hillis ve Moritz, 1990; Quicke, 1993;
Buth, 1984). Sistematik problemlerin ¢éziimiindeki en son gelismeler ise farklt DNA
temelli belirteg sistemleriyle genotipin dogrudan ya da dolayli olarak belirlenmesi
iizerinde olmustur. Bu DNA temelli farkli analizler, pek ¢ok sorunun ¢oziimiinde

umut verici goriilmektedir (Crawford, 1990; Doyle ve Doyle, 1991).

1.8.1. RAPD-PCR Teknigi

RAPD (Rastgele Arttirilmis Polimorfik DNA, Randomly Amplified Polimorphic
DNA) ilk defa 1990°da rastgele secilmis primerlerin kullanildig1 ve Polimeraz Zincir
Reksiyonu’nu (PCR) temel alan bir teknik olarak ortaya ¢ikmistir (Williams ark.,
1990). Aym yillarda diger bir ¢alisma grubu tarafindan uygulanmis ve AP-PCR
(Arbitray Primed PCR ) olarak isimlendirmistir (Welsh ve Mc Clelland, 1990). 1991
tarihinde ise bu metodla ayn1 temele dayanan fakat farkli ola ak 10 niikleotit’den
daha kisa primerlerle daha kompleks DNA parmakizi profili elde edilen DAF (DNA

Amplification Fingerprinting) olarak isimlendirilen diger benzer bir metod
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yayinlanmistir (Caetano-Anolles ark., 1991). Sekil 1.21°de RAPD teknigini kisaca

Ozetleyen sekil goriilmektedir.

RAFPD Reaksivonu 1

1 2 3
— — —
|
/’ 1 3 G

Kahp DNA-1

l PCER Reaksiyvonu

I ——
Uriin A Uriin B
EAFPD Reaksivonu 2
4 5 6
e — - -
s |
I 2 3

Kahp DNA-2

l PCR Reaksivonu

E—
Triin B

EAPD Reaksiyonu 1 ve RAPD Reaksivonu 2'nin agaroz jel goriintiisii
1

L
¥

4 5

*— {iriin B

|
T

TUriin A

1- DNA Standard:
1- RAPD Reaksiyonu 1
3- RAPD Reaksiyonu 2

4ve 5 drnek yiklenmemis kuyular

Sekil 1.21. RAPD Reaksiyonunun sematik gosterimi (Anonim, 2009a’dan)

(RAPD-1, RAPD-2 Reaksiyonlar1 bir tane primer ve iki tane farkli kalip DNA

kullanilmistir.
a) Oklar reaksiyona katilmis olan ayni diziye sahip primerin kopyalaridir,
b) Oklarin yonii DNA sentez yoniinii belirlemektedir,

c) Sayilar kalip DNA’da primerlerin baglanma bolgelerini gostermektedir.
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1.RAPD reaksiyonunda 2 ve 5 pozisyonlarina baglanan primerler arasindaki
DNA dizisinin g¢ogaltilmasiyla iiriin A, 3 ve 6 pozisyonlarina baglanan primerler

arasindaki DNA dizisinin ¢ogaltilmasiyla iirtin B olugmaktadir.

2.RAPD reaksiyonunda sadece 3 ve 6 pozisyonlari arsindaki bolgedeki DNA
dizisinin ¢ogaltilmasiyla iirin B olusmaktadir. Reaksiyon 1 ve reaksiyon 2’ye
eklenen primerlerin tiimiinden PCR sonucu bant elde edilemez. Elde edilebilen

bantlar agaroz jelde goriintiilenebilmektedir.

RAPD yonteminin temel prensibi ilgili olan tiire ait genomik DNA iizerinde rastgele
secilmis, tek bir 9- 10 bp (baz ¢ifti) oligoniikleotidin, diisiik baglanma sicakliginda
(30-35°C) tesadiifi olarak baglanarak PCR ile ¢ogaltma yapmasidir. Teknigin
devaminda elde edilen ¢ogaltma iriinii radyoaktif olmayan standart jel
elektroforezinde yiriitiilir ve c¢ogaltma {irlinleri bantlar halinde gozlemlenerek
incelenir. Bantlarin varligi veya yokluguyla sonuglar degerlendirilmektedir
(Williams vd., 1990; Welsh ve Mc Clelland, 1990). Sekil 1.22’°de RAPD bant

profillerini gésteren 6rnek bir agaroz jel fotografi verilmistir.

Sekil 1.22. Ornek bir RAPD bant profili (Anonim, 2009a’dan).

1.8.1.1. RAPD tekniginin degiskenleri

RAPD metodunun giivenilirligini ve tekrarlanabilirligini etkileyen pek cok farkli
cogaltma degiskeni vardir (Williams ark., 1990; Welsh ve Mc Clelland, 1990;
Rafalski vd., 1994; Tingey ve Del Tufa, 1993). En onemli degiskenlerden birisi
hedef DNA’nin miktar1 ve kalitesidir (Hallden, 1998; Aljanabi vd., 1999). MgCl,
konsantrasyonu, Tag DNA polimeraz konsantrasyonu, primer konsantrasyonu, dNTP

konsantrasyonu, primer baglanmasi, baslangi¢c denaturasyon, primer karigimlari
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RAPD teknigini etkileyen diger temel degiskenlerdir (Khandka vd., 1997; Kohel ve
Park, 1993; Rafalski vd., 1994; Mathieu-Daude vd., 1997; Atienzar vd., 2000; Doulis
vd., 2000; Hallden ve Sall, in press; Hallden vd., 1996). Ayrica PCR’da olusan
celiskili sonuglardan, yabanct DNA tarafindan olusturulan kontaminasyona ek olarak
DNA izolasyon teknigindeki varyasyonlar, kullanilan doku kaynagi, PCR kosullar
ve PCR cihazinin tipi sorumlu olabilmektedir (Weeden vd., 1992; Hansen vd.,
1998). RAPD c¢alismalarinda her farkl: tiir i¢in reaksiyon kosullarinin optimizasyonu
sarttir. Bunun amaci1 06zgiinliigli ve tekrarlanabilirligi kontrol etmektir. Bu
parametrelerin ¢cogu birbirine bagli oldugundan bir RAPD teknigini optimize etmek
olduk¢a zor olabilmektedir (Hallden, 1998). Molekiiler sistematik calismalarinda
organizmalardan oncelikle DNA’nin izolasyonu gereklidir. DNA’nin izolasyonunun
basariyla uygulanmasini saglayan degisik yontemler vardir (Doyle ve Doyle, 1987,
Khanuja vd., 1999). Ancak her yontem her canli i¢in saf DNA eldesi agisindan
uygun olmamaktadir (Do N. ve Adams, 1991). Bu metodta kullanilan primerler 9- 10
bp uzunlugundadir. Kullanilan primerlerin, PCR’da kullanilan diger primerlerde
oldugu gibi herhangi bir palindromik dizi (bastan ve sondan okunuslar1 ayni olan baz
dizilimlerini icermemesi) , %50-80 oraninda G+C oranina sahip olmasi gerekir
(Williams ark., 1990; Wels ve Mc Clelland, 1990). RAPD tekniginde ¢ogaltma,
kullanilan primerin uzunluguna, primerin G+C igerigine ve primer dizisindeki tek bir
niikleotid’in yerine gore duyarhidir (Williams ark., 1993). Bu teknikte MgCl,, dNTP
ve Taq DNA polimeraz konsatrasyonlarinin caligilan tiirlere 6zgii optimum
kosullariin  belirlenmesi reaksiyonun tekrarlanabilirligi acisindan gereklidir
(Williams ark.,1990; Welsh ve Mc Clelland, 1990; Rafalski ark., 1994; Mathieu-
Daude ark., 1997; Khandka ark., 1997; Kohel ve Park, 1993).

1.8.1.2. RAPD yonteminin avantaj ve Sumirliliklar

Molekiiler sistematikte kullanilan DNA temeline dayali diger bazi temel teknikler;
Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP), Cogaltilmis Parga
Polimorfizm (AFLP) (Zabeau ve Vos, 1993; Vos ark., 1995), Basit Dizi Tekrari,
Mikrosatellit (SSR) (Payne, 1997) Basit Dizi Tekrarlari Aras1 (ISSR) (Zietkiewicz
ark., 1994), Tek Zincir Konformasyonel Polimorfizm (SSCP) (Orita vd., 1989),
Denatiire Gradient Jel Elektroforezi (DGGE) (Myers ark., 1987). Kesilmis Amplifiye
Polimorfik Dizi (CAPs) ve Amplifiye Edilmis Karakterize Dizi Bolgesi (SCARs)’dir
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(Konieczyn ve Ausubel, 1993; Paran ve Michelmora, 1993). Genel olarak bu
tekniklerle karsilastirildiginda RAPD tekniginin en blyiik avantaji ilgilenilen
taksonun genleriyle ilgili herhangi bir 6n bilgi gerektirmemesidir (Williams ark.,
1990; Welsh ve Mc Clelland, 1990; Hillis ve Moritz, 1990; Basibiiyiik ark., 2000).
Cogaltmada tiim organizmalar i¢in aym  oligoniikleotid primer seti
kullanilabilmektedir ve bu oligoniikleotid 0zgiin bolgelere rastgele baglanarak
cogaltma yapmaktadir (Hillis ve Moritz, 1990; Williams ark., 1990; Welsh ve Mc
Clelland, 1990; Welsh ve Petersen, 1991). Bir primerle, farkli bitkilerin genomik
DNA’lar1 farkli olacagindan olusacak RAPD belirtecler farkli olacaktir (Glick ve
Pasternak, 1998). Bu farklilik organizmalarin karsilastirilmasini saglamaktadir.
Ayrica radyoaktiviteye, Southern transferlere veya DNA hibridizasyonuna gerek
duyulmamaktadir. RAPD karakterlerinin sayis1 ihtimal olarak c¢ok fazladir.
Kullanilan primer sayis1 arttirildikca elde edilen bant sayis1 da artacaktir. Bu agidan
yakin tiirleri ayirmada izozimden daha duyarlidir (Mathieu-Daude ark., 1997). Farkli
arastiricilar tarafindan kodominant veriler gerektirmeyen sistematik problemlerin
¢oziimiinde RAPD belirteclerin kullanimi giiclii bir sekilde savunulmaktadir
(Rafalski ark., 1994; Hallden ark., 1994). Bununla beraber metodun smirliliklar1 da
vardir. RAPD kullanim agisindan kolay olmasina karsilik, belirtegleri dominanttir ve
heterezigotlar1 teshis etmek zordur (Mathieu-Daude ark., 1997). Calismalar
sonucunda elde edilen verilerin tekrarlanabilirligi, reaksiyona giren tiim degiskenlere
bagl oldugundan diisiik olabilmektedir. Bunun i¢in diger karsilagtirmali analizlere
girmeden evvel yontemin optimize edilmesi olduk¢a 6nemlidir (Tingey ve Del Tufa,
1993; Hallden, 1998).

1.8.1.3. RAPD tekniginin uygulama alanlart

RAPD belirteg sistemi avantajlari nedeniyle prokaryotik ve okaryotik tiirler gibi pek
cok farkli yapinin genotipinin belirlenmesi, genom yapisinin arastirilmasi, ¢esitli
taksonomik caligmalar, evrimsel sorunlar, popiilasyon biyolojisi, bireysel, kiiltlir ve
irk belirlenmesinde, ebeveyn belirleme, genetik varyasyonun belirlenmesi, baglanti
haritalarinin olusturulmasi, 6zgiin bir gen lokusunun belirlenmesi, adli tip, klinikal
teshis, prenatal tani, salginlar ve ekoloji alanlarinda yogun bir sekilde
kullanilmaktadir. Bu tiir ¢caligmalar direkt sistematik problemleri ¢ozmeye yonelik

olabilecegi gibi bu sonuglar bazen farkli alanlarda da kullanilabilmektedir. Ornegin
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burada bahsedilen c¢aligmalar tiirlerin genetik akrabaliklarinin  belirlenmesi,
sistematik tiir problemlerinin ¢6ziimlenmesi, bitkilerde hibritlerin belirlenmesi,
popiilasyonlar arasi ve popiilasyon i¢i genetik cesitliligin belirlenmesi ve buna
benzer diger durumlart kapsamaktadir. Degisik familyalara ait ve farkli 6zelliklere
sahip birg¢ok bitki tiirliniin genetik akrabaliginin ve tiirlerinin belirlenmesi amaciyla

yapilan birgok basarili RAPD ¢alismasi vardir (Klug ve Cummings, 2002).
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2. MALZEME VE YONTEM

2.1. Arazi cahismalan

Tez kapsaminda gerceklestirilen arazi ¢alismalari i¢in Mugla ili 4 alt bolgeye
ayrilmistir (Sekil 2.1).

@F i AYDIN K

YATAGAN | e § P
l 5L M\,N«\-\"E | DENIZLt

o
MiLas MUGLA

II -.

- " KOYCEGIZ \‘ B BURDUR
Bepent™ ok, T
MARMARIs ! I S ‘\"

o BODRUM

ANTALYA

Sekil 2.1. Marchalina hellenica’ya ait 6rneklerin toplandig1 Mugla ili alt bolgeleri ve

lokasyonlari

Bu bolgelerden Marchalina hellenica’ya ait 6rneklerin toplandigi lokasyonlar
(Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Marchalina hellenica’ya ait 6rneklerin toplandigi Mugla ili alt bolgeleri

Alt Bolgeler Lokasyonlar
l. Milas(Sakarkaya), Bodrum(Mazi)
1. Akbik, Sarnig, Gékova korfezi
Il Marmaris(Selimiye, Bayir), Datca (Aktur,
Knidos)
V. Fethiye(Hisaron, Faralya Koy()

Tezin baslamasindan itibaren Eyliil-Ekim aylarinda Mugla ilinde farkli cografik,

topografik ve ekolojik Ozelliklere sahip ¢am basrali alanlara birer kez seyahatler
gerceklestirilmistir.
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Seyahatler boyunca basrali orman alanlarindan DNA analizleri ve morfolojik
farkliliklar1 tespit etmek amaciyla olabildigince fazla 6rnekler fir¢a ve pens yardimi
ile toplanarak icinde % 96’lik alkol bulunan eppendorf tiiplere koyulmustur.
Toplanan Ornekler laboratuvara getirilip molekiiler analiz calismalarina kadar -
20°C’de saklanmistir. Orneklerin toplandigi lokasyonlarin kodlar1 ve ¢am basra
boceginin konukcgusu olan ¢am tiirii (kizilgam ya da fistik ¢ami) gibi veriler not
edilmistir. Bu sekilde arazi calismalari 2 ay igerisinde bitirilmis, morfolojik
farkliliklarin ve DNA analizlerinin yapilmast i¢in laboratuvar calismalarina

baslanmistir.

2.2. Laboratuvar calismalari

Mugla ilinde farkli cografik, topografik ve ekolojik 6zelliklere sahip ¢am basrali
alanlardan toplanan ¢am basra boceginin farkl irklarini tespit etmek amaciyla; gerek
morfolojik analizler, gerekse RAPD-PCR teknigi kullanilarak DNA analizleri
yapilmustir.

2.2.1. Molekiiler Calismalar

RAPD-PCR c¢alismasmin yapilmasi i¢in arazi c¢alismalarinda toplanan DNA
izolasyonu yapilacak olan Orneklere ait bilgiler Cizelge 2.2’de verilmistir.
Laboratuvara getirilen 6rnekler {izerinde asagida belirtilen yontemler ile molekiiler

analizler ger¢eklestirilmistir.

Cizelge 2.2. izolasyonu yapilacak 6rneklere ait bilgiler

Molekiiler No Tiir Il Lokasyon

1 M. hellenica Mugla Marmaris(Inbiikii)
2 M. hellenica Mugla Bodrum(Mazi)
3 M. hellenica Mugla Milas(Sakarkaya)
4 M. hellenica Mugla Sarnig

5 M. hellenica Mugla Fethiye(Hisaronti)
6 M. hellenica Mugla Datca

7 M. hellenica Mugla Akbiik

8 M. hellenica Mugla Fethiye(Faralya)
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2.2.1.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonunda Lifton Buffer teknigi kullanilarak asagidaki prosediire uygun

olarak gerceklestirilmistir.

1.

10.

11.

12.

Ornekler, etanol tamamen uzaklastirildiktan sonra ependorf tiipe aktarilarak

mekanik yontem kullanilarak cam ¢ubuk ile par¢alanmustir.
500 ul Lifton buffer ilave edilerek 65°C de 35 dakika inkiibe edilmistir.

250 pl 0.6 M sodyum asetat eklenip yavasca karistirilarak 60 dakika buz

icerisinde bekletilmistir.

Oda sicakliginda 12000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenerek iist faz yeni bir

ependorfa aktarilmistir.

Ornege 500 ul fenol eklenerek yavasca karistirilir ve oda sicakliginda
12000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir.

Daha sonra st faz alinarak 250 pl fenol, 250 pl kloroform: izoamilalkol
(24:1) karisimindan eklenerek oda sicakliginda 12000 rpm’de santrifiij
yapilmustir.

Ust faz diger bir ependorfa alinarak 1 ul RNaz (100 mg/ml) eklenerek, 37 °
C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.

500 ul %70’lik etanol eklenerek +4 ° C’de 5 dakika 12000 rpm’de santrifiij
yapilmustir.

Ust s1v1, dibe yapisan pellet diismeyecek sekilde uzaklastirilmustir.

500 ul %80’lik etanol eklenerek +4 ° C’de 5 dakika 12000 rpm’de santrifiij

yapilmugtir.
Ust s1v1 bosaltilarak pellet bir gece kurumaya birakilmistr.

Alkol tamamen uzaklastiktan sonra 50 ul ultra saf su ilave edilerek 1 saat

siiresinde 65°C’de inkiibe edilip, dipteki DNA’nin ¢6ziilmesi saglanmstir.

2.2.1.2. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) ve PCR analizi

RAPD analizlerinde 20 adet 10 mer’lik rastgele primer (Operon Technology Inc.)

dizileri kullanilmistir (Cizelge 2.3).
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Cizelge 2.3. RAPD analizlerinde kullanilacak olan primerleri ve sekanslari

F;:;T:lr E;ﬁiﬁgg Pri;nlsirm Primerin Sekansi PSZ;:selr E::::ﬁﬁgﬂ Pr{;nlﬁirln Primerin Sekansi
1 10-mer  OPA-03 AGTCAGCCAC 11 10-mer  OPD-17 TTTCCCACGG
2 10-mer  OPA-08 GTGACGTAGG 12 10-mer  OPD-14 CTTCCCCAAG
3 10-mer OPB-01 GTTTCGCTCC 13 10-mer  OPD-19 CTGGGGACTT
4 10-mer  OPB-03 CATCCCCCTG 14 10-mer  OPD-20 ACCCGGTCAC
5 10-mer  OPB-07 GGTGACGCAG 15 10-mer  OPE-17 CTACTGCCGT
6 10-mer  OPB-09 TGGGGGACTC 16 10-mer  OPE-19 ACGGCGTATG
7 10-mer  OPB-13 TTCCCCCGCT 17 10-mer OPM-12 GGGACGTTGG
8 10-mer  OPB-18 CCACAGCAGT 18 10-mer OPM-14 AGGGTCGTTC
9 10-mer  OPC-06 GAACGGACTC 19 10-mer OPM-16 GTAACCAGCC
10 10-mer  OPC-20 ACTTCGCCAC 20 10-mer OPM-17 TCAGTCCGGG

Amplifikasyon i¢in; 0.8 mM dNTPs, 0.067 mM primer, 2.67 mM MgSO,, 1 tnite
Taq polimeraz enzimi, 10X PCR buffer (100 mM KCI, 100 mM NH4(SO),, 200 mM
Tris- HCI (pH 8.75), % 1 Triton X-100, 1 mg/l BSA) ve ultra saf su kullanilmistir.

Bir 6rnek igin hazirlanan reaksiyon igerigi asagida belirtilmektedir (Cizelge 2.4).

Cizelge 2.4. Bir 6rnek icin kullanilan PCR kokteyl bilesen ve miktarlar

10x Buffer 1.5ul
MgSO, 2ul
dNTPs 1.2 pl
Primer 1 ul
H,O 4.1 ul
Enzim 0.2 ul

40 ng olacak sekilde seyreltilmis DNA 6rneklerinden bir reaksiyon i¢in 5 pl alinarak

15 wpl’lik toplam reaksiyon hacmine ulagir. PCR islemi i¢in amplifikasyonun

gerceklesmesinde Thermal Cycler (MJ, Research,

Inc, Neveda US) cihazi

kullanilmistir. Cihaz asagidaki gibi programlandirilmistir (Cizelge 2.5).
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Cizelge 2.5. PCR i¢in Uygulanan Reaksiyon Basamaklar

1 94°C 30s
2 94°C 25s
3 35°C 45s
4 72°C 1dk
5 2, 3 ve 4. asamalar 35 kez tekrarlanir.

6 72°C 5 dk
7 +4°C o

2.2.1.3. Agaroz jel elektroforezi

%?2’lik agaroz jel gerekli miktarda hazirlandiktan sonra elektroforez kasasina
dokiilerek Ornek sayisina uygun taraklar kalip olarak kullanilmigtir. Jel donduktan
sonra 1IXTAE tamponu bulunan kasa igerisine yerlestirilmistir. PCR’da amplifiye
olmus DNA o6rnekleri jele yiikklenmeden once 2 ul brom fenolblue boyasi ile
boyanmustir. PCR tiiplerindeki amplifikasyon iirinii ve boyanin Kkarismasi
saglandiktan sonra orneklerden 12 pl alarak kuyulara yiikleme yapilmistir. Ilk
kuyucuga 2 pl 1 kb boyutunda molekiiler agirlik markorii (DNA ladder, Fermentas
GeneRuler™) koyulmustur. Elektroforez islemi 100 volt’ta ii¢ saat slire ile

gergeklestirilmistir.
2.2.1.4.Agaroz jelin boyanmast

Elektroforez iglemi bittikten sonra jel boyama tankina alinarak, iizerine 300 pl ultra
saf su igerisine 15 pl EtBr (0,5ug/ul) boyast eklenmistir. Boyama tanki calkalayici

iizerine konularak 30 dakika boyunca beklenmistir.
2.2.1.5.Jellerin goriintiilenmesi

Boyama islemi tamamlanan jeller Kodak jel goriintiileme sistemi kullanilarak,

ultraviyole 151k aracigiyla goriintiilenerek bilgisayara aktarilmistir.
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2.3.  Veri analizleri

RAPD-PCR analizleri sonucunda elde edilen polimorfik bantlar her bir 6rnek i¢in
bant bulunduranlar (1) ve bulundurmayanlar (0) olarak skorlanarak, elde edilen
veriler Microsoft Excel dosyasinda kayit edilmistir. Skorlama sonucu Microsoft
Excel dosyasi seklinde elde edilen tablo, orneklere ait genetik uzakliklarin (GU)
belirlenmesi amaciyla PHYLIP, 3.68 software programina aktarilmistir. Microsoft
Excel dosyast seklinde olusturulan skorlama verileri text formatina doniistiiriilerek
JMP software yazilimi ile yapilan cluster analizi sonucunda dendogram elde
edilmistir. Elde edilen dendograma gore bireyler arasinda irk farkliliklari olup

olmadig1 yorumuna gidilmistir.
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3. BULGULAR VE IRDELEME

3.1. DNA izolasyonu

Bender ve ark. (1983)’nin gelistirdigi Lifton DNA izolasyonu protokolii modifiye
edilerek Marchalina hellenica orneklerinin DNA izolasyonu gergeklestirilmistir.
Elde edilen DNA’larin miktar ve safliklari, Optizen marka spektrofotometre ile
Olgiilmiistiir (Cizelge 3.1). Sekil 3.1’de izolasyonu yapilan DNA’larin % 0.8’lik

agaroz jel lizerindeki goriintiileri verilmistir.

Cizelge 3.1 Arastirmalarda kullamlan Marchalina hellenica 6rneklerinin DNA miktar ve

saflik degerleri

oD oD OD 260/
No Ornek Adi Lokasyon 260 280 280

pg/ml - pg/pl - pg/pl

1 M. hellenica ~ Marmaris(inbiikii) 0,815 0,680 1,19
2 M. hellenica  Bodrum(Mazi1) 0,675 0575 1,17
3 M. hellenica  Milas(Sakarkaya) 0,885 0,75 1,18
4 M. hellenica  Sarnig 1,2 1,015 1,18
5 M. hellenica  Fethiye(Hisarénii) 0,61 0,53 1,15
6 M. hellenica  Datga 0,8 0,695 1,15
7 M. hellenica  Akbiik 0555 048 115
8 M. hellenica  Fethiye(Faralya) 0,685 0,595 1,15

=

Sekil 3.1. Marchalina hellenica genotiplerine ait DNA’larin % 0,8’lik agarose jel iizerindeki

goriiniimleri
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izolasyon sonucu elde edilen DNA miktarlari arasinda farkhiliklar oldugu
gorilmektedir (Sekil 3.1).

Spektrofotometre verileri ve Agaroz jel goriintiilerine degerlendirilerek, genotiplere
ait DNA’larin RAPD-PCR uygulamalar igin yeterli miktar ve saflikta olduguna

karar verilmistir.

3.2.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve RAPD Analizleri

Cizelge 3.1’de verilmis olan Mugla ilinden 8 farkli lokasyondan toplanan
Marchalina hellenica tiirtine ait orneklere DNA izolasyonu yapilarak, 20 adet
rastgele 10-mer RAPD primeri ile RAPD-PCR analizleri yapilmistir. RAPD-PCR
uygulamasi yapilan Orneklerden sadece 7 primer calistirilmistir. RAPD-PCR
sonuclarina ait agarose jel goriintilleri Cizelge 3.1°de verilen bilgilere gore

numaralandirilmigtir.

Yapilan RAPD analizi sonucunda calistirilmis olan 7 adet primerden 42 adet
polimorfik bant elde edilmistir. Farkli primerlerin kullanimi sonucunda elde edilen
biitiin polimorfik bantlar her bir 06rnek icin bant bulunduranlar (1) ve

bulundurmayanlar (0) olarak skorlanarak, elde edilen veriler Microsoft Excel

dosyasinda kayit edilmistir.

EEEEEREE

Sekil 3.2. OPC06 RAPD primeri kullanilarak yapilan PCR sonucunda elde edilen jel goriintiisii

OPCO06 RAPD primeri kullanilarak yapilan analiz sonucunda en iyi bant goriintiisii

elde edilmistir. Elde edilen bantlar en iyi ve en ¢ok bant sayisina gore a, b, C, d, e
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olarak isimlendirilmis olup dendrogramda bu bantlar kullanilmistir. Buna gore 5.

lokasyonda b banti, 2. ve 3. lokasyonda da ¢ bandinin olmadig1 gozlemlenmistir.

EEEEDEDEDED

Sekil 3.3. OPB18 RAPD primeri kullanilarak yapilan PCR sonucunda elde edilen jel goriintiisii

OPB18 RAPD primeri kullanilarak yapilan analiz sonucunda elde edilen bantlar a, b,

¢, d, e, f ve g olarak isimlendirilmistir. Buna gore 1. ve 2. lokasyonda a bandi, 2. ve

5. lokasyonda b, e bandinin olmadig1 gézlemlenmistir.

EEEEEBEDEE

Sekil 3.4. OPB01 RAPD primeri kullanilarak yapilan PCR sonucunda elde edilen jel goriintiisii

OPBO01 RAPD primeri kullanilarak yapilan analiz sonucunda elde edilen bantlar a, b,
¢, d, e, f, g ve h olarak isimlendirilmistir. 2. lokasyonda higbir bant gézlemlenmemis

oldugundan dolay diger lokasyonlarin mukayese edilebilmesi i¢in 2. lokasyonda tiim
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bantlarin var oldugunu varsayarak dendrogram yapilmistir. Buna gére 1., 3., 4., 6., 7.
ve 8. lokasyonlarda c¢ bandi, 6. lokasyonda e bandi, 3., 4., 5., 6., 7. ve 8.

lokasyonlarda f bandinin olmadigi gozlemlenmistir.

EEEEEDNED

Sekil 3.5. OPD20 RAPD primeri kullanilarak yapilan PCR sonucunda elde edilen jel goriintiisii

OPD20 RAPD primeri kullanilarak yapilan analiz sonucunda elde edilen bantlar a, b,
¢, d, e, f, g ve h olarak isimlendirilmistir. Buna gore 2. lokasyonda a bandi, 1., 2., 4.
ve 6. lokasyonlarda d bandi, 2. lokasyonda g, 2. ve 7. lokasyonda h bandimin

olmadig1 gézlemlenmistir.
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EEECERDEE

- e e

Sekil 3.6. OPC20 RAPD primeri kullanilarak yapilan PCR sonucunda elde edilen jel goriintiisii

OPC20 RAPD primeri kullanilarak yapilan analiz sonucunda elde edilen bantlar a, b,
¢, d, e ve f olarak isimlendirilmistir. 2. lokasyonda bantlarin ¢ok net olmadigi
gozlemlenmis oldugundan dolay1 diger lokasyonlarin mukayese edilebilmesi i¢in 2.
lokasyonda tiim bantlarin var oldugunu varsayarak dendrogram yapilmistir. Buna
gore 2. lokasyonda a bandi, 3., 4., 5. ve 8. lokasyonlarda e bandinin olmadig1

gbozlemlenmistir.

EEEEEREE

Sekil 3.7. OPE17 RAPD primeri kullanilarak yapilan PCR sonucunda elde edilen jel goriintiisii
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OPE17 RAPD primeri ile yapilan analiz sonucunda 1 bant haricinde diger bantlar
hakkinda kesin bir yorum yapilacak goriintii elde edilemedigi i¢in sadece a bandi
dendrogramda veri olarak kullanilmistir. Buna gore de sadece 8. lokasyonda a bandi

gozlemlenmemistir.

B E B EE

Sekil 3.8. OPB03 RAPD primeri kullanilarak yapilan PCR sonucunda elde edilen jel goriintiisii

OPBO03 RAPD primeri ile yapilan analiz sonucunda elde edilen bantlar a, b, ¢, d, e, f
ve g olarak isimlendirilmistir. Buna gore 5. ve 7. lokasyonda b bandi, 4. ve 5.

lokasyonda da e bandinin olmadig1 gozlemlenmistir.

Tez kapsaminda 20 adet rastgele 10-mer RAPD primeri ile RAPD-PCR analizleri
yapilmis olup bu primerlerden sadece 7 adet primer ¢alistirilmistir ve bu primerler ile

dendrogram olusturulmustur.

Polimorfik bantlarin skorlanmasi sonucu Microsoft Excel dosyasi seklinde elde
edilen skorlama tablosu Orneklere ait genetik uzakliklarin (GU) belirlenmesi
amactyla kullanmilmistir (PHYLIP, 3.68). Microsoft Excel dosyast seklinde
olusturulan skorlama verileri text formatina doniistiiriilerek JMP yazilimi ile yapilan
cluster analizi sonucunda dendogram elde edilmis (Sekil 3.10). Ornekler arasindaki
genetik uzakliklar ise 0.0488 ile 0.3704 ug¢ degerleri arasinda yer almistir (Cizelge
3.3).
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LELRSHLS A

Sekil 3.9. 8 farkli lokasyona ait Marchalina hellenica érnekleri ile yapilan analiz sonucunda elde

edilen genetik uzakliklara ait dendogram

Yapilan RAPD-PCR analiz sonucu DNA bant desenleri kullanilarak elde edilen
dendrogram analizine bakildiginda 3. ve 8. lokasyon genetik olarak birbirine en
yakin lokasyonlardir. 1. ve 2. lokasyonlar genetik olarak birbirine en uzak

lokasyonlardir.

Dendrogramda elde edilen genetik uzakliklara ait olusan kiimeler arasinda ki

mesafeler Cizelge 3.2 de verilmistir.

Cizelge 3.2. Dendrogramda elde edilen genetik uzakliklara ait olusan kiimeler

Kiime Sayisi Distance(mesafe) Leader(lider) Joiner
7 2,516611478 3 8
6 2,748737084 3 4
5 2,943920289 1 6
4 3,370624736 3 7
3 3,640054945 1 3
2 5,170889212 1 5
1 6,715298809 1 2
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Cizelge 3.3. Genetik uzaklik degerleri

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8.
Lokasyon Lokasyon Lokasyon Lokasyon Lokasyon Lokasyon Lokasyon Lokasyon

1.Lokasyon | 0.0000

. Lokasyon | 0.2113  0.0000

. Lokasyon | 0.1268  0.3037  0.0000

.Lokasyon | 0.1001 ~ 0.3365  0.0741  0.0000

.Lokasyon | 0.2719  0.3365 0.1823  0.1542  0.0000

.Lokasyon | 0.0741  0.3037  0.1001  0.0741  0.2412  0.0000

.Lokasyon | 0.1268  0.3037  0.1001  0.1268  0.1823  0.1001  0.0000

.Lokasyon | 0.1268  0.3704  0.0488  0.0741  0.1823  0.1001  0.1001 0.0000

0 N o OB~ W N

Biyolojik ¢esitlilik bir bolgedeki genlerin, tiirlerin, ekosistemlerin ve ekolojik
olaylarin olusturdugu bir biitliindiir. Buradan da anlasildig1 gibi biyolojik cesitlilik
birbirini takip eden 3 6geden olugmaktadir; bunlardan ilki genetik ¢esitliliktir.
Genetik cesitlilik, bir bireyin sahip oldugu genler tarafindan belirlenen genetik
bilgilerin toplamidir veya bir tiir igindeki ¢esitliligi ifade eder. Bu ¢esitlilik, belli bir
tiir, popiilasyon, varyete, alt-tiir ya da 1rk icindeki genetik farklilikla 6lciiliir. ikincisi
tiir ¢esitliligidir. Tiir ¢esitliligi, belli bir bolgedeki, alandaki ya da tiim diinyadaki
tiirlerin farkliligini, bir bolgede mevcut olan canli tiirlerinin sayisini ifade eder.
Uciincii 6ge ise ekosistem gesitligidir. Belli bir alanda yasayan ve birbirleriyle
stirekli etkilesim i¢inde olan canlilar ve bunlarin cansiz ¢evreleriyle birlikte
olusturdugu biitline “ekosistem” denir. Orman, gol, 1rmak, deniz ve kent
ekosistemleri gibi belirli bir alandaki farkli ekosistemlerin sayisini ifade eder

(Anonim, 2007c; 2009b).

Tiirkiye biyolojik gesitlilik agisindan kiigiik bir kita 6zelligi gostermektedir. Anadolu,
kendi basina ayr1 bir kita olmamakla birlikte, bir kitanin sahip olabilecegi tiim
ekosistem ve habitat 6zelliklerine tek basina sahiptir. Bunun nedenleri arasinda ii¢
farkl1 biyoiklim tipinin goriilmesi, biinyesinde Avrupa-Sibirya, Akdeniz ve Iran-
Turan olmak {lizere ii¢ Biyocografik Bolge bulundurmasi, sahip oldugu topografik,
jeolojik, jeomorfolojik ve toprak ¢esitlilikleri, deniz, gol, akarsu, tatli, tuzlu ve sodalt
goller gibi degisik sulak alan tiplerinin varligi, 0- 5000 metreler arasinda degisen
yiikselti farkliliklari, derin kanyonlara ve ¢ok farkli ekosistem tiplerine sahip olmasi,
Avrupa tilkelerine gore buzul doneminden daha az etkilenmesi, kuzey Anadolu’yu

giiney Anadolu’ya baglayan Anadolu Diyagonalinin varligi ve buna bagl olarak
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olusan ekolojik ve floristik farkliliklar ile {i¢ kitanin birlesme noktasinda yer almasi

sayilabilir.

Marchalina hellenica’nin genetigi ile ilgili ¢calismalarda dikkate alinmasi gereken
onemli noktalar vardir. Bunlar; Parthenogenetik iiredigi i¢in erkek M. hellenica ¢ok
nadir goriilmesi ve disi M. hellenica’nin ise kanatlar1 olmadig1 i¢in uzun mesafeler
boyunca dagilmasi yani go¢ edebilmesinin miimkiin olmadigidir (Sureyya &
Hovasse, 1930; Erlinghagen, 2001; Kailidis, 1991). Burada ortaya ¢ikan soru tiiriin
cografi olarak uzak popiilasyonlar1 arasinda genetik olarak farkli olup olmadigidir.
Bu calismanin sonucu incelendiginde calisilan 8 lokasyon arasinda ayrim gosteren
onemli bir isaret ortaya ¢ikmamistir. Ancak genetik polimorfizm i¢in yapilan veri
analizi sonucunda lokasyonlar arasinda bir oOlgiide genetik varyasyon oldugu
gozlemlenmistir. Diisiik gd¢ yetenegi cografik olarak uzak popiilasyonlar arasinda

genetik farklilagsmaya yol agabilir.

Margaritopoulos ve arkadaslarinin (2003) yaptigi calismada rastgele c¢ogaltilmis
polimorfik DNA analizi kuzey, orta ve giiney Yunanistan’da toplanan alti
popiilasyonu temsil eden 120 adet Marchalina hellenica bireylerine uygulanmustir.
Popiilasyonlar arasinda genetik c¢esitliligi degerlendirmek i¢in 4 adet rastgele
decamer primer kullanildi (OPA03, OPA13, BAM, OPA20). Calisma sonucunda ana
tip ve kaynak bolgenin hem i¢ hem de popiilasyonlar arasi polimorfizim saptandi.
RAPD frekanslar1 tarafindan ¢ikarilan genetik mesafelere dayali filogenetik analiz
giiney, kuzey ve orta Yunanistan’da ¢am agaclarindan toplanan 6rneklerde daha az,
koknar agaclarindan toplanan Orneklerde onemli bir genetik farklilagma ortaya
cikarilmistir. Ayrica popiilasyonlar arasinda énemli alt boliim ve kisith bir gen akisi

gozlemlenmistir.

Mugla ilindeki farkli ilgelerden fistik ve kizilgam ormanlarindan toplanan farkh
ekolojik, cografik ve topografik kosullara sahip Marchalina hellenica boceginin
genetik farkliliklarim1  belirlemek amaciyla yaptigimiz bu calisma sonucunda
Sakarkaya- Fethiye ilgelerinden toplanan Marchalina hellenica nin genetik olarak
birbirine en yakin oldugu ve Marmaris (Inbiikii)-Bodrum (Maz1) ilgelerinden
toplanan Marchalina hellenica’nin ise genetik olarak birbirine en uzak oldugu
yapilan RAPD-PCR verilerinin dendrogramda degerlendirilmesi sonucu ortaya

koyulmustur.
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Tez calismas: siiresince, 8 lokasyondan toplanan 6rneklere 20 adet 10’mer li primer
kullanilarak 160 PCR uygulamasi yapilmistir. Bunlarin sonucunda 7 adet primer
calistirllmig ve 8 lokasyona ait bireyin bant goriintiileri elde edilmistir. Calisilan
bocek tiirlerinin viicutlarinin ¢ok kiigiik olmast DNA izolasyonu sonrasinda elde
edilen verimin az olmasina neden olabilir. Calismayan primerlerin bir sebebin bu
oldugu diisiiniilmektedir. DNA izolasyonu c¢alismalarinda 10’ar adet bodcek
kullanilmasina ragmen baglangicta daha az bdcek kullanilarak yapilan DNA
izolasyonu sonucu saglanamamistir. Tez ¢alismasinda Eylil-Ekim aylar1 arasinda
Cizelge 2.1°de belirtilen bolgelere seyahat edilmesine ragmen bazi lokasyonlarda
Marchalina hellenica popiilasyonunun az olmasindan dolayr  Grnekler

toplanmamustir.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Ulkemiz ¢am bali ihracati konusunda rakipsiz durumdadir (Giinaydin, 2009).
Diinyada’ki cam bali iiretiminin %901 Tiirkiye’de gerceklesmektedir. Cam balinin
ana kaynagi Marchalina hellenica’nin salgiladigi balli maddedir (Kunkel, 1997).
Tiirkiye cam bali iiretiminin %75-80’ini Mugla yoresi karsilamaktadir. Son 6 yildan
giinimiize Marchalina hellenica’nin popiilasyonundaki azalmalar sonucu yillik ¢cam
bali veriminde ve iiretiminde 3. 000 ton gibi 6nemli diisiis oldugu saptanmistir. Bu
nedenle; Mugla ili ilgelerinden farkli yilikseklik ve ekolojik kosullara sahip
lokasyonlardaki Basrali ormanlardan toplanan Cam Basra Bocegi (M. hellenica)
genetik farkliliklar1 ortaya konularak {iilkemizin biyolojik zenginligine ve iilke

ekonomisine katkida bulunmak amaciyla yapilan bir 6n ¢alismadir.

Mugla ilindeki farkli ilgelerden fistik ve kizilgam ormanlarindan toplanan farkli
ekolojik, cografik ve topografik kosullara sahip M. hellenica boceginin genetik
farkliliklarin1 belirlemek amaciyla yaptigimiz bu calisma sonucunda Sakarkaya-
Fethiye ilgelerinden toplanan Marchalina hellenica nin genetik olarak birbirine en
yakin oldugu ve Marmaris (Inbiikii)-Bodrum (Maz1) ilgelerinden toplanan
Marchalina hellenica’nin ise genetik olarak birbirine en uzak oldugu yapilan RAPD-

PCR verilerinin dendrogramda degerlendirilmesi sonucu ortaya koyulmustur.

Genetik farkliligi saptamak amaciyla hem kolay olmasit hem de ekonomik
olmasindan dolayr RAPD-PCR teknigi kullanilmistir. Bu kapsamda farkli cografik,
ekolojik ve topografik alanlardan ekonomik 6neme sahip olan Marchalina hellenica
toplanarak DNA izolasyonlari yapilmistir. RAPD teknigi ig¢in genomik DNA,
izolasyonu saglanmistir. Daha sonra bahsedilen teknikler kullanilarak elde ettigimiz
tirlerin birbirlerine genetik yakinlik ve uzakliklart materyal ve metot kisminda

belirtilen cesitli istatistik programlar1 kullanilarak ortaya konulmustur.

Gergeklestirilen RAPD calismasi sonucu, farkli cografik alanlardan toplanan 6rnegin
genomik DNA’lar1 baz alinarak genetik uzaklik tablosu ile birbirlerine yakinlik ve
uzakliklar1 ortaya konmus, s6z konusu primerlerin denenmesiyle de olusturduklari
PCR iriinleri karsilagtirllmalar1  yapilmistir. Veriler uygun JMP bilgisayar

programina girilerek drneklere iliskin dendogram elde edilmistir.

42



Elde edilen dendrogram sonucunda 7 adet grup olusmustur. Olusan gruplar farkli
lokasyonlardan toplanan tiiriin yakindan iliskisini gostermektedir. Dendrogramda 7
no’lu grupta yer alan 3 no’lu 6rnek (M. hellenica, Sakarkaya) ve 8 no’lu 6rnek (M.
hellenica, Fethiye) birbiri ile genetik olarak en yakin tiirlerdir ve dendrogramda en
kisa 2,516611478 mesafede bir araya gelmektedirler.

Dendrogram 1., 2., 3., 4., 5. ve 6. grupta yer alan Marchalina hellenica tiiriine ait
farkli lokasyonlardan toplanan 6rnekler bu gruplari olusturmaktadirlar ve bu tiirlerin

genetik olarak uzak olduklar1 dogrulanmaktadir.

Dendrogramda 1 no’lu grupta yer alan 1 no’lu érnek (M. hellenica, Inbiikii) ve 2
no’lu ornek (M. hellenica, Maz1) birbiri ile genetik olarak en uzak tiirlerdir ve

dendrogramda en uzun 6,715298809 mesafede bir araya gelmektedirler.

Dendrogram sonucu elde edilen genetik uzaklik degerlerine bakildiginda (Cizelge
3.3) 3 no’lu (M. hellenica, Sakarkaya) ve 8 no’lu (M. hellenica, Fethiye) tiiriin
olusturdugu grup genetik olarak birbirine en yakin tiirlerdir. Genetik uzaklik
matrisinde de bu iki tiire ait genetik uzaklik degeri 0.0488 olarak bulunmustur. 2
no’lu (M. hellenica, Maz1) ve 8 no’lu (M. hellenica, Fethiye) gruplarin genetik
uzaklik matrisinde uzaklik degeri 0.3704’dir ve buna gore analiz edilen 6rnekler

arasinda birbirine en uzak olan turlerdir.

Analizde kullanilan primerler, toplam rastgele secilmis olan 20 primerin
taranmasiyla belirlenmis ve bunlar arasindan, en i1yi bant deseni ve polimorfizmini
olusturan 7 primer dendrogram analizlerinde kullanilmistir. Toplam bant sayis1 42
olup, kullanilan primerler 1 ile 8 arasinda bant olustururken, polimorfik bant sayisi
da 1 ile 4 degisim gostermistir. Bantlarin polimorfizim oranlari, % 19,04 (OPE17), %
38,09 (OPCO06, OPB03, OPC20), %57,14 (OPB18, OPBO01), %76,19 (OPD20)’dir.

Ulkemizde ilk kez farkli lokasyonlardan toplanan ve morfolojik olarak farkliliklar:
tespit edilen Cam Basra bocegi Marchalina hellenica tizerinde son derece hizli sonug
veren RAPD (Rasgele Uretilen Polimorfik DNA) PCR teknigi kullanilmast
calismanin 6nemli bir unsurudur. Yapilan bu 06n c¢alisma bundan sonra
gerceklestirilecek olan galigmalara 151k tutmasi amaci ile Marchalina hellenica’nin

Mugla ili ilgelerinde genetik uzaklik ve yakinliklar ortaya konulmustur.

Gerek Ulkemizde ve gereksede Mugla ilinde yapilacak olan Marchalina

hellenica’nin popiilasyon yogunluklarina ait caligmalar ile birlikte, caligma
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sonucunda tarafimizdan bulunan bu sonuglar birlikte degerlendirildiginde ekonomik
olarak ¢ok onemli bir bocek olan Marchalina hellenica’nin popiilasyonu korunabilir
veya asilama yontemi kullanilarak popiilasyon yogunlugunun arttirtlmasi
saglanilabilir. Boylelikle hem iilke hemde yore ekonomisine biiylik katkilar

saglanabilir.
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