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OZET
Doktora Tezi

MITOKONDRIYEL DNA PCR-RFLP (RESTRIKSIYON PARCA UZUNLUK
POLIMORFiZMI) MARKERLERI KULLANILARAK TURKIYE 'NIN FARKLI
YORELERINE AIT BAL ARILARININ TANIMLANMASI

Fulya OZDIL

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Zootekni Anabilim Dali

Danigsman: Dog¢. Dr. Mehmet Ali YILDIZ

Bu arastirmada, Tiirkiye bal arisi populasyonlart 18 farkli mitokondriyel DNA
(mtDNA) markeri bakimindan tanimlanmistir. Tiirkiye nin 20 farkli yoresinden toplam
244 is¢i ar1 Ornegi materyal olarak kullanilmistir. Bal aris1 populasyonlarinin
tanimlanmasinda restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi (RFLP) ve DNA dizi analizi
yontemlerinden yararlanilmistir.

Mitokondriyel genomda anonim, sitokrom b (cyt b), sitokrom C oksidaz 1 (COI),
ribozomun biiyiik alt birimi (IrRNA), sitokrom C oksidaz I ile sitokrom C oksidaz II
arasindaki bolge (COI-COII arasi) ve sitokrom C oksidaz I ile sitokrom C oksidaz II
intergenik bolge (COI-COII intergenik bolge) dikkate alinmistir. Calismada anonim
lokus PCR ile ¢ogaltilmistir. Cyt b lokusu Bg/Il enzimi, COI lokusu Hincll ve Hinfl
enzimleri, IrRNA lokusu EcoRI enzimi, COI-COII arasindaki bolge Xbal enzimi ve
COI-COII intergenik bolge Dral enzimleriyle muamele sonucu olusan 6 adet RFLP
markeri ile anonim lokus ve COI-COII intergenik bolgenin dizi analizi sonucunda tespit
edilen 11 adet niikleotid farkliligi olmak tiizere toplam 18 farkli mtDNA markeri
tizerinde durulmustur.

Tirkiye bal aris1 populasyonlar1 6 farklt RFLP markeri ve anonim lokus bakimindan
Dogu Avrupa ve Akdeniz (C) genetik soyu igerisinde degerlendirilmistir. Ayrica COI-
COII intergenik bolgenin DNA dizi analizi sonucunda Cla, Clb, Clc, Cld, Cle, C1f,
Clg ile C2a, C2e, C2f ve C2g olmak iizere toplam 11 haplotip belirlenmistir. Bu
haplotiplerden C1b, Clec, Cld, Cle, C1f, Clg ve C2f ile ifade edilen toplam 7 haplotip
ilk defa bu arastirma sonucunda tespit edilmistir.

2007, 125 sayfa
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il



ABSTRACT
Ph.D. Thesis

THE IDENTIFICATION OF HONEY BEES FROM DIFFERENT LOCATIONS OF
TURKEY BY USING MITOCHONDRIAL DNA PCR-RFLP (RESTRICTION
FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISM) MARKERS

Fulya OZDIL

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Animal Science

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehmet Ali YILDIZ

In this research, the identification of Turkish honeybee populations was investigated
using 18 different mitochondrial DNA markers. A total of 244 worker bees from 20
different locations in Turkey were used. Restriction fragment length polymorphism
(RFLP) and DNA sequence data were utilized to identify the honeybee populations.

The mitochondrial regions including anonymous locus, cytochrome b (cyt b) gene,
cytochrome C oxidase subunit I (COI), large subunit ribosomal RNA (IrRNA), inter
cytochrome C oxidase subunit I and cytochrome C oxidase subunit II region (inter COI-
COIl) and cytochrome C oxidase subunit I and cytochrome C oxidase subunit II
intergenic region (COI-COII intergenic region) were analysed in this study.

Bglll restriction profile of the cyt b gene, Hincll and Hinfl restriction profile of COI
subunit, EcoRI restriction profile of IrRNA, Xbal restriction profile of inter COI-COII
region and Dral restriction profile of the COI-COII intergenic region revealed 6 RFLP
markers. Also the nucleotide sequence of the COI-COII intergenic region gave rise to
11 nucleotide sequence variation (haplotype). As a result, anonymous locus, 6 RFLP
markers and 11 nucleotide sequence variation in the COI-COII intergenic region
revealed a total of 18 different mtDNA markers.

According to the anonymous locus and 6 RFLP markers, Turkish honeybees belong to
the East European and Mediterranean (C) lineage. Also, the nucleotide variation in the
COI-COII intergenic region revealed 11 different haplotypes designated as Cla, Clb,
Clc, Cl1d, Cle, Clf and Clg in C1 haplotype group and C2a, C2e, C2f and C2g in C2
haplotype group. The Clb, Clc, Cld, Cle, C1f and Clg haplotypes in C1 haplotype
group and C2f haplotype in C2 haplotype group were firstly reported in this study.

2007, 125 pages

Key Words: Apis mellifera L., mtDNA, PCR-RFLP, DNA sequence analysis,
haplotype
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TESEKKUR

Esas olarak Devlet Planlama Teskilati (DPT-2003K12019015-5) kismi olarak da
TUBITAK (TOVAG-103V070/VHAG-2046) tarafindan desteklenen bu arastirmada;
Tirkiye’nin 20 farkli yoresinden toplam 244 isci ar1 6rnegi materyal olarak kullanilarak,
Tiirkiye bal aris1 populasyonlar1 18 farkli mitokondriyel DNA markeri bakimindan
tanimlanmistir. Projeye ekonomik destek saglayan DPT ve TUBITAK’a tesekkiir
ederim.

Bana bu konuda ¢aligma olanagi saglayan, calismalarimi yonlendiren, her konuda bilgi,
Oneri ve yardimlarini esirgemeyen, yazim agamasindaki sonsuz sabir ve 6zverilerinden
dolay1 danigman hocam sayin Dog. Dr. Mehmet Ali YILDIZ ’a, arastirma materyalinin
temin edilmesi ile literatlir temini noktasinda 6zel kiitiiphanesindeki temel kaynaklara
ulagsma olanag1 saglayan saymn Dog¢. Dr. H. Vasfi GENCER ‘e, yapic1 ve yonlendirici
elestirilerinden dolay1 TiK iiyesi sayin Prof. Dr. Cetin FIRATLI ile Prof. Dr. Ceyhan
OZBEYAZ ’a (A. U. Vet. Fak.), Dogu ve Giiney Dogu Anadolu bdlgelerinden materyal
temin edilmesindeki yardimlarindan dolayr Yar. Do¢.Dr. Cengiz ERKAN’a
(Y.Y.U./Van) ve laboratuvar ¢alismalar sirasinda birlikte ¢alistigim arkadaslarim Aras.
Gor. Hasan MEYDAN, Yasemin GEDIK, Muhammet KAYA’ya da tesekkiir ederim.

Laboratuvarinda bana c¢alisma firsati vererek molekiiler teknikler konusunda onemli
bilgiler ve deneyim edindigim University of Florida, College of Agricultural and Life
Sciences, Department of Entomology and Nematology boliimiinden Dog. Dr. H. Glenn
Hall ve Ilaboratuar asistani Raquel McTiernan’a c¢ok tesekkiir ederim. Ayrica
caligmalarimi  ABD’de gergeklestirdigim siirece desteklerini esirgemeyerek bana
yiiregini ve evini agan ve akademik hayatimda 6rnek aldigim hocam, dayim Dog¢. Dr.
Siileyman TUFEKCI’ye de bir kez daha bu vesile ile tesekkiir ederim.

Son olarak, bu giline kadar hemen her konuda oldugu gibi doktora yapmam konusunda
da beni yiireklendiren ve bugiinlere gelmemde 6nemli paylar1 olan canim annem, babam
ve kardesim Oya TUZUMET e de tesekkiir etmek istiyorum. Ayrica bu tez calismam
sirasinda siirekli yanimda olan ve bir¢ok fedakarliklar gostererek beni destekleyen esim
flker OZDIL’e ve hayatimin en degerli varligi canim oglum Doruk Alp’e de en derin
duygularim ile tesekkiir ediyorum. Sizlerin destegi ile bu ¢alismay1 gergeklestirdim...

Fulya OZDIL
Konya, Aralik 2007
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1. GIRIS

Evrim ve dogal seleksiyonun bal aris1 populasyonlarinin genetik yapilarinda meydana
getirebilecegi  genetik  degisiklikleri acgiklayabilmek i¢in ¢esitli Ozelliklerden
yararlanilmaktadir. Bu 0Ozellikler esas olarak morfolojik, biyokimyasal ve DNA
markerleri olarak siniflandirilmaktadir. Genetik markerler, protein ya da DNA
diziliminde var olan farkliliklar1 ortaya koymak i¢in cesitli yontemler ile belirlenebilen
ozelliklerdir. Uzerinde durulan herhangi bir &zellik bakimindan genetik varyasyonun
belirlenmesi ve bundan yararlanilarak bireylerin ve populasyonlarin tanimlanmasi
kullanilan genetik marker/markerlerin se¢cimindeki isabete son derece baghdir. Calisilan
herhangi bir 6zellik bakimindan genetik markerin basarisi, populasyonu olusturan
bireyler arasindaki farkliliklar1 ortaya koyma giicii, heterozigot genotipteki bireyleri
homozigot genotiplerden ayirmaya olanak saglayan kodominant kaliim modeli
gostermesi, ¢evre faktorlerinden etkilenmemesi ve ayrica kullanilan yontemin kolay ve

ucuz olmasi gibi faktorlere bagli olarak artmaktadir.

Bal aris1 kolonisindeki biyolojik kurallar Aristo’dan beri bilim insanlarin1 cezbetmistir.
Bal aris1 kolonisinde binlerce ig¢i armin goriiniiste rasgele olan ve tek bir hedefte son
bulan kosusturma halindeki faaliyetleri sanki koordine edilmis bir sistem icinde
yiriitilmektedir. Bal arilarinda kesmekes halde yliriitiilen faaliyetlerin gizemi ve nasil
yiiriitiildiigline ait modeller Aristo’dan sonra generasyonlar boyunca bilim insanlarinin
calisma alanini olusturmustur. Bal aris1 kolonisinde varolan bu biiyiik bulmacanin bazi
boliimlerinin ¢oziimlenmesi ve bireyler arasindaki iletisimin temellerinin anlagilmasi
cok uzun zaman almistir. Moritz (1994)’e gore bal aris1 biyolojisi alanindaki énemli
sayilabilen Oncii ¢alismalar, is¢i arilarin dans dilinin anlasilmasini (von Frisch 1965) ve
ana armnin koloni iizerindeki kontroliiniin feromonlar (pheromones) yoluyla
belirlenmesini (Buttler 1973) ortaya koyan arastirmalarla baglamistir. Yirminci yiizyilin
ikinci yarisinda yapilan bal aris1 biyolojisi iizerine arastirmalar, davranis ekolojisi ve
bireyler arasindaki iletisim iizerine yogunlagmistir. Ancak, davranis ekolojisi lizerine
yogunlasan ¢aligmalar her zaman giiclii olmamis ve bal arilart modern arastirma alanina

bir “Genetik Model Sistem” olarak girmistir (Moritz 1994).



Bal arilarinin “Genetik Model Sistem” olarak kullanilmalari 1800’1 yillara kadar
uzanmaktadir. Mendel arilarla denemeler yliriitmiis ancak erkek arilarla ana arilar
kafeste ciftlestiremedigi i¢in ¢calismalarinda basarisiz olmustur. Boylece Mendel bezelye
denemelerine dayanan teorilerini bal arilarinda dogrulmak icin gerekli olan higbir F,
dolii elde edememistir. Bal aris1 {izerine yapilan ¢calismalardaki gercek basarilar, 1845°te
erkek arilarin partenogenetik olarak meydana geldiklerinin ortaya konulmasiyla
saglanmistir. Yirminci yiizyilin baslarinda bal arisi, déllenme seklinin ve kromozom
cogalmasinin anlagilmasina yonelik ¢aligmalarda kullanilmistir. Yirminci yiizyilin ilk
ceyreginde meyve sinegi (Drosophila)’nin genetik ¢aligmalarda kullanilmasina
baslanincaya kadar bal arilar1 baslica “Genetik Model Sistem”ler igerisinde yer almistir.
Bu tarihten sonra meyve sinekleri Genetik Kontrol Organizmasi olarak biiyiik kabul
gbérmiis ve bal arist genetigi cok 6zellesmis dar bir calisma alani haline gelmistir. Yapay
tohumlamanin uygulama alanina girmis olmasi bile bal aris1 genetigi lizerinde yapilan
calismalarin say1 olarak azalmasini durduramamustir. Bal aris1 bir Genetik Model Sistem
olarak meyve sinekleriyle karsilastirildiginda asagida ozetlenen bazi olumsuzluklara
sahip bulunmaktadir (Moritz 1994). Bu olumsuzluklar;
a) elle temas etmenin ve herhangi bir uygulama yapmanin zor olmasi,
b) embriyonik gelismenin yavas olmasi,
¢) kromozom sayisinin (n = 16) fazla olmasi sonucunda yapilan baglant1 (/inkage)
calismalarinin uzun zaman almasi ve usandirici olmasi,
d) kontrollii ¢iftlesmelerin ancak 6zel alet ve ekipman gerektiren yapay tohumlama
ile gerceklestirilebilmesi,
e) generasyonlar arasi slirenin uzun olmasi nedeniyle yiiksek kalitede yayinlarin
hizl1 bir seride yapilamamasi ve

f) bakim ve koruma maliyetlerinin ¢ok yiiksek olmas1 seklinde 6zetlenebilir.

1960’11 yillarda yapilan molekiiler genetik calismalarda Genetik Model Sistem olarak
bal arilar1 bir kenara itilmis ve hemen hemen tiim arastirmalarda meyve sinegi
kullanilmistir. Meyve sinegi iizerinde yapilan molekiiler genetik c¢alismalar hizla
artarken ar1 genetigi calisan bilim insanlar1 daha ¢ok uygulamali 1slah ¢aligmalarina
yonelmislerdir. Onlarca yil sasirtict bir siire ¢ekinceleri olan genetikgiler son yillarda
yavas yavas bal aris1 arastirmalarina yeniden girmislerdir. Ciinkii yeni ve modern

teknikler kullanilarak kimi ¢ok ©nemli biyolojik sorunlar sadece bal arilarinin



kullanilmastyla ¢oziilebilmektedir. Bal arisi, meyve sinekleri ile karsilastirildiginda
yukarida ozetlenen gesitli olumsuzluklara sahip olmasina ragmen, bu tip arastirmalarda
tamamen kullanilmasi elverigsiz bir hayvan modeli olarak degerlendirilmemelidir.
Gergekten de bal arilarin1 “Genetik Kontrol Organizmas1” olarak diger organizmalardan
daha ¢ekici kilan 6nemli 6zellikler bulunmaktadir. Bal arilarint diger organizmalardan
istiin ve temel genetik calismalarinda kullanilmasini yararli kilan baslica 6zellikler su
sekilde 6zetlenmistir (Moritz 1994).
a) Erkek arilarin tek kromozom setine sahip olmalari, haploidlerde gen iirlinlerinin
calisilmasina olanak saglamaktadir.
b) Zengin davranis cesitliligi ve sosyal yapr1 bal arilarmmi davranig genetigi
caligmalarinda baslica sistem haline getirmektedir.
c) Embriyonik gelismenin yavas olmast erken gelisim evrelerinde gen

organizasyonlar1 ve lirlinleri caligmalarina birgok olanaklar sunmaktadir.

Bal arilarimin ekonomik ve ekolojik Onemi devam ettigi siirece, bal arilarinda
populasyon genetigi ve 1slah caligmalar1 da zorunlu olarak yapilacaktir. Bu noktada
dogal ve vyapay seleksiyon siireclerinin ve bunlarin altinda yatan genetik
mekanizmalarin anlagilmasinda molekiiler teknikler arastiricilara yardimci olmaktadir.
Bugiin gelinen satha, meyve sinegi kullanilarak elde edilen detayli molekiiler genetik
bilgilerin bal aris1 genetigi c¢alismalarina hizli bir ilerleme saglayacak sekilde

aktarilmasidir.

Cesitli molekiiler DNA teknikleri kullanilarak bal arisi genomunun detayli bir sekilde
calisilmasina yonelik olarak 2003 yilinda “Honeybee Genome” baslikli bir proje
baslatilmistir. Genis katilimli bir arastirma ekibi (The Honeybee Genome Sequencing
Consortium) tarafindan yiiriitilen projenin ilk yayinlanan arastirma sonuglarina gore;
bal aris1 genomunun biiyiikliigi ile niikleotid igeriginin (A+T niikleotidlerinin yiiksek
miktarda oldugu) tahmin edilmesine, genomdaki genlerin (yaklasik 10.000 gen)
fonksiyonlar1 ile organizasyonlarina, kromozomlarin karyotip analizlerine, bal arisi
tiirleri/alttiirleri arasindaki filogenetik iliskilerin belirlenmesine ve evrim siirecinde bal
arisi ile diger baz tiirler arasindaki genomik benzerliklerin ortaya konmasina yonelik

cok detayl veri elde edilmistir (Anonymous 2006, Whitfield et al. 2006).



Cekirdek ve mitokondriyel DNA molekiillerinin kullanildigr molekiiler tekniklerden
yararlanilarak bal arilarinda gen haritalamasi, genlerin organizasyonlari ile calisma
esaslarinin belirlenmesi, genlerin evriminin anlasilmasi ve populasyon genetigi
konularinda aragtirmalar yogun bir sekilde yiiriitiilmektedir. Boylece, bal arilarinda
yiirlitiillen molekiiler genetik ¢alismalar hem temel genetik mekanizmalarin anlagilmasi
konusundaki bilgilerimizin artmasini hem de bal arillarina 6zgii genetik problemler

hakkindaki bilgi birikiminin daha da iyilestirilmesini saglamaktadir (Moritz 1994).

Bal aris1 tiirtinde yapilan sistematik ¢aligmalar onceleri morfolojik, 70’ler sonrasinda
hem morfolojik ve hem de biyokimyasal markerler temelinde yapilmistir. Ancak
morfolojik 6zelliklerin hemen hemen tamaminin kantitatif olmasindan dolay1r bunlarin
cevre sartlarindan etkilenmeleri, biyokimyasal markerlerin ise translasyon sonrasi ¢esitli
degisimlere ugramalar1 gibi nedenlerden dolay1 filogenetik ve evrim g¢alismalarinda
bunlarin kullanimlar1 giderek azalmaktadir. Morfolojik ve biyokimyasal o6zelliklerin
belirtilen eksiklikleri DNA diizeyinde yapilan calismalarla giderilmekte ve bu
iistiinliiklerinden dolayr DNA tabanli markerlerin sistematik ¢alismalardaki kullanimi

gittikce artmaktadir (Garnery et al. 1992).

Bal aris1 morfolojilerine gore 4 tiirde incelenmektedir. Ruttner et al. (1978) ’e gore bal
arisi tiirleri;

a) bat1 bal aris1 (4pis mellifera Linnnaeus, 1758)

b) dogu bal aris1 (4pis cerana Fabricius, 1793)

c) dev ar1 (4Apis dorsata Fabricius, 1793) ve

d) ciice ar1 (4Apis florea Fabricius, 1787) olarak siniflandirilmistir.

Bat1 bal arisinin disindaki ii¢ bal aris1 tiirli Asya kitasinda bulunmaktadir. Tiirkiye’de
bulunan bal arilari, Bat1 bal aris1 (4pis mellifera L.) tiirii i¢inde simiflandirilmistir. Bati
bal aris1 Afrika, Avrupa ve Yakin Dogu’yu i¢ine alan ¢ok genis bir cografyada yayilmis
bulunmaktadir (Ruttner ez al. 1978, Ruttner 1988).

Bat1 bal aris1 (4pis mellifera L.)’nin yaklasik 1 milyon yil énce (I Myr BP) 3 farkh
genetik soya ayrildigi bildirilmektedir (Garnery ef al. 1992). Bati bal arisinin evrimi



lizerine iki farkli hipotez bulunmaktadir. Ilk hipoteze gére, Yakin Dogu (Hazar
Denizi’nin giineyi), Bat1 bal arisinin ¢ikis merkezidir ve bu bdlgeden ii¢ farklr yol
izleyerek Avrupa ve Afrika’nin diger bolgelerine yayilmistir (Ruttner 1988, Garnery et
al. 1992). Ikinci hipoteze gore, Afrika Bati bal arismin merkezidir ve Cebelitarik
Bogazindan Iber Yarimadasina ve Bat1 Avrupa’ya, Alp daglarmin giineyini izleyerek de
Dogu Avrupa ve Asya’nin ortalarina kadar yayilmistir. Bu ikinci hipotez, SNPs

markerleri kullanilarak yapilan ¢alisma ile de desteklenmektedir (Whitfield et al. 2006).

Morfolojik 6zellikler kullanilarak yapilan kiimeleme analizi (cluster analysis) ve temel
bilesenler analizi (principal components analysis) sonucunda bal arisi1 alttiirlerinin A
(Africa), M (Mellifera) ve C (Carnica) olmak {lizere li¢ ana genetik soy igerisinde
siniflandirilabilecegi ifade edilmektedir (Ruttner et al. 1978). Buna goére bazi Bati
Avrupa ve Kuzey Afrika alttiirleri Mellifera soyu (M), Orta ve Giiney Afrika alttiirleri
Afrika soyu (A) ve Dogu Avrupa’dan italya’ya kadar olan cografyadaki 4. m. ligustica
ve A. m. carnica alttiirleri ile A. m. caucasica alttiirii Carnica soyu (C) igerisinde
siniflandirilmaktadir. Bu {ic ana soya ilave olarak Yakin ve Orta Dogu alttiirleri
dordiincii bir genetik soy olan Oryantal soyu (O) igerisinde degerlendirilmistir (Ruttner

1988, Kauhausen-Keller et al. 1997).

Son yillarda mtDNA markerleri kullanilarak yeniden yapilan Bat1 bal aris1 alttiirlerinin
siniflandirilmasinda, Ruttner (1988) ve Kauhausen-Keller et al. (1997) tarafindan
bildirilen 4 ana siniflandirma ile paralel sonuglar elde edilmistir. Ancak, Ruttner (1988)
tarafindan O genetik soyu igerisinde degerlendirilen A. m. anatoliaca, meda, cypria,
caucasica, adami, armeniaca’nin C genetik soyu icerisinde, Suriye (4. m. syriaca)
arisinin ise yine O genetik soyu igerisinde degerlendirilebilecegi ifade edilmistir. (Arias
and Sheppard 1996, Franck et al. 2000a, Palmer et al. 2000). Benzer sekilde Ruttner
(1988) ve Kauhausen-Keller et al. (1997) tarafindan A genetik soyu igerisinde
siiflandirilan Yemen arisinin (4. m. yemenitica), molekiiler yontemler sonucunda
Yemenitica (Y) soyu olarak ifade edilen besinci bir genetik soy igerisinde

degerlendirilmesinin daha uygun olacagi bildirilmektedir (Franck ez al. 2001).



SNPs markerleri kullanilarak yapilan Bati bal arisi alttiirlerinin siniflandirilmasinda,
Ruttner (1988) ve Kauhausen-Keller et al. (1997) tarafindan bildirilen 4 ana
siniflandirma ile paralel sonuglar elde edilmistir. Ancak, Ruttner (1988) tarafindan M
genetik soyu icerisinde degerlendirilen A. m. intermissa altliriinlin A genetik soyu

icerisinde degerlendirilebilecegi ifade edilmistir (Whitfield et al. 2006).

Bal arilarinin smiflandirilmasi ve populasyondaki genetik varyasyonun tespit edilmesi
amaciyla ¢ekirdek (nDNA) ve mitokondriyel (mtDNA) genomda tespit edilebilen DNA
markerlerinden yararlanilmaktadir. Cekirdek genomdaki varyasyonu ortaya koymak
amactyla Rasgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD), Restriksiyon Parca Uzunluk
Polimorfizmi (RFLP), Cogaltilmis Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (AFLP), Tek Niikleotid
Polimorfizmleri (SNPs), mikrosatelit ya da Basit Dizilim Tekrarlar1 (SSR) gibi ¢esitli
marker tekniklerinden yararlanilmaktadir. Cekirdek DNA (nDNA) markerlerinin parca
degisimlerine maruz kalmasi ile hem anaya ve hem de babaya ait kalittm modeli

gostermeleri nedeniyle filogenetik ¢aligmalarda yaygin olarak kullanilmamaktadir.

PCR, RFLP ve DNA dizi analizi yontemleri kullanilarak elde edilen ¢ok sayidaki
mtDNA markeriyle yapilan ¢alismalar bal aris1 populasyonlarinin tanimlanmasi,
orijinlerinin belirlenmesi ve filogenetik iliskilerin ortaya konmasi gibi birgok konuda
oldukca faydali ipuclarinin tespit edilmesine yardimci olmustur. Bu tip markerler ile
yapilan arastirmalar morfometri ¢alismalariyla da uyumlu olan daha duyarli sonuglarin
ortaya ¢cikmasini saglamis ve giinlimiizde farkli bal arisi alttlirlerine 6zgii ¢ok sayida
mtDNA markeri tespit edilmistir (Moritz et al. 1986, Crozier et al. 1991, Hall and
Smith 1991, Garnery et al. 1991, 1992, 1995, Arias and Sheppard 1996, Smith et al.
1997, Franck et al. 1998, 2000a, 2000b, Palmer et al. 2000, De La Rua ef al. 2001).

Bat1 bal aris1 alttlirlerinin (Apis mellifera L.) de dahil oldugu tiim bal aris1 tiirlerinde
mitokondriyel genomda calisilan lokuslar; sitokrom b (cyt b), sitokrom C oksidaz I
(COI), ribozomun biiyiik alt birimi (IrRNA), sitokrom C oksidaz I ile II arast bolge
(COI-COII aras1), COI-COII genleri arasi herhangi bir gen iirlinii olmayan intergenik
bolge (COI-COII intergenik bolge), ATPaz 6 ve 8§, NADH dehidrogenaz 2 (ND2) ve
NADH dehidrogenaz 5 (NDS5) genleri olarak ifade edilmistir (Hall and Smith 1991,



Cornuet et al. 1991, Crozier et al. 1991, Crozier and Crozier 1992, 1993, Arias and
Sheppard 1996, Garnery et al. 1991, 1992, Moritz et al. 1994, Franck et al. 2000a,
2000b, 2001, Bouga et al. 2005).

Tiirkiye bal arisi populasyonlarinin siniflandirilmasi, tanimlanmasi ve aralarindaki
filogenetik iliskilerin tespit edilmesi amaciyla morfometrik (Giirel 1995; Genger 1996)
ve biyokimyasal genetik (Asal et al. 1995; Yildiz and Asal 1996; Kandemir and Kence
1995; Kandemir et al. 2000, Kili¢ ve Bilgen 2006) caligmalar1 yapilmistir. Tiirkiye bal
aris1  populasyonlarinin  DNA seviyesinde tanimlanmasina yonelik yurt disinda
yiirlitiilmiis bir doktora tez ¢aligmasina rastlanilmis olup, bu calisma Tiirkiye bal arisi
populasyonlarimi ~ mtDNA  seviyesinde tamimlayan ilk  arastirma  olarak
degerlendirilmektedir (Palmer 2000). Daha sonra hem mtDNA ve hem de nDNA ’da
yapilan cesitli arastirmalar ile Tirkiye bal aris1 populasyonlarinin daha duyarli olarak
tanimlanmasina ¢alisilmigtir (Smith et al. 1997; Palmer et al. 2000, Yildiz et al. 2005a,
2005b, Kandemir et al. 2006a, Ozdil et al. 2006, Y1ldiz et al. 2006, Ozdil et al. 2007).
Tirkiye bal aris1 populasyonlar1 ve ekotiplerinin siniflandirilmasi hakkinda belirtilen
arastirmalarin varhigina ragmen, bu konudaki tartismalar da yogun bir sekilde
stirmektedir. Bu tartismalarin devam etmesinin altinda esas olarak Tiirkiye bal arist
populasyonlar1 ve ekotiplerinin molekiiler DNA markerleri kullanilarak daha detayli bir
sekilde tanimlanmamis olmasi yatmaktadir. Bu eksiklige ilave olarak gezginci ariciligin
Tirkiye bal aris1 gen havuzuna nasil bir katki sagladigi da diger bir tartisma konusunu

olusturmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda, Tiirkiye nin farkli yorelerine ait bal aris1 populasyonlarinin gesitli
mtDNA markerleri bakimindan tanimlanmasi hedeflenmistir. Bu amagla PCR, RFLP ve
DNA dizi analizi yontemleri kullanilarak anonim, sitokrom b, (cyt b), sitokrom C
oksidaz I (COI), ribozomun biiyiik alt birimi (IrRNA), sitokrom C oksidaz I ile sitokrom
C oksidaz II arasindaki bolge (COI-COII arasi) ve sitokrom C oksidaz I ile sitokrom C
oksidaz II arasindaki intergenik bolge (COI-COII intergenik bolge) mtDNA
lokuslarinda, farkli enzim kombinasyonlarindan ve COI-COII intergenik bdlge’nin

DNA dizi analiziyle tespit edilen genetik benzerlikten/farkliliktan yararlanilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

2.1 Bal Anisinin Sistematikteki Yeri ve Cografi Irklar

Bal arisinin yaklasik 1 milyon yil dnce evrimlestigi ve kimi arastiricilara gore Asya
kitasindan kimi arastiricilara gore ise Afrika kitasindan Avrupa kitasina yayildigi
bildirilmektedir. ilk ar1 kalintilar1 40 milyon yil &ncesine dayanan fosil kalintilarinda
bulunmustur. Bat1 bal arisinin (Apis mellifera L.) orijini Kuzey Dogu Afrika ve Yakin
Dogu olup bu bolgelerden Avrupa ve Afrika’nin diger bolgelerine yayildigi 6ne
stiriilmektedir (Ruttner et al. 1978). Bal arisinin taksonomik simiflandirilmasi Cizelge

2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1 Bal arilarinin taksonomik siniflandirilmasi (Engel 1999, Anonymous 2006)

Alem Animalia Hayvanlar

Sube Arthropoda Eklem bacaklilar

Sinif Insecta Bocekler

Alt Simif Pterygota Kanatli bocekler

Takim Hymenoptera Zar kanatlhlar

Boliim Aculeata Igneliler

Stiper Familya Apoidea Arilar

Familya Apidae

Alt Familya Apinae

Cins Apis Bal arilar

Tiir Apis mellifera Linnnaeus (1758) Bat1 bal aris1
Apis cerena Fabricius (1793) Dogu bal arist
Apis florea Fabricius (1787) Ciice an
Apis dorsata Fabricius (1793) Dev ar1

Bal aris1 alttiirleri, bulunduklar1 cografyada hem yapay hem de dogal seleksiyonun ortak
etkisi sonucu ortaya ¢ikmislardir. Bu nedenle ¢iftlik hayvanlarindaki irk kavraminin
karsilig1 olarak bal arilarinda cografi irk kavraminin kullanilmasi tercih edilmektedir.
Bir cografi 1rk i¢indeki 6zel ekolojik sartlara uyum saglamis gruplara da ekotip
(ecotype) denilmektedir (Ruttner 1988).



Diinyada en fazla yetistiriciligi yapilan bal arisi tiirii Bat1 bal aris1 (Apis mellifera
L.)’dir. Bat1 bal arisinin morfometri ve molekiiler ¢calismalara dayanarak 24 cografi irka
ayrildigr ¢esitli arastiricilar tarafindan bildirilmektedir. Bat1 bal arilar1 4 farkli genetik
soy igerisinde degerlendirilmekte olup bunlarin cografi dagilimlar1 Cizelge 2.2°de

verilmistir (Ruttner 1988).

Cizelge 2.2 Bat1 bal aris1 (4pis mellifera L.) alttiirlerinin cografi dagilimi ile morfometri,
mtDNA ve SNPs verileri bakimindan yer aldiklar1 genetik soylar

Bat1 bal aris1 alttiirlerinin cografi dagilimi Morfometri MtDNA SNPs

(Ruttner 1988) (Ruttner 1988, (Franck et al. (Whitfield
Kauhausen- 2000a, 2000b, et al. 2006)
Keller et al. 2001)
1997)

I. Yakin Dogu (Vear East)

1. A. m. anatoliaca Maa (1953)
. adami Ruttner (1975)
. cypria Pollmann (1879)

@)
o

O 1

. syriaca Buttel-Reepen (1906)
. meda Skorikov (1929)
. caucasica Gorbachev (1916)

S Nk L
NP
I 3 3 3 8 8

oo an!
OI

7. A. m. armeniaca Skorikov (1929)
II. Tropik Afrika (Tropical Africa)
8. A. m. lamarckii Cockerell (1906)
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13. A. m. monticola Smith (1961)
14. A. m. capensis Escholtz (1821)
15. A. m. unicolor Latreille (1804)
II1. Akdeniz (Mediterranian)
1. Bat1 Akdeniz (West Mediterranean)
a) Kuzey Afrika (North Africa)
16. A. m. sahariensis Baldensperger (1924)
17. A. m. intermissa Buttel-Reepen (1906)
b) Bati Akdeniz ve Kuzey Avrupa
(West Mediterranean and North Europe)
18. A. m. iberica Goetze (1964)
19. A. m. mellifera Linnaeus (1758)
2. Orta Akdeniz ve Giineydogu Avrupa
(Central Mediterranean and South East Europe)
20. A. m. sicula Montagano (1911)
21. A. m. ligustica Spinola (1806)
22. A. m. cecropia Kiesenwetter (1860)
23. A. m. macedonica Ruttner (1987)
24. A. m. carnica Pollmann (1879)
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Sekil 2.1°de goriilebilecegi gibi, morfolojik 6zellikler kullanilarak yapilan kiimeleme
(cluster analysis) ve temel bilesenler analizi (principal components analysis) sonucunda
Bat1 bal aris1 alttiirlerinin Mellifera (M), Afrika (A) ve Carnica (C) olmak iizere ii¢ ana
genetik soy igerisinde siniflandirilabilecegi ifade edilmektedir (Ruttner et al. 1978).
Daha sonralar Sekil 2.2-2.4’de goriilebilecegi gibi, Yakin Dogu bal arisi1 alttiirleri
Oryantal (O) olarak adlandirilan dordiincii genetik soy igerisinde degerlendirilmistir

(Ruttner 1988, Kauhausen-Keller ef al. 1997, Whitfield et al. 2006).

Bat1 Akdeniz ve Kuzey Avrupa alttiirleri (4. m. mellifera ve A. m. iberica) M soyu, Orta
ve Giiney Afrika alttiirleri A soyu, Dogu Avrupa’dan Italya’ya kadar olan cografyadaki
A. m. carnica, cecropia ve ligustica alttiirleri C soyu (Ruttner et al. 1978) ve daha
sonralart bu genetik soylara ilave bir soy eklenerek, Yakin Dogu alttiirleri O soyu
igcerisinde degerlendirilmistir (Ruttner 1988, Kauhausen-Keller et al. 1997). Molekiiler
DNA teknikleri temelinde yapilan ¢aligsmalar sonucu Ruttner (1988) ve Kauhausen-
Keller et al. (1997) tarafindan O genetik soyu igerisinde degerlendirilen 4. m.
anatoliaca, meda, cypria, caucasica, adami ve armeniaca’yl igeren Yakin Dogu bal
aris1 alttiirlerinin C genetik soyu igerisinde, Suriye (4. m. syriaca) arisinin ise yine O
genetik soyu icerisinde degerlendirilebilecegi ifade edilmektedir (Arias and Sheppard
1996, Franck et al. 2000a, Palmer et al. 2000). Franck et al. (2001)’de Etiyopya’dan
aliman A. m. yemenitica 6rneklerinin Y (yemenitica) olarak adlandirilan yeni bir Yemen
genetik soyu igerisinde degerlendirilebilecegi bildirilmektedir. Whitfield et al. (2006),
SNPs markerlerinden yararlanarak, Ruttner (1988) ve Kauhausen-Keller et al. (1997)
tarafindan bildirilen 4 ana siniflandirma ile paralel sonuglar elde etmis ancak Ruttner
(1988) tarafindan M genetik soyu igerisinde degerlendirilen 4. m. intermissa’nin A

genetik soyu igerisinde degerlendirilebilecegi bildirilmistir (Cizelge 2.2).

Belirtilen gruplandirmalara ilave olarak bazi bolgelerde iki soy arasinda bir gecisin de
goriilebilecegi tespit edilmistir. Sicilya adasindaki bal arilarinin (4. m. sicula) biiyiik bir
kism1 A soyu i¢ginde degerlendirilirken bir kismi C soyuna dahil edilmistir (Franck et al.
2000b). Yine Ispanya’nin giineyinden kuzeyine dogru 4. m. iberica rkinda A soyundan
M soyuna dogru bir gecisin oldugu da bildirilmektedir (Smith ef al. 1991, Garnery et al.
1995, Franck et al. 1998).
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Sekil 2.1 Morfometrik karakterler kullanilarak temel bilesenler analizi ile Bati bal

arilarinin ii¢ genetik soya dagilimi (Ruttner et al. 1978)

F2

O Tropik Afrika (Tropical Africa) " A"

\\_\-—_

e = VIO!‘V
+rE
4 B
+

v Bat1 Akdeniz ve Kuzey Avrupa (Western Mediterranean and Northern Europe) "M"
4 Orta Akdeniz ve Giiney Dogu Avrupa (Central Mediterranean and South Eastern Europe) " C"

+ Yakin Dogu (Near East) "O"

Sekil 2.2 Morfometrik karakterler kullanilarak temel bilesenler analizi ile Bati bal

arilarinin uzaysal konumlandirilmasi (Kauhausen-Keller ef al. 1997)
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Dogu Avrupa (C)

Batl ve Kuzey
Avrupa (M)

A. m. ligustica
A. m. carnica

A. m. meliifera
A. m. iberiensis

Yakin Dogu (O)
Afrika (A)

; ) A. m. syriaca
A. m. intermissa A. m. caucasica

A. m. scutellata A. m. anatoliaca

A. m. lamarckii

Sekil 2.3 SNPs markerleri kullanilarak Bati bal arillarinin dort genetik soya dagilimi
(Anonymous 2006, Whitfield ez al. 2006)

Yakin Dogu (Near East) "O"

Caucasica
Adamli
Anatoliaca
Meda
Cypria
Syrlaca
Others

Sekil 2.4 Morfometrik karakterler kullanilarak Yakin Dogu (O: Oryantal) grubunda yer
alan Bati bal arilar1 (Kauhausen-Keller ef al. 1997)
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Sekil 2.5 Morfometrik karakterler kullanilarak Bat1 bal aris1 (4pis mellifera L.) genetik
soylarinin cografi dagilimi. Garnery et al. (1992)’den degistirilmistir

Son yapilan c¢alismalar ile Cizelge 2.2°de verilen cografi irklara yenileri ilave
edilmektedir. Ornegin, Malta adasindaki endemik bal arilar1 morfolojik, davranis ve
mitokondriyel DNA dizi analizleri sonucunda ayr1 bir cografi irk olarak kabul edilmis
ve Prof. Friedrich Ruttner’in amismna bu arilara 4. m. ruttneri denilmistir. A. m.
ruttneri’nin Avrupa arilarindan ¢ok Kuzey Afrika’daki 4. m. intermissa’ya benzedigi
bildirilmistir (Sheppard et al. 1997). Yine Orta Asya’da Tien Shan daglarinda endemik
bir bal aris1 olan Apis mellifera pomonella hem morfolojik karakterler (Sheppard et al.
1997) ve hem de SNPs markerleri (Whitfield et al. 2006) bakimindan O, mitokondriyel
DNA dizi analizleri (Sheppard et al. 1997) sonucunda ise C genetik soyu igerisinde
degerlendirilmistir. 4. m. pomonella arisinin morfolojik O6zellikler bakimindan O
genetik soyu igerisinde yer almasina ragmen bu genetik soy igerisinde bulunan diger

alttiirlerden farklilik gosterdigi bildirilmektedir. Bu nedenle A. m. pomonella’nin
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morfolojik 06zellikler bakimindan hem O hem de C genetik soyu icinde
degerlendirilebilecegi ifade edilmektedir (Sheppard and Meixner 2003).

Diinya da ekonomik degeri yliksek olan ve kiiltlirii yaygin olarak yapilan bal arisi
irklar1, Esmer (4. m. mellifera), talyan (4. m. ligustica), Kafkas (4. m. caucasica) ve

Karniyol (4. m. carnica) bal arilaridir.

Tirkiye’nin farkli iklim ve yerlesim sartlarina sahip bircok Asya, Avrupa ve Ortadogu
iilkelerinin ge¢is yollar iizerinde yer almasi ile iklim kosullar1 ve topografik yapinin
cok degisken olmasit mevcut bal arisi populasyonlarinin birbirlerinden olan
farkliliklarini artiran ana unsurlar olarak degerlendirilmektedir. Belirtilen bu faktorlerin
bir sonucu olarak Tiirkiye bal aris1 populasyonlarinin morfolojik ve ekolojik veriler
temelinde birbirlerinden oldukga farklilik gosterdigi ve Tirkiye’nin kuzeydogusunda
Kafkas aris1 (4. m. caucasica)’nin ve Giineydogusunda Iran aris1 (4. m. meda) nmn
bulundugu, bunun disindaki tiim bolgelerde Anadolu arisinin (4. m. anatoliaca) ana
populasyonu olusturdugu bildirilmektedir (Ruttner 1988). Yapilan diger calismalarda
ise Hatay ilinde Suriye arisinin (4. m. syriaca) bulunabilecegi ifade edilmektedir

(Palmer et al. 2000, Kandemir et al. 2006a).

2.2 Molekiiler Genetik Calismalarinda Varyasyon Belirleme Yontemleri

Populasyonlar ya da bireyler arasinda var olan 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 ayni olan iki birey elde etmek neredeyse
imkansizdir. Ayni genotipe sahip canlilar arasinda bile (tek yumurta ikizleri, vejetatif

cogalan canlilar, klonla ¢ogaltilan canlilar vs.) farkliliklar bulunabilmektedir.

Canlilarda ele alinan oOzellik/6zellikler bakimindan fenotipik varyasyonun cevre ve
genotip olmak tizere baslica iki kaynagi bulunmaktadir. Genetik varyasyon ise lizerinde

durulan 6zellik/6zellikler bakimindan canlilar arasindaki genotipik yapidan kaynaklanan
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farkliliklar1 ifade etmektedir. Genetik varyasyonun esas kaynagint DNA molekiiliindeki

dort farkli baz ¢iftinin sayis1 ve bunlarin dizilimlerindeki farkliliklar olusturmaktadir.

Genetik materyal c¢esitli faktorlere bagli olarak degisiklige ugrayabilir. Bunun
sonucunda da bireyler arasindaki genotipik farkliliklar meydana gelmektedir. Genetik
materyalde meydana gelen farkliliklarin temel kaynagi mutasyondur. Mutasyon
(mutation) genetik materyalde meydana gelen ani ve kararli degisiklikler olup, esas
olarak niikleotid (nokta veya gen) ve kromozom seviyesinde meydana gelen
mutasyonlar olarak iki smifta degerlendirilmektedirler. Belirtilen mutasyonlara ilave
olarak homolog olmayan kromozomlar arasindaki parca degisimleri (¢ranslocation) ile
eseyli cogalan canlilarda {ireme hiicrelerinin meydana gelmesi siirecinde homolog
kromozomlar arasinda meydana gelen parga degisimleri (crossing-over) de canlilar
arasindaki genetik farkliliklarin temel nedenleri arasinda yer almaktadir. Mutasyona
ilave olarak sans, seleksiyon ve gociin de birlikte etkisiyle populasyonlarin gen ve
genotip frekanslart degisiklige ugrayarak uzun yillar sonra genetik dengede olan bir
populasyon, koken aldig1r populasyonun genetik yapisindan ¢ok daha farkli bir yapiya
sahip olabilmektedir.

Son 40 yil igerisinde molekiiler seviyede yapilan genetik varyasyonun biyokimyasal
ozellikler temelinde belirlenmesi c¢aligmalar1 sonucunda, biyolojik organizmalarin
genetik yapilar1 ve bunlarin evrimi hakkinda faydali ipuglar1 elde edilmistir. Genetik
varyasyonun biyokimyasal diizeyde tespit edilmesine yoOnelik ilk ¢alismalar yirminci
yiizyil baslarinda gerceklestirilmistir. Bu konuda yapilan ilk ¢aligmalar arasinda yer alan
ABO kan grubu sistemi bakimindan insanlarin farkli genetik yapilarda oldugu tespit
edilmistir. Kan grubu sisteminde ortaya konan prensipler farkli insan gruplar1 arasinda
yapilan ilk gruplandirma arastirmalarina da uygulanmistir. Belirtilen bu nadir 6ncii
calismalara ragmen, biyokimyasal genetik calismalar1 ve bunlarin evrim c¢alismalarinda

kullanimi esas olarak 1960’11 yillardan sonra hiz kazanmistir (MacHugh 1996).

Ik kez 1966 yilinda uygulanan protein elektroforezi teknigi ile biyokimyasal diizeyde
genotipik yapimin belirlenmesine baglanmistir. Aminoasitler, proteinler, enzimler ve

niikleik asitler gibi dnemli biyolojik molekiiller iyonize olabilen gruplara sahiptirler. Bu
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gruplar, solusyonlarda katyon (+) ya da anyon (-) olmak {izere yiiklii molekiiller halinde
bulunabilirler. Benzer yiiklii molekiiller farkli molekiil agirliklarina sahip olduklarinda
yiik/kiitle oranlar1 da farkli olacagindan, solusyondaki iyonlar elektrik akimi etkisine
birakilirlarsa molekiil agirliklar1 temelinde farkli bant modelleri gostereceklerdir.
Buradan yola cikarak elektroforez islemi bir elektrik alani etkisine birakilan biyolojik
molekiillerin yiiklerine, biiytlikliiklerine ve sekillerine bagli olarak ayrilmalar1 seklinde
tanimlanmaktadir (Hames and Rickwood 1990). Evrim stireci igerisinde populasyonlar
ici ve populasyonlar arasindaki fakliliklarin/benzerliklerin tespit edilmesi amaciyla
biyokimyasal genetik markerler (protein ve enzim), 1990’1 yillara kadar standart
protokoller halinde yaygin bir sekilde kullanilmistir. Biyokimyasal genetik ¢alismalarin
dogasindan kaynaklanan kimi zorluklar1 gidermek amaciyla DNA molekiilii seviyesinde
daha duyarli yeni yontemlerin gelistirilmesine baslanmistir. Bu amagcla gelistirilen ve
yaygin olarak kullanilan yontemler arasinda DNA-DNA hibridizasyonu (DNA-DNA
hybridization), Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR, Polymerase Chain Reaction),
Rasgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD, Random Amplified Polymorphic DNA),
Cogaltilmis Parca Uzunluk Polimorfizmi (AFLP, Amplified Fragment Length
Polymorphism), Tek Nikleotid Polimorfizmleri (SNPs, Single Nucleotide
Polymorphisms), Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (RFLP, Restriction
Fragment Length Polymorphism), Basit Dizilim Tekrarlar1 (SSR, Simple Sequence
Repeats), Ardisik Basit Tekrarlar (STR, Simple Tandem Repeats), mikrosatelitler

(microsatellites) ve DNA dizi analizi (DNA sequencing) gibi yontemler yer almaktadir.

2.2.1 DNA-DNA hibridizasyonu yontemi

Cekirdek DNA diizeyinde farkliliklarin tespit edilmesi amaciyla ilk olarak DNA-DNA
hibridizasyon teknigi gelistirilmistir. DNA-DNA hibridizasyon teknigi farkl tiirlere ait
DNA eksenlerinden olusan sarmal bir DNA molekiiliiniin (hibrit) olugturulmasi esasina
dayanmaktadir. 1980’lerde c¢esitli canlilarda filogenetik iliskilerin agiklanmasinda bu
teknik kullanilmistir. Ancak, teorik olarak genom hakkinda bir 6n bilgiye sahip
olunmasinin zorunlulugu ve uygulama asamasindaki kimi zorluklar nedeniyle bu
teknigin yerini dogrudan DNA analizlerinin yapilmasina olanak saglayan PCR temelli

yontemler almistir (MacHugh 1996, Avise 2004).
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2.2.2 Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi

Polimeraz zincir reaksiyonu yonteminin gelistirilmesi molekiiler biyoloji alaninda ¢ok
Oonemli bir donlim noktasi olarak kabul edilmektedir (Saiki et al. 1985, Saiki et al.
1988). Bu teknigin gelistirilmesinden sonra bir¢ok organizmada DNA varyasyonu tespit

etmek amaciyla yapilan ¢alismalarda biiyiik bir artis olmustur.

PCR dogal DNA replikasyon isleminin temel bilesenleri kullanilarak DNA’nin tiipler
icinde c¢ogaltilmast ya da kopyalanmasidir. Hiicrede pek ¢ok proteinin ve enzimin rol
aldig1 karmasik islemler sonucunda biitiin bir genom replike olmaktadir. Cok basit
olarak DNA ikili sarmali agilmakta, ebeveyn molekiiliin her bir ekseni kalip (sablon)
olarak kullanilarak yeni iki tamamlayici (komplementer) eksen sentezlenmektedir. Yeni
eksenlerin sentezlenmesi, Watson and Crick (1953) kurallarina gére A-T ve G-C
arasinda olacak sekilde baz ciftlerinin olugmasi yetenegine baglidir. Ayrica DNA
replikasyonunun baglayabilmesi icin kalip DNA ile tamamlayici olan RNA
primerlerinin de sentezlenmesi gerekmektedir. DNA polimeraz enzimi, kisa
oligontikleotidlerin (primer) 3' OH ucuna yeni niikleotidleri ekleyerek yeni olusan DNA
eksenini uzatabilmektedir. DNA’nin tiipler i¢inde cogaltilmas: i¢in; 6-30 niikleotid
uzunlugunda primerlere, optimum pH seviyesine ve tuz konsantrasyonunu optimum
yapan tampon ¢0zeltiye, DNA polimeraz enziminin ihtiya¢ duydugu magnezyum’a ve
yeni sentezlenecek olan zincire eklenecek 4 tip niikleotide (dNTP) ihtiyag

duyulmaktadir (McPherson and Meller 2001).

PCR yontemi genel olarak ii¢ basamaklik bir dongiiniin defalarca tekrarlanmasina

dayanan bir teknik olup li¢ asamadan olusmaktadir. Bu asamalar;
a) DNA eksenlerinin birbirinden ayrilmasi (denaturation),
b) Primerlerin komplementer DNA bdlgesiyle hibrit olusturmasi (annealing) ve

c) Yeni eksenlerin sentezinin yapilmasi (extension) asamalaridir (Sekil 2.6).
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Polimeraz Zincir Reaksivonu (PCR)
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Sekil 2.6 Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) dongiisii

Kalip DNA’nin iki ekseni, yaklagik 94-95 °C ’lik sicaklik uygulamasiyla birbirinden
ayrilmaktadir. PCR’mn ilk asamasi olan bu islem DNA eksenlerinin birbirinden
ayrilmasi olarak bilinmektedir. Eksenlerin ayrilmasi, 15 saniyeden birka¢ dakikaya
kadar olabilmektedir. Ikinci asama oligoniikleotid primerlerinin (6-30 bazlik) kalip
DNA iizerindeki tamamlayici (complementary) siralara eslenmeleri ve hibritlenme
olaymin olmasidir. Bunun i¢in denatiirasyon sicaklifindan daha diisiik hibritlenme
sicakligina reaksiyon sogutulmaktadir. Primerlerin dogru bir bi¢imde hibritlenmesi i¢in
sicakligin 40-72 °C (optimum 55 °C) arasinda olmasi gerekmektedir. Reaksiyon bu
sicakliklara sogutuldugunda primerlerin tamamlayici DNA ile hibritlenmesi saglanmis
olur. Primerlerin baglanmasi igin 55 °C’de 1-2 dk tutmak yeterlidir. En son asama
olarak optimum sentez sicakliginda (72 °C), sicakliga dayanikli Ozgiin bir DNA
polimeraz enzimi primerlerin 3’OH uclarina deoksiriboniikleotidleri ekleyerek yeni
eksenleri kalip siraya komplementer olacak sekilde sentezlemektedir. Bu son asama
yeni DNA eksenlerinin sentezinin yapilmasi olarak bilinmektedir. Uzama asamasinin 1-

3 dk kadar olmas1 6nerilmektedir (McPherson and Mgller 2001).
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Bir sonraki dongilide baslangigta kullanilan DNA molekiilii ile birlikte yeni sentezlenen
DNA molekiilii de birbirinden ayrilmaktadir. Her bir eksen (hem kalip eksen ve hem de
yeni sentezlenen eksen) primer baglanma bolgesine sahiptir ve sonraki DNA sentezleri
icin kalip gorevi gormektedir. Bu ii¢ asamali PCR dongiisii 20-40 kez tekrarlanarak
istenilen kopyada DNA bdlgesi cogaltilmis olmaktadir. Her bir dongiide DNA
molekiilii, iki katina c¢ikarilarak hedeflenen DNA parcacigi iissel bir artisla
cogaltilmakta ve bu DNA parcaciklar1 agaroz gibi c¢esitli destek ortamlarinda tespit
edilebilmektedir (Sekil 2.7).

4. Déngii
Hedef gen —< Ussel amplifikasyon
== apengn (gogaltim)
— 2. Déngi
1. Déngii T e » 35. Déngii
Kalip — —
(sablon) DNA — ——
22= 23= —
23 =68 milyar
4 kopya 8kopya 16kopya 32 kopya kopya d

Sekil 2.7 PCR dongiisii kullanilarak hedeflenen DNA bdlgesinin tissel ¢ogaltimi

PCR cihaz kullanilarak giinlimiizde pek ¢cok marker belirleme yontemi gelistirilmistir.
PCR tabanli yontemlerin en 6nemli istiinliigii, ¢ok eski caglarda yasamis biyolojik
organizmalardan elde edilen DNA molekiilleri lizerinde bile ¢esitli arastirmalarin
yapilabilmesine olanak saglamasidir. Ancak bu yontemin bazi eksik yonleri de

bulunmaktadir.
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PCR tabanli yontemlerin eksiklikleri su sekilde 6zetlenebilir (Avise 2004).

a)

b)

PCR c¢ogaltimmin giivenilirligi tartismalidir. Hedef bolgenin cogaltiminda
ozellikle ilk dongiilerde, primerlerin lizerinde durulmayan siralara baglanma
ihtimali bulunmaktadir ve bdylece hedef bolgeden farkli olan yanlis siralarin da
cogaltilmast miimkiin olabilmektedir.

Ozellikle poliploidlerde bir lokus ¢ogaltilirken PCR firiinleri arasinda parca
degisimi s6z konusu olabilmektedir.

Herhangi bir nedene bagli olmaksizin hedef bdlgesinin PCR c¢ogaltiminin
yapilamamasidir. Bu durum o6zellikle mikrosatelit uygulamalar1 ile yapilan
ebeveyn analizlerinde genotiplerin dogru tespit edilememesine neden

olmaktadir.

PCR temelli olarak tespit edilen polimorfizmler;

a)
b)
c)
d)

Kullanilan primer tipine,

PCR kosullarinin sikiligina (stringency),

DNA pargaciklarinin ayrimina ve

DNA parcaciklarmin belirlenme yontemlerine bagl olarak, rasgele (RAPD) ya
da 6zgiin (AFLP, RFLP ve mikrosatelit gibi) olabilmektedir.

2.2.3 Rasgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) yontemi

RAPD yontemi genellikle 9-10 bazlik kisa, tek bir primer kullanilarak genomdaki

rasgele bolgelerin ¢ogaltildigi PCR temelli bir yontemdir. Bu yontemde 6zgiin hedef

DNA bolgesi ya da hedef gen yoktur. Her bir primer rasgele DNA molekiiliiniin farkl

bolgelerine baglanabilmekte ve bu bolgelerin ¢ogaltilmasini saglamaktadir. Diger

molekiiler genetik yontemlerle karsilastirildiginda RAPD yOdnteminin gesitli tistiinliikleri

ve de eksiklikleri bulunmaktadir.

RAPD yonteminin iistiin yonleri su sekilde 6zetlenebilir.

a)
b)

c)

Cok sayida lokus tizerinde ayn1 anda c¢alisilmasina olanak vermesi,
laboratuvar uygulanmasinin kolay olmasi,

sonuglarin nispeten daha kisa siirede elde edilmesi,

20



d) ¢ok az miktarda genomik DNA’ya gereksinim duyulmasi ve

e) deneme basina maliyetinin az olmasidir.

RAPD markerlerinin eksik yonleri de su sekilde 6zetlenebilir.

a) Dominant markerler olmalar1 nedeniyle heterozigot genotiplerin homozigot
genotiplerden ayirt edilememesi,

b) tekrarlanabilir sonuglarin elde edilmesinde kimi zorluklarin bulunmasi,

c) hedef DNA bolgesinin genomun neresinde oldugunun belirlenememesi ve

d) laboratuvarlar arasinda farkli sonuglarin elde edilmesidir.

Belirtilen bu eksikliklerine ragmen giliniimiizde, farkli tiirler, alttiirler ve populasyonlara
ait nDNA molekiiliinde mevcut bulunan genetik varyasyon hakkinda 6n bilgilerin elde
edilmesi ve populasyonlarin birbirleri ile karsilastirilmasi amaciyla yapilan ¢calismalarda

halen bu yontem yaygin olarak kullanilmaktadir (Williams et al. 1991, Black 1993).

2.2.4 Cogaltilmis parca uzunluk polimorfizmi (AFLP) yontemi

AFLP yonteminin kullanilmasindaki esas amag, iki restriksiyon endoniikleaz enzimiyle
muamele edilerek kesilmis ¢ok sayida genomik DNA parcaciginin bulundugu bir
karisimda yer alan restriksiyon pargaciklarinin 6zel bir alt grubunun g¢ogaltilmasidir
(Avise 2004). AFLP teknigi ile polimorfizm elde etme olasilig1 oldukca yiiksektir ve
genom hakkinda herhangi bir 6n bilgi olmadan bu teknik uygulanabilmektedir. Elde
edilen her bir marker oldukga giivenilir ve bilgi saglayicidir. AFLP tekniginin en 6nemli
eksikligi dominant markerler vermesidir. Ayrica bu teknikte 50-100 gibi cok sayida
cogaltilmig parcacik elde edildigi i¢in bunlarin analizlerinin otomatik olarak bilgisayar
kontroliinde yapilmasi1 gerekmektedir. Genetik haritalamada AFLP markerleri genellikle
kromozomlarin sentromer ve telomer (u¢ bolgeleri) bolgelerinde toplanmaktadir. Bu
durum kromozomlarin diger bdlgelerinin analizlerini giiglestirmektedir (Zabeau and

Vos 1993, Vos et al. 1995).
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2.2.5 Tek niikleotid polimorfizmleri (SNPs) yontemi

SNPs, bir purin (A ve G) niikleotidinin diger bir purin niikleotidine veya bir primidin (C
ve T) niikleotidinin diger bir primidin niikleotidine degisimi (transition) seklinde
olabilecegi gibi, bir purin niikleotidinin bir pirimidin niikleotidine veya bir pirimidin
niikleotidinin bir purin niikleotidine degisimi (transversion) seklinde de olusmaktadir.
Ayrica bir ya da birkag¢ niikleotidin eklenmesi (insertion) veya eksilmesi (deletion) de

yeni SNPs markerlerinin ortaya ¢ikmasina neden olan diger faktorlerdir.

Sigir 16kosit adhezyon yetersizligi (BLAD, bovine leukocyte adhesion deficiency)
kalitsal kusuru bakimindan normal sigirlarda CD18 geninin 383. niikleotidi olarak
Adenin (A) niikleotidi bulunmaktadir. Meydana gelen D128G mutasyonu sonucunda
mutant BLAD allelini tasiyan sigirlarda 383. niikleotid Guanin (G)’e doniismektedir. Bu
mutasyon tek nokta mutasyonu (A—G) sonucunda meydana gelmekte olup SNPs
markeri olarak degerlendirilmektedir. Bu SNPs markeri bakimindan sigirlar 3 farkli

genotipte degerlendirilmektedir (Shuster et al. 1992).

---TCGA--- --TCGG--- --TCGG---
---AGCT--- ---AGCT--- ---AGCC---
Normal (BB) Tasiyic1 (Bb) Hasta (bb)

Genetik ¢alismalarda SNPs markerleri kullaniminin yayginlagsmasinin 4 6énemli nedeni

bulunmaktadir. Bu nedenler su sekilde 6zetlenebilir (Beuzen et al. 2000).

a) Uzerinde durulan hemen her lokusta diger molekiiler yontemlere gore ¢ok daha
fazla marker elde edilmektedir. Ornegin insan ¢ekirdek DNA’sinda her 1000 baz
basina bir SNPs olugsmaktadir.

b) SNPs herhangi bir gen iiriinii karsiligi bulunan bolgelerde bulunmakta ve bu
nedenle dogrudan fenotipi etkilemektedirler. Ornegin, Siyah Alaca sigirlarinda
BLAD hastaliginda oldugu gibi bu tip SNPs markerleri bireyler arasindaki

genotipik farkliliklarin dogrudan sorumlusu olabilmektedir.
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c) SNPs mikrosatelitlere oranla daha kararli bir sekilde dollere aktarilmaktadir. Bu
durum uzun vadede seleksiyon markeri olarak SNPs markerlerinin kullanimini

daha uygun hale getirmektedir.

d) DNA microarray teknolojisi kullanilarak daha fazla lokusun irdelendigi genetik
caligmalarinda SNPs markerleri mikrosatelitlere oranla daha kullanish

markerlerdir.

SNPs genel olarak populasyonda sadece 2 allelin (biallelic) bulundugu durumlarda
tespit edilebilen genetik varyasyon kaynagi olarak tanimlanmaktadir. Bir SNPs markeri
bakimindan bir populasyondaki bireyler BLAD 6rneginde oldugu gibi en fazla ti¢ farkli
genotipte (AT, GT ve GC) gruplandirilmaktadir. SNPs markerlerinin bu 6zelligine baglh
olarak her bir SNPs markeri basina elde edilecek bilgi igerigi mikrosatelitlere (coklu
allelizm) oranla ¢ok daha diisiik olmaktadir. Bir populasyonda 5 SNPs markerinden elde
edilecek genetik bilgi toplamimin ancak bir mikrosatelit markerinden elde edilecek
genetik bilgiye esit olabilecegi ifade edilmektedir. Buradan hareketle 2000 SNPs
markeri ile calisilmasi durumunda ancak 10 cM’lik bir mikrosatelit lokusunun
calisilmasina esdeger bilginin elde edilecegi tahmin edilmektedir. SNPs belirlenmesi
amaciyla PCR, RFLP, jel elektroforezi ve dizi analizi gibi temel molekiiler
yontemlerden yararlanilmaktadir. Polimorfik bdlge hakkinda oOnceden bilgi sahibi
olunmasinin gerekliligi SNPs markerlerinin bir eksikligi olarak ifade edilmektedir

(Beuzen et al. 2000).

2.2.6 Restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi (RFLP) yontemi

Ikili sarmal DNA molekiiliinii belirli niikleotid siralarindan kesen bakteriyel kokenli
restriksiyon enzimlerinin (restriction endonuclease) kesfedilmesi ile molekiiler biyoloji
alaninda O6nemli gelismeler yasanmistir. RFLP teknigi DNA diizeyinde polimorfizm
elde etmek amaciyla glinlimiizde yaygmn olarak kullanilmaktadir. Bakteriler,
bakteriyofajlara (bakterileri enfekte ederek ¢ogalan viriisler) karst savunma
mekanizmasi olarak cesitli restriksiyon enzimleri olusturmaktadirlar. Bu enzimler DNA
molekiiliinii 6zgilin tanima siralarindan kesebilen enzimlerdir. Bir bakteri bakteriyofajlar

tarafindan enfekte edildigi zaman, konakg¢1 bakterilerin endoniikleaz enzimleri fajlarin
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DNA’sin1 ¢esitli noktalardan keserek o fajin konakgi bakteride ¢ogalmasini onlemis

olmaktadir (Griffiths et al. 1996).

Restriksiyon enzimleri DNA molekiiliinii 4-8 baz ¢iftlik DNA siralarindan taniyarak bu
bolgelerden kesim yapmaktadirlar. Bazi enzimler ile kesim sonucu yapiskan uglu
(cohesive ya da sticky ends) parcaciklar ya da kiit uclu (blunt ends) parcaciklar elde
edilmektedir (Cizelge 2.3). RFLP teknigi Southern emdirim (blotting) ve PCR tabanl

olmak tizere iki farkl sekilde uygulanmaktadir.

Cizelge 2.3 Restriksiyon enzimleri ile elde edilen yapiskan ve kiit u¢clu DNA pargaciklari

Enzim Tanima bolgesi Kesim sonrasi elde edilen DNA pargaciklari

EcoRI 5...G'AATTC...3' 5'...G AATTC...3 Yapiskan uclu
3'...CTTAAG...5 3'...CTTAA G...5

Haelll 5'...GG'CC...3' 5'...GG CC...3 Kiit u¢lu
3'...CC;GG...5' 3'...CC GG...5'

Evrim ve populasyon genetigi calismalarinda restriksiyon enzimlerinden yararlanilarak
cok Onemli farkliliklar tespit edilmistir. RFLP analizleri hem c¢ekirdek ve hem de
mitokondriyel genomda oldukga faydali bilgiler ortaya koymaktadir.

2.2.6.1 Southern emdirim (blotting) temelli RFLP yontemi

Southern emdirim temelinde uygulanan RFLP yontemi, DNA diizeyindeki
varyasyonlarin tespit edilmesinde yaygin olarak kullanilan ilk yontemlerden biridir. Bu
teknikte belirli kesim enzimleri ile DNA molekiilii muamele edildikten sonra elde edilen
DNA parcaciklarinin  kesim modellerindeki farkliliklarindan yararlanilarak DNA
diizeyinde polimorfizmler tespit edilmektedir (Botstein et al. 1980). Olusabilecek ¢esitli
mutasyonlar (¢esitli nokta mutasyonlari, ters donme (inversion) ve homolog olmayan
kromozomlar arasi parca degisimi (translocation) gibi) DNA molekiiliinii farkli
sekillerde etkileyebilmekte ve sonugta bireyler arasinda farkli uzunluklara sahip DNA

parcaciklar1 elde edilmektedir. DNA pargaciklarinda meydana gelen uzunluk
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farkliliklar1 jel elektroforezi, hibridizasyon ve goriintiileme isleminden sonra tespit

edilebilmektedir (Southern 1975, Beckmann and Soller 1983).

RFLP tekniginde oOncelikle saflagtirilan DNA molekiilii 6zgiin kesim enzimleri ile
kesilmektedir. Her bir kesim enzimi DNA molekiiliinde 6zgiin siralar1 taniyarak o
noktalardan kesim yapmaktadir ve sonugta farkli uzunluklarda DNA parg¢aciklart (kesim
parcaciklar1) seti elde edilmektedir. Elde edilen c¢ok sayidaki kesim parcaciklar
genellikle agaroz jel elektroforezi ile ayrilmaktadir. Bu ayrimdan sonra agaroz jel,
etidyum bromiir ile boyandiginda jelde stiriiklenme (smear) meydana geleceginden
sadece boyama polimorfizmin tespit edilmesi i¢in yeterli degildir. Bu asamada
hedeflenen kesim parcaciklarinin belirlenebilmesi i¢in hibridizasyon yapilmasi
gerekmektedir. Agaroz jel iizerinde c¢alismanin gii¢liiklerinden dolayr hibridizasyon
isleminin bagka bir ortamda yapilmasi1 gerekmektedir. Bunun icin agaroz jel iizerinde
bulunan kesim pargaciklar1 daha stabil olan ve nitroseliilloz ya da naylondan yapilmis
baska bir destek ortamina aktarilmaktadir. Southern (1975) adli arastiricinin ortaya
koydugu DNA transfer yontemi Southern emdirim olarak adlandirilmaktadir (Sekil 2.8).
Bu yontemde oncelikle agaroz jel bir solusyon i¢inde denatiire edilerek tek eksenli
kesim parcaciklar: seti elde edilmektedir. Daha sonra jelin ilizerine gézenekli yapida
naylon ya da nitroseliiloz bir membran ve onun iizerine de agirlik konulmaktadir. Bu
sayede tampon solusyonun etkisiyle jeldeki biitiin kesim parcaciklar tek eksenli olarak

membrana aktarilmakta ve jeldeki bant modelleri membrana aktarilmis olmaktadir.

Bir sonraki asama hedeflenen kesim parcgaciklarini igeren membranin bir sonda (probe)
ile muamele edilmesidir. Sonda, hedeflenen DNA parcacigi ile komplementer olan kisa,
tek eksenli bir DNA molekiiliidiir. Sondalar ¢ekirdek ya da komplementer DNA
(cDNA) kiitiiphanelerinden hazirlanmaktadirlar. Bu DNA kiitiiphaneleri cesitli tiirlere
ait DNA molekiiliinlin parcalanmis halini igeren vektorler (6rn. plazmid) toplulugudur.
Bu vektorler cesitli bakterilere aktarilarak sahip olduklart DNA pargaciklar1 ¢ok sayida
cogaltilmaktadir. DNA sondalar1 ayrica tek eksenli hale doniistiiriiliip herhangi bir
etiketleme yontemi ile (6rn. radyoizotop) etiketlenip hibiridizasyondan sonra

goriintiileme yapilabilir hale getirilmektedir. Sonda yapilirken DNA parcaciklari,
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genellikle [**P] niikleozidleri ile ug etiketlenmesi islemine tabi tutulmaktadir. DNA

sondalar1 ¢esitli kaynaklardan elde edilebilmektedir. Bu kaynaklar;

a) Genomik kiitiiphaneler-genomik DNA kesim enzimleri ile kesilip, her bir DNA
parcacigl bakteriyel ya da viral bir vektore klonlanmaktadir. Bu anonim
kiitiiphane iginden RFLP analizi i¢in uygun sondalar secilmektedir.

b) Komplementer DNA (cDNA) kiitiiphaneleri-hiicre iginden mRNA molekiilii
izole edilip ters transkriptaz enzimi ile cDNA sentezlenmektedir. Elde edilen
cDNA molekiilii ¢esitli vektorlerde ¢ogaltilip RFLP analizi i¢in uygun sonda
olarak kullanilmaktadir.

c) Sitoplazmik DNA (mitokondriyel ve kloroplast) kiitiiphanelerinden uygun

sondalarin se¢imi yapilabilmektedir.

Naylon ya da nitroseliilloz destek ortamlarina aktarilmis olan membrandaki tek eksenli
kesim pargaciklari, hazirlanan sondalar ile komplementer olduklar1 durumda
hibritlenmekte ve radyoaktif etiketli cift eksenli DNA parcaciklar elde edilmektedir.
Etiketli DNA parcaciklar1 goriintiileme sistemi yardimiyla goriintiilenmektedirler.

(Southern 1975, Beckmann and Soller 1983, Vicente and Fulton 2004).

2.2.6.2 PCR temelli RFLP yontemi

PCR-RFLP ya da lokusa 6zgii RFLP teknigi 6zgiin bir lokusta polimorfizm tespit etmek
icin gelistirilmistir. Bu yontemde standart PCR islemi ile tizerinde durulan lokus
cogaltilmakta ve ¢esitli kesim enzimleri ile elde edilen PCR pargacigi kesilmektedir.
Kesim sonucu olusan kesim parcacik modellerine gére kesim noktasinin varligr veya
yokluguna gore bireyler arasindaki farkliliklar tespit edilmektedir (Sekil 2.9). Bu
yontemde bireyler arasinda tespit edilebilen polimorfizm, enzim tanima bolgesinde
meydana gelen bir niikleotidin eklenmesi, bir niikleotidin eksilmesi veya bir niikleotidin
degismesi seklinde ortaya g¢ikan nokta mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir. PCR-
RFLP yontemi kodominant kalittm modeline uygun markerler vermektedir. Bu
yontemde rutin PCR reaksiyonunda oldugu gibi uzun oligoniikleotid primerler

kullanildig1 i¢in oldukga giivenilir bir ¢ogaltim yapilmaktadir. Cogaltilan lokus ya da
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gen hakkinda 6nceden bilgi sahibi olunmasinin gerekliligi teknigin bir eksikligi olarak
ifade edilmektedir. Ayrica calisilacak lokuslar i¢in 0zgiin primerlerin hazirlanmasi
zaman ve maliyet gerektiren bir siirectir. Calismanin igerigine bagl olarak kullanilacak
olan kesim enzimleri de maliyeti artiran diger unsurlar olarak ele alinmalidir (Botstein

et al. 1980, Hall 1998, Vicente and Fulton 2004).

Kagt
havlular

DNA +kesim  Kesim Nitroseliiloz
enzimi  parcaciklar membran
SHS  dm

Alkal
v & B Soliisyon
1. Kesim Hazirhgy 2. Elektroforez 3. Emdirim (Blotting)
Membran
Kaldirthr
Baglanmayan | \—Film
sondalarm AR
\  ykanmast A
Soliisyon I v\ VA
icindeki DNA S
sondasi probe)
4, Radyoaktif sonda ile hibridizasyon 3. Otoradyograf

Sekil 2.8 Southern emdirim teknigi ile hibridizasyona dayali RFLP analizi
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Sekil 2.9 Genetik farkliliklarin PCR-RFLP yontemi kullanilarak belirlenmesi

2.2.7 Basit dizilim tekrarlarn1 (SSR), ardisik basit tekrarlar (STR) ya da
mikrosatelit yontemi

Cekirdek DNA seviyesinde gelistirilen diger bir genetik marker yontemi SSR yontemi
olup, STR ya da mikrosatelitler olarak da ifade edilmektedir. Mikrosatelitler 6karyotik
genom boyunca dagilmis bulunan ve ardisik olarak tekrarlanan 2-5 bg¢’lik gruplardan

olugmaktadir. Bu gruplar 6rnegin (GT)n, (CA)n, (ATA)n veya (CAGA)n seklinde
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olabilmektedir. Mikrosatelit lokuslardaki farkli alleller PCR ile ¢ogaltilan DNA
parcacigindaki farkli niikleotid dizisi motiflerinin belirlenmesiyle ortaya konmaktadir.
Her bir allelde tekrar eden birimlerin sayilar1 birbirlerinden farklilik gostermektedir.
Mikrosatelitler, lokus basina 10~ ile 10™ gibi yiiksek mutasyon oranlarina sahiptirler ve
buna bagli olarak da bir lokusta allel sayis1 olduk¢a fazla olabilmektedir. Bu
istiinliiklerinden dolayr mikrosatelitler, populasyonlarin tanimlanmasi, genom
haritalamas1 ve filogenetik ile evrim g¢alismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ayrica mikrosatelitlerin kodominant markerler vermesi ve PCR ile kolaylikla
caligilabilmesi kullaniminlarmi artiran diger faktorler arasinda yer almaktadir.
Mikrosatelit varyasyonu olugmasini saglayan mutasyonlarinin altinda yatan fiziksel
mekanizmanin replikasyon sirasinda eksenlerin kaymasi ile meydana gelen yanlis
eslesmelerin (slipped strand mispairing) oldugu ileri siiriilmektedir. Bu sayede
mikrosatelit lokuslarindaki basit dizi tekrarlari ortaya ¢ikmaktadir (MacHugh 1996,
Avise 2004).

2.2.8 DNA dizi analizi yontemi

Bireyler arasindaki genetik farkliliklarin tespit edilmesinde kullanilan etkin yontemlerin
basinda DNA dizi analizi yontemi gelmektedir. Otomatik DNA dizi analizi cihazlarinin
gelistirilmesi ve elde edilebilirliklerinin kolaylasmasi sonucunda molekiiler biyoloji
caligmalarinda DNA dizi analizinden yararlanilmasi gittikce yayginlagsmaktadir. DNA
dizi analizinin genetik temeli 1970’li yillarda ortaya konan iki farkli yonteme
dayanmaktadir. Bunlardan ilki Maxam and Gilbert (1977) tarafindan ortaya konan ve
baz1 niikleotidlere (A, T, C ya da G) 0zgii kimyasal kesim reaksiyonu temelinde
gelistirilen yontemdir. Maxam—Gilbert yontemi olarak ifade edilen bu teknikte dizi
analizi yapilacak hedef DNA bolgesinin u¢ kisimlar1 radyoaktif madde ile
etiketlenmekte ve bazlara 6zgilin noktalardan kesim yapabilen ¢esitli kimyasal maddeler
ile DNA molekiilii 4 ayr1 reaksiyon alt grubunda incelenmektedir. Ornegin birinci alt
grup, dimetil siilfat ve piperidin ile muamele edilerek sadece G niikleotid
pozisyonundan kesim yapilmaktadir. Bu islemin sonunda G niikleotidi ile son bulan
farkli uzunluklarda DNA pargaciklar elde edilmektedir. Daha sonra poliakrilamid jel

elektroforezi ile parcaciklar ayrilmakta ve otoradyografi ile goriintiilenmektedir. Diger
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tic niikleotide Ozgii benzer reaksiyonlar da yapilarak elde edilen parcaciklar jel
elektroforezi ile ayrilmaktadir. En son olarak otoradyografi sonucu goriintiilenen

bantlardan yararlanilarak DNA dizisi elde edilmektedir (Sekil 2.10).

Yine 1970’11 yillarda Sanger et al. (1977) tarafindan ortaya konan ve Sanger yontemi
olarak bilinen diger bir DNA dizi analizi yontemi, glinimiizde kullanilmakta olan
otomatik DNA dizi analizi tekniklerinin onciisii olarak kabul edilmektedir. Bu yontem
laboratuvar ortaminda (in-vitro) gergeklestirilen DNA replikasyonu isleminin kontrolli
bir sekilde yarida kesilmesi temeline dayanmaktadir. Ikili sarmal DNA tek eksenli hale
getirilmekte ve hedef DNA bdlgesinin bir boliimii ile komplementer olan kisa bir DNA
parcacigi, bu bolge ile hibrit olusturmaktadir. Bu primer/hedef DNA (template) karisimi
DNA polimeraz enzimi tarafindan katalize edilen ve primere yeni niikleotidlerin ilave
edilmesi temelinde 4 ayr1 reaksiyon alt grubunda incelenmektedir. Her bir reaksiyonda 4
tip deoksiniikleotidlere (dA, dC, dG ve dT) ilave olarak deoksiniikleotidlerde var olan 3'
OH grubunu tasimayan dideoksiniikleotidler (ddN) de bulunmaktadir. Yeni sentezlenen
DNA molekiilii, ya primerin u¢ kismi etiketlenerek ya da sentez sirasinda etiketli
deoksintikleotid ilave ederek radyoaktif etiketli hale getirilmektedir. Yeni DNA eksen
sentezinin yapilmasi niikleotidlerin serbest 3' OH grubuna eklenmesi ile devam etmekte
ve uzayan eksene dANTP eklendigi zaman eksen uzamasi devam edememektedir.
Polimeraz reaksiyonu, ddNTP’lerin nadir ve rasgele ilave edildigi durumlarda
yiriitilmekte ve ayrica farkli bazlarda sonlandirilan farkli uzunluklarda DNA
molekiilleri seti elde edilmektedir. Maxam-Gilbert yonteminde oldugu gibi, her bir
reaksiyon grubuna ait parcacik seti, poliakrilamid jel elektroforezi ile ayrilmakta ve
otoradyografi ile goriintiilenerek dogrudan jelden okunmaktadir. PCR yontemi
bulunmadan 6nce, genler biyolojik vektorlere klonlanip, dizi analizi i¢in uygun hale
getirilmekteydi. Ancak PCR ile bu zor ve zaman alict islemler yapilmadan dizi analizi
reaksiyonunda primerler ile cogaltim yapilmakta ve jel elektroforezi ile dogrudan

sonuca gidilebilmektedir (Avise 2004).
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DNA izole edilip, 5. GATCAGGCTTAAGCA..... 3" Tek eksenli DNA molekulii

eksenler birbirinden
ayrilir.

* Radyoaktif ile ug etiketleme *  Primerin baglanmasi
— 5. GATCAGGCTTAAGCA. .......... =3
« 4 a1 kesim reaksiyonn , - i 1
+ 4 ayri reaksivona etiketli ANTP, DNA
Kesim polimeraz ve ddNT lerin eklenmest
ddCTP ddTTP ddATP  ddGTP
[ 6 | [a+q] [1+c] [ ¢ cllt][a][s
SATCA .G_ ‘G_A .GiT < o < i
CATCAG g
G GATC Eﬂ GATCAGG Wy W
* Elektroforez ile parcaciklarin ayrimi * Elektroforez ile parcaciklarm ayrimi
(f A+G T+C C 5 T A G
e A _ T
—_— — e — G
- & - .
= . i ;
— K = 2
— i — A
—_— T ——— A
ISR ¢ =5
- 2 —_ g
—— G —. C
s i - :
— i | |
Maxam - Gilbert Yontemi Sanger Yontemi

Sekil 2.10 DNA dizi analizi yontemleri (Avise 2004)

PCR ve DNA dizi analizi islemleri giderek otomatik sistemlerde kisa siirede
yapilmaktadir. Otomatik DNA dizi analizi yapan cihazlarda elde edilen veri gesitli
yazilimlardan yararlanilarak Sekil 2.11°de goriildiigii gibi bir bilgisayar ¢iktist seklinde
elde edilmektedir.
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TANNNAATGOCAT ACGACT CACT AT AGGGCG AT TCRAGCT CAGT ACCCOGRGATECTCT AQAGTCRACCTGCAGGCATGUAAGCTTGAGTATTET
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" ¥
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TG TGTCACCTARATAGCTTRAC A TAATCATER TCATARC TR TTTCL TG A TR AT TR TTATCCRLTCACAATTECACACAACAT A
fld 11 L 4 1 1 160 11 [
|1 ' } Ao
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.ﬂ&....h._LL[_UL.MLn .Jb mﬁﬂu_ AT

Sekil 2.11 Otomatik DNA dizi analizi reaksiyonundan elde edilen veriye ait grafik

Not: Grafikte tek bir DNA ekseninde var olan niikleotidlerin farkli renkte pikler ile belirtildigi bir
bilgisayar ¢iktist ve 0-185. niikleotidler arasindaki dizi analizi sonuglari goriilmektedir.
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2.2.9 Molekiiler genetik karsilastirilmasi

Yiiriitiilen ¢alismanin amaci, ¢alisilacak organizmanin tiirii ve arastirmanin yiiriitiilecegi
laboratuvar olanaklar1 gibi ¢esitli nedenlere bagli olarak, molekiiler genetik calismalarda
daha duyarli sonuglarin elde edilebilmesi i¢in kullanilacak yontemin belirlenmesi son
derece Onemlidir. Arastirmanin planlanma asamasinda kullanilacak yOntemin
belirlenmesi; arastirmanin yiiritiilmesi, aragtirma maliyetinin belirlenmesi, elde
edilecek sonuglarin daha duyarli olmasi ve ¢iktilarin yorumlanmasi asamalarini
dogrudan etkileyen ana faktordiir. Bu tip nedenlerden dolayr molekiiler genetik
caligmalarinda yararlanilan giincel yontemlerin birbirlerinden olan farkliliklarinin
bilinmesi ve bu farkliliklar dogrultusunda arastirma projelerinin tasarlanmasina dikkat
edilmesi son derece dnemlidir. Yaygin olarak kullanilan molekiiler genetik yontemlerin

cesitli kriterler bakimindan karsilastirilmasi Cizelge 2.4°de verilmistir (Avise 2004).

Cizelge 2.4 Molekiiler genetik yontemlerin karsilagtirilmasi (Avise 2004)

Ele alinan kriter AFLP RAPD STR nRFLP  mtRFLP Allozim
Ayn1 anda galisilan lokus say. Cok Cok Birkag Az Bir Cok
Lokus bagina allel sayis1 Az Az Cok Cok Cok Cok

Sonuglarin tekrarlanabilirligi  Yiiksek Az Yiiksek Yiiksek Yiiksek  Yiiksek

Varyasyon belirlenme oram1 ~ Yiiksek Orta Yiiksek Yiiksek Yiiksek  Orta

Markerin kalittim modeli Dominant Dominant Kodominant Kodominant Anaya ait Kodominant

Uygulanma kolaylig Orta Kolay Zor Zor Orta Kolay
Uuygulanma siiresi Kisa Kisa Uzun Uzun Kisa Kisa
AFLP :  Cogaltilmis parga uzunluk polimorfizmi
RAPD : Rasgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA
STR ¢ Ardisik basit tekrarlar, basit dizilim tekrarlar1 (SSR) ya da mikrosatelit
nRFLP : Southern emdirim ydntemi kullanilarak belirlenen restriksiyon parga uzunluk polimorfizmi
mtRFLP : Mitokondriyel genomda belirlenen restriksiyon parga uzunluk polimorfizmi
Allozim : Enzim polimorfizmi
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2.3 Hayvansal Mitokondriyel Genomun (mtDNA) Yapisi

Genel olarak Okaryotik canlilarin sahip olduklar1 toplam genetik materyal, ¢ekirdek
icinde yer alan ve genomik DNA ya da ¢ekirdek DNA (nDNA) olarak ifade edilen
kromozomlara ilave olarak mitokondri (mtDNA) ve kloroplast (cpDNA) organellerinde
yer alan DNA molekiillerinin tamamindan meydana gelmektedir. Hayvan hiicrelerinde
sadece mitokondriyel DNA, bitki hiicrelerinde ise hem mitokondriyel DNA ve hem de
kloroplast DNA molekiilleri ekstra kromozomal yapilar olarak bulunmaktadir.
Sitoplazmik kalitim materyalleri olarak da tanimlanan mtDNA ve cpDNA molekiilleri
anaya ait kalittm modeline sahip olup yumurtanin sitoplazmasi vasitasiyla
generasyonlar boyunca aktarilmaktadir. Mitokondri bulundugu hiicre boéliindiiglinde
buna bagli olarak kendi kendine g¢ogalabilen bir organeldir. Mitokondri iki hiicre
membranina sahip, kendine 6zgii DNA molekiilii (mtDNA) ve ribozomlar1 olan, g¢esitli
enzimleri sentezleyebilen ve adenozin trifosfat (ATP) formunda enerji sentezini

gergeklestiren bir organeldir.

Hayvanlarda mtDNA kiigiik, dairesel ikili sarmal bir DNA molekiiliidiir ve aerobik
solunumla ilgili genleri igermektedir (Rokas ef al. 2003). mtDNA molekiiliiniin dairesel,
ikili sarmal bir DNA molekiiliinden olusmasi, bu molekiiliin yap1 olarak prokaryotik
genetik materyaline olan benzerligini acik¢a ortaya koymaktadir. Okaryotik hiicrelerde
mtDNA’nin var olusu endosimbiyotik teoriyle agiklanmaktadir (Sekil 2.12). Bu teoriye
gore bir ¢ekirdek zari bulunmayan (prokaryotik) hiicrenin baska bir hiicre tarafindan
icine alinmasi ile ilk 6karyotik hiicrenin ortaya ¢iktig1 varsayilmaktadir. Bu iki hiicrenin
simbiyotik bir yasam dongiistine girip ilk organeli olusturduklar1 diisiintilmektedir

(http://www.mrs.umn.edu /~goochv/CellBio/ lectures/endo/endo.html, 2006).

& -

Okaryotik hiicre Bakteri

Sekil 2.12 Endosimbiotik teori
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Populasyon genetigi, filogenetik caligmalar, tiir i¢ci ve tiirler arasindaki genetik
benzerlik/farkliliklarin ortaya konulmasi amaciyla yapilan arastirmalarda mtDNA
molekiiliiniin iki 6nemli 06zelliginden yararlanilmaktadir. Bu 06zellikler mtDNA
molekiiliinde yeni kombinasyonlarin olusmamasi1 ve mtDNA molekiiliiniin anaya ait

kalitim modeline sahip olmasidir (Avise 2004).

2.3.1 Mitokondriyel DNA molekiiliinde yeni kombinasyonlar olusmamaktadir.

mtDNA molekiiliiniin birinci énemli 6zelligi; mitokondriyel genetik materyal daire
seklinde ve ikili sarmal tek bir DNA molekiiliinden olustugu icin, ¢ekirdek DNA
molekiilinde homolog kromozomlar arasinda gergeklesen parg¢a degisimi (crossing-
over) meydana gelmemektedir. Buna bagli olarak da dollerde yeni kombinasyonlar
(recombination) olusmamaktadir. Par¢a degisiminin olmamasi genetik markerlerin
daima bagli kalmasim saglamakta ve sadece ¢ok diisiik sikliklarda (2x10) gerceklesen
mutasyonlar sonucunda meydana gelen niikleotid farkliliklart mtDNA molekiiliinde
eklemeli olarak toplanmaktadir. Mutasyon olma sikligi diisik oldugu icin, mtDNA
molekiilinde meydana gelen genetik varyasyonun kaynagi su sekilde ozetlenebilir
(Moritz et al. 1986, Solignac 1991);

a) niikleotid eksilmesi (deletion),

b) niikleotid ilave edilmesi (insertion),

¢) niikleotid doniisiimleri (substitution),

d) belirli gen bolgelerinde DNA parcalariin farkli uzunluklarda olmasi ve

e) herhangi bir lokustaki niikleotid dizilimlerinde gozlenen ¢esitli degisimler.

Belirtildigi gibi mtDNA molekiilinde meydana gelen degisimler eklemeli olarak
generasyonlar boyunca korunmakta ve ddlden dole aktarilmaktadir. Ancak
heteroplazmik (heteroplasmy) yapinin soz konusu oldugu beyaz mersin baligi
(Acipenser transmontanus), midye (mytilus) ’nin kas dokusunda, meyve sinekleri
(Drosophila) ve bazi hibrit fare hatlar ile izogamik (isogamous) funguslarda teorik
temeli heniiz tam olarak ortaya konulmamakla birlikte, sitoplazmada bulunan farkli
kaynaklardan gelen mtDNA molekiilleri arasinda parca degisimlerinin oldugunu

bildiren aragtirmalara da rastlanilmaktadir. Heteroplazmi (heteroplasmy), bir hiicrede iki
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ya da daha fazla kokene ait farkli mtDNA molekiiliiniin ayn1 anda bulunmas1 olarak
ifade edilmektedir. Bu hiicrelere sahip organizmalar da heteroplazmik organizmalar
olarak tanimlanmaktadir. Beyaz mersin baliklarinda % 42 (Brown et al. 1992), Mytilus
edulis midye tlirtinde % 57 (Hoeh et al. 1991), Drosophila simulans ve Drosophila
mauritiana meyve sinegi hatlarinda % 0.03 (Kondo et al. 1990) oraninda ve Mus
spretus X C57BL/6J saf fare hatlarinin gesitli melezlerinde (Gyllenstein et al. 1991)
babaya ait mtDNA si1zintisinin bulundugu bir heteroplazmik yapinin var oldugu yani bu
tiirlerde sitoplazmada hem babaya hem de anaya ait iki farkli mtDNA molekiiliiniin ayni
anda bulundugu tespit edilmistir (Moritz 1994). Izogami (isogamy), yesil algler
(Chlamydomonas) ve bazi funguslarda (fungi) goriilen bir eseyli lireme seklidir. Bu tip
tiirlerde mitoz bdliinme sonucu olusan ve aralarindaki ¢ok kiigiik farkliliklardan dolay1
farkl1 tiplerde (m¢" ve m¢ gibi) bulunan, morfolojik yap1 ile biiyiiklik bakimlarindan
birbirine benzer olan ve normalde eseysiz iliremeyi saglayan haploid viicut hiicreleri
kotiilesen besi ortamina bagli olarak esey hiicresi (gamet) haline donlismektedirler.
Normalde viicut hiicresi iken besin kitlig1 nedeniyle esey hiicreleri haline doniisen ve o
yonde gorev yapan bu lreme hiicreleri izogametler (isogametes) olarak ifade
edilmektedir. Izogametlerin birlesmesiyle meydana gelen eseyli iiremenin bu sekli
izogami (isogamy) olarak tanimlanmaktadir. Bu tip {lireme sekline sahip olan

organizmalara izogamik (isogamous) tiirler denmektedir (Moritz 1994).

2.3.2 Mitokondriyel DNA molekiilii anaya ait kalittm modeline sahiptir.

mtDNA molekiiliiniin ikinci 6nemli 6zelligi, ¢ogu tiirde anaya ait (maternal) kalitim
modeline sahip olmasidir. Ancak yukarida tanimlanan heteroplazmik yapi nedeniyle
mtDNA molekiiliiniin anaya ait kalittm modelinden sapma gosterdigine ait ¢cok az
sayida da olsa arastirmaya rastlanilmaktadir. Ornegin midye disileri sahip olduklari
mtDNA molekiillerini hem disi ve hem de erkek dollerine aktarirken, midye erkekleri
sahip olduklart mtDNA molekiillerini sadece erkek ddllerine aktarmaktadirlar (Hoeh et
al. 1991). Moritz (1994)’in bildirdigine gore, deniz kestanesinde (Paracentrotus lividus)
babaya ait mtDNA molekiilii parcalandigi (Anderson 1968) ve yine yukarida
tanimlanan izogamik funguslarda (Meland et al. 1991) babaya ait mtDNA ’nin hizli bir
sekilde kaybedildigi tespit edilmistir.
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Bal arilarinda yumurtanin déllenme mekanizmasina bakildiginda babaya ait mtDNA
molekiiliiniin kalittminda 6zel bir durumun s6z konusu oldugu goriilmektedir. Bal arilar
cok spermli (polyspermic) bir dollenme sekline sahiptir. Bal arilarinda mtDNA
bakimindan ¢ok zengin olan kuyruk boélgesi ile birlikte ¢ok sayida sperm hiicresi
yumurta icerisine girmektedir. Cok fazla sayida spermin yumurta igerisine girmis
olmasina ragmen, bunlardan sadece bir tanesi yumurta ¢ekirdegi ile birleserek déllenme
faaliyeti gergeklesmektedir. Dollenme faaliyeti igerisinde bulunmayan diger spermler
yumurtanin sitoplazmasinda ikincil derecede kalmakta ve gelismenin baslangic
sathalarinda hizli bir sekilde atil hale gelmektedirler. Bu ikincil derecedeki spermlerin
cok ender olarak yalnizca gynandromorph bireylerin liretiminde mitoz bdliinmede aktif
olabildikleri ifade edilmektedir (Moritz 1994). Bal arilarinda herhangi bir mtDNA
molekiiliiniin anaya ait bir marker olarak kullanilmasindan &nce, c¢alisilacak
populasyonda varolan mtDNA populasyonunda babaya ait mtDNA molekiillerinin de
katk1 saglayip saglamadigmin kontrol edilmesi gerekmektedir. Bu amagla, tRNA™" ve
COII lokuslar iizerinde durularak iki farkli alttiiriin hibritlenmesiyle bir arastirma
yapilmistir (Meusel and Moritz 1993). Bu calismada, 4. m. capensis ana arisi, A. m.
carnica erkek ar1 semeniyle tohumlanmistir. Taze yumurtalarda % 23 oraninda carnica
erkek ar1 mtDNA molekiilii tespit edilmistir. Bu oran devam eden yumurta gelisim
safhasi ilerledik¢e hizli bir sekilde azalmistir. Bir giinliik yastaki larvada ¢ok diisiik
oranda dahi olsa babaya ait mtDNA molekiilii kalintilar1 belirlenirken, daha geg¢ larva
sathalarinda kontrol edilen dollerde carmica erkek arisina ait herhangi bir mtDNA
molekiiliine rastlanmadig1 gibi tespit edilen mtDNA molekiillerinin tamaminin anaya ait
mtDNA molekiilii oldugu ortaya konmustur (Sekil 2.13). Bal arilarinda baslangicta
babaya ait mtDNA molekiiliiniin biiyiik miktarda bulunmasina ragmen larva déoneminde

(ilk giin hari¢) sadece anaya ait mtDNA molekiilii genetik olarak etkin olmaktadir.

Yukarida 6zetlenen midye, deniz kestanesi ve fungus tiirlerinde oldugu gibi anaya ait
kalittim modelinden ¢ok biiyiik bir sapma olmasina ragmen mtDNA molekiilii eseyli
cogalan ¢ogu tiirde ve bal arilarinda anaya ait kalittm modeline sahip bir genetik sistem
olarak kabul edilmektedir. Bal arilarinda mtDNA molekiiliiniin populasyonlardaki
anaya ait gen akisinin calisilmasi i¢in oldukca giivenli oldugu goriilmektedir. Bunun
sonucunda ¢ok sayida mtDNA markeri gelistirilmekte ve bal aris1 populasyonlari ile

irklarinin tanimlanmasinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bal arilarinda anaya ait
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kaliim yoluyla mtDNA’nin gelecek kusaklara aktariliyor olmasinin pratikteki énemi
bliyiiktiir. Biitiin koloni bireyleri ana ar1 ile aymt mtDNA molekiiliine sahip
bulunmaktadir. Bunun sonucunda da bal arilarinda koloninin tamami, mtDNA

analizlerinde tek bir birey olarak kabul edilebilmektedir (Garnery et al. 1992).
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Sekil 2.13 Ddéllenmis yumurta ve larvada erkek mtDNA oraninin azalmasi (Moritz
1994)

2.3.3 Hayvan mitokondriyel DNA molekiiliiniin icerigi

Belirtilen iki 6nemli 6zelliginden dolayr mtDNA molekiilii fonksiyonel olarak yaklasik
37 gen, filogenetik olarak ise ¢ok sayida genin var oldugu tek bir baglanti grubundan
meydana gelmis siipergen olarak tanimlanmaktadir. MtDNA genotipleri molekiiler
klonlar, mitotipler (mitotypes) ya da haplotipler (haplotypes) olarak tanimlanmaktadir.
Mitotip kavrami sadece mitokondriyel genom bakimindan genotipi ifade etmektedir.
Mitotip kelimesi mitochondrial genotype kelimelerinin kisaltilmasi ile tiiretilmistir.
Haplotip kavrami ise mitotip kavramindan daha genis anlamda kullanilmakta olup hem
mitokondiriyel hem de Y kromozomu iizerinde bulunan 0&zellikler bakimindan
genotiplerin tanimlanmasinda kullanilmaktadir. Haplotip kelimesi tek genomlu (n
sayida kromozom igeren) canlilarin genotipini yani haploid genotipi c¢agristirmasi
amaciyla ingilizce haploid genotype kelimelerinin kisaltilmasiyla tiiretilmistir. Haplotip
kavrami, ayn1 kromozom {izerinde baglant1 (/inkage) halinde bulunan ve birlikte délden
dole aktarilan 6zgiin baglant1 gruplar1 ya da gen setleri olarak ifade edilmektedir (Sekil

2.14).
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d e d

b b b
A haplotipi B haplotipi C haplotipi

Sekil 2.14 Herhangi bir restriksiyon enzimi bakiminda haplotiplerin gésterimi

Genel olarak mtDNA markerleri;
a) populasyonlarin tanimlanmasi,
b) populasyon ve ekotiplerin orijinlerinin belirlenmesi,
c) populasyonlarin cografi dagilimlarinin ortaya konmasi,
d) alttiir icerisindeki haplotiplerin belirlenmesi,
e) populasyonlar arasindaki gen akisi ve hibritlenme seviyelerinin tahmin edilmesi,
f) anaya ait (maternal) kalittm modellerinin izlenmesi,
g) populasyonlar igi/aras1 genetik varyasyon diizeylerinin hesaplanmasi ve
h) populasyonlarin genetik benzerlik ve farkliliklarindan yararlanilarak filogenetik

iligkilerin tespit edilmesi ¢calismalarinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

Hayvanlarda genellikle mitokondriyel genom biyiikligi; 16.3-17.0 kb arasinda
degisirken bitkilerde mitokondriyel genom biiytikliigii 2500 kb’a kadar olabilmektedir
(Cornuet and Garnery 1991). Genel olarak mitokondriyel genomda bulunan genler ve
bu genlerin dizilimi evrim siirecinde ¢ok 1yi korunmustur. Hayvanlarda ve bal arilarinda

mitokondriyel genom 37 gen igermektedir (Moritz ef al. 1986). Bu 37 gen 6zetle;

a) 2 adet ribozomal RNA geni (ribozomun biiyiik ve kiiciik alt birimleri),

b) 22 adet transfer RNA geni ve

c) ATP sentezi ve elektron tasinmasinda yer alan enzimlerin alt birimlerini
belirleyen 13 adet protein geni olarak ifade edilmektedir (Cornuet and Garnery

1991).
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Cekirdek i¢i kalitm materyali (nDNA) ile karsilastirildiginda hayvansal kokenli

mtDNA molekiilii arasinda onemli farkliliklar bulunmaktadir (Cornuet and Garnery

1991, Griffiths ef al. 1996). Bu farkliliklar;

a)

b)

d)

Mitokondriyel DNA eseyli cogalan tiirlerde ¢ogunlukla anaya ait kalitim
gostermektedir.

Hayvansal mtDNA molekiiliiniin cogunlukla daire seklinde oldugu bildirilmekle
beraber su yilanlarinda dogrusal oldugu seklinde bir arastirmaya da
rastlanilmistir (Warrior and Gall 1985).

Cekirdek i¢i kaliim materyali histon proteinleri igerirken mtDNA molekiiliinde
histon proteinleri bulunmamaktadir.

Mitokondriyel genomdaki tiim bolgelerin protein, enzim, TRNA ve tRNA gibi
bir {irlin karsiligr bulunmaktadir. Diger bir ifade ile mtDNA’da gorevleri tam
olarak bilinmeyen intronlar, bos DNA (junk DNA) ve uydu DNA (satellite DNA)
olarak adlandirilan DNA bélgeleri bulunmamaktadir (King and Stansfield 1990).
Cekirdek DNA pek cok canlida ¢ok biiyiik (yaklasik milyon kb) bir molekiil
iken, mtDNA daha kiiciik (yaklasik 16.3-17 kb) bir molekiilden ibarettir.
mtDNA’daki bazi kodonlar protein sentezi siirecinde nDNA molekiiliinde

belirtilen evrensel kurallardan farkli anlamlar tasiyabilmektedir. Ornegin;

a) UGA kodonunun c¢ekirdek DNA’da stop, mtDNA’da ise triptofan (Trp)
amino asidi anlam1 bulunmaktadir.

b) AUA kodonunun g¢ekirdek DNA’da izolosin (Ile) amino asidi, mtDNA’da
ise metiyonin (Met) amino asidi anlami bulunmaktadir.

c¢) AGA, AGG kodonlarnin, g¢ekirdek DNA’da arjinin (Arg) amino asidi,

mtDNA’da ise stop anlam1 bulunmaktadir.

mtDNA molekiiliiniin hemen hemen tiim DNA diziliminin bir {iriin karsilig1 bulundugu

icin genetik c¢alismalarda ekonomik kullanim agisindan bu molekiil 6rnek

gosterilmektedir (Attardi 1985). mtDNA molekiiliinde replikasyon ve transkripsiyonun

baglatildig1 kontrol bolgesi, omurgalilarda D-loop, Drosophila’da A-T’ce zengin bolge

olarak adlandirilan ve herhangi bir {iriin karsiligi bulunmayan bdolge olarak ifade

edilmektedir (Cornuet and Garnery 1991).
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2.4 Bal Arillarinda Mitokondriyel Genomun (mtDNA) Yapisi

Bal arilarinin siniflandirilmasit ve cografi irklarin ortaya konmasi bakimindan 6zellikle
mtDNA molekiilii kullanilarak yapilan calismalar 6nemli bir yer tutmaktadir. Bal
arilarmin evrimi ve filogenetik ¢aligmalarda mtDNA analizlerinin yaygin olarak
kullaniliyor olmasinin iki temel nedeni bulunmaktadir. Birincisi bal arisi mtDNA
molekiiliinde parca degisiminin meydana gelmemesidir. Parca degisiminin olmamasi
genetik markerlerin bagli kalmasini saglamakta ve diisiik frekanslarda da olsa meydana
gelen ender niikleotid degisimleri generasyonlar boyunca molekiilde toplanmaktadir.
Ikincisi mtDNA’ nin anaya ait kalitim gostermesidir (Cornuet and Garnery 1991). Bal
arillarinda anaya ait kalittm yoluyla mtDNA’nin gelecek kusaklara aktariliyor olmasinin
pratikte 6nemi biiyiiktiir. Biitiin koloni bireylerinin ayni ana armin ddlleri olmasindan
dolay1 tiim kolonideki bireylerin mtDNA’lar1 aynidir. Bu nedenle bal arilarinda biitiin
bir koloni mtDNA analizlerinde tek bir birey olarak kabul edilebilmektedir (Garnery et
al. 1992). mtDNA molekiilii generasyonlar boyunca biiyiik 6lgiide korunarak dolden
dole aktarildigi i¢in anaya ait kalittm modellerinin belirlenmesinde ve takip edilmesinde

onemli bir yer tutmaktadir.

Bal arilarinda mitokondriyel genom biiyiikliigi 16.3-17.0 kb arasinda degismekte ve
Drosophila yakuba mitokondriyel genomunda var olan biitiin genler bal arilarinda da
bulunmaktadir. Bal arist mtDNA genlerinin ¢alisilmasi, ribozomun biiyiik alt biriminin
dizi analizinin yapildig1 arastirma ile baslamistir (Vlasak et al. 1987). Ardindan Crozier
et al. (1989) tarafindan dort tRNA (triptofan, 16sin, aspartik asit ve lizin) geni ve iki
sitokrom C oksidaz alt birimini (COI, COII) kodlayan bolgeyi i¢ine alan 2950 bg’lik bir
bolgenin dizi analizi yapilmistir. Cornuet and Garnery (1991), bu bélgenin baslangig
kisminda 56.-124. pozisyonlar arasinda tirozin aminoasidini kodlayan bagka bir tRNA
oldugunu ancak bu tRNA’nin tam ters yonde transkribe oldugunu bildirmislerdir. 4. m.
ligustica mtDNA’nin tiimiiniin dizi analizi yapildig1 ¢alisma ile bal arilarinda mtDNA
genlerinin yerleri hakkinda kesin bilgiler elde edilmistir (Sekil 2.15). Bal arilarinda
mitokondriyel genomun belli bdlgeleri, bulundurduklart 6zgiin tanima siralarina uygun
restriksiyon enzimleri ile kesilerek restriksiyon haritalari olusturulmus (Sekil 2.16) ve
bu haritalarin, D. yakuba restriksiyon haritalar ile ortiistiigii gézlenmistir (Moritz 1994,

Crozier and Crozier 1993).
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Apis mellifera ve Drosophila yakuba mitokondriyel genomu karsilastirildiginda,
genlerin yerleri oldukca benzer bulunmustur. Protein kodlayan genler, kontrol bolgesi
ve TRNA genleri, D. yakuba mitokondriyel genomu ile ayni dizilimde bulunmus, buna
karsilik 22 tRNA geninden 11’inin farkli noktalarda oldugu tespit edilmistir. Her iki
tirde yliksek A+T igeriginin var oldugu bildirilmektedir. 4. mellifera mitokondriyel
genomunun baz kompozisyonu % 84.9 oraninda A+T niikleotidlerinden olusmakta iken,
D. yakuba mitokondriyel genomunda bu oran % 78.6°dir. 4. mellifera mitokondriyel
genomunda bulunan ribozomun biiyiik ve kii¢lik alt birimlerini kodlayan genler ile 13
adet yapisal proteinleri kodlayan genlerin A+T igerikleri, D. yakuba mitokondriyel
genomu ile olan benzerlikleri ve her bir genin niikleotid igerigi Cizelge 2.5°de
verilmistir. Ele alinan bu iki tiir arasinda yiiksek oranda benzerlik olmasina ragmen, her
iki tiirlin mitokondriyel genomlar1 arasinda Onemli farkliliklar da bulunmaktadir.
Omegin A. mellifera mitokondriyel genomunda % 5.5 ile Guanin niikleotidi en az
oranda bulunurken, D. yakuba’da Sitozin niikleotidi en az oranda bulunmustur. Ayrica
A. mellifera mitokondriyel genomunun, D. yakuba mitokondriyel genomundan 300-800
b¢ daha uzun oldugu bildirilmekte ve bu uzunluk farklarinin tRNA"-COII lokuslari
arasinda kodlama yapilmayan intergenik bolgedeki tekrar eden dizilerden kaynaklandig:
bildirilmektedir (Crozier and Crozier 1993, Moritz 1994).

Cizelge 2.5 A. mellifera mitokondriyel genomunda yapisal protein ve ribozomun biiytlik
ve kiiciik alt birimlerini kodlayan genler ile bu genlerin A+T igerikleri, D.
yakuba mitokondriyel genomu ile olan benzerligi ve her bir genin
niikleotid sayis1 (Crozier and Crozier 1993, Moritz 1994)

Gen A + T igerigi (%) D. yakuba ile benzerlik (%) Niikleotid sayist
ATPaz 8 90 64 156
ATPaz 6 85 62 678
COlI 84 74 1560
con 81 68 675
(0(0) 111 84 66 777
Cytb 69 66 1149
NDI 86 64 915
ND2 87 51 999
ND3 87 63 351
ND4 94 64 1341
ND4L 86 57 261
ND5 87 61 1662
ND6 87 53 501
srRNA 81 68 786
IrRNA 85 73 1371

42



mellifera

Sekil 2.15 Bati bal aris1 (4pis mellifera L.) mtDNA genom haritas1 (Crozier and Crozier
1993)

Not: Sitokrom C oksidaz I, II ve III alt birimlerini kodlayan protein genleri COI, COII ve COIII olarak;
sitokrom b geni i¢in cyt b, NADH dehidrogenaz (1-6) alt birimleri igin ND1-ND6 seklinde gosterilmistir.
A+T olarak gosterilen bolgenin replikasyon orijini oldugu bildirilmektedir.
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Sekil 2.16 Apis mellifera mtDNA genomunun restriksiyon haritasi. Cornuet and

Garnery (1991)’den degistirilmistir

Not: Soldan saga verilenler: kb skalasi ve restriksiyon enzimleri. Kirmiz1 ile gosterilen restriksiyon
enzimleri bu ¢alismada kullanilan enzimlerdir. Gri renkle gosterilen tRNA"" (L) ile COII geni arasinda
yer alan kirmizi ve yesil olarak gosterilen bdlge uzunlugu degisken olan COI-COII intergenik bolge
olarak adlandirilmakta ve bu bolge Apis mellifera’da bulunurken Drosophila’da bulunmamaktadir

(Cornuet and Garnery 1991).
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Diger pek ¢ok tiirde oldugu gibi bal arillarinda da mitokondriyel genom 37 gen
icermektedir (Sekil 2.14) (Moritz et al. 1986, Cornuet and Garnery 1991 Moritz 1994).

Bu genler;

a)

b)

2 ribozomal RNA geni
Ribozomun biiyiik alt birimi (IrRNA)
Ribozomun kiigiik alt birimi (strRNA)

22 transfer RNA geni

tRNA molekiilii olarak;

tRNA™, tRNAST, {(RNAM®, tRNA" tRNA™® (RNA™, tRNA®, tRNA™,
tRNATP, tRNAM", tRNA™P, tRNA™®, tRNAY, t(RNAME tRNA™", t(RNAP™,
tRNA™S (RNA™ tRNAP™, tRNAS”, tRNA™ ve tRNAY

Aminoasit birimi olarak;

Glutamik asit (Glu, E), Serin (Ser, S), Metiyonin (Met, M), Glutamin (Gln, Q),
Alanin (Ala, A), Izolosin (Ile, I), Sistein (Cys, C), Tirozin (Tyr, Y), Triptofan
(Trp, W), Losin (Leu, L), Aspartik asit (Asp, D), Lizin (Lys, K), Glisin (Gly, G),
Arjinin (Arg, R), Asparagin (Asn, N), Fenilalanin (Phe, F), Histidin (His, H),
Treonin (Thr, T), Prolin (Pro, P), Serin (Ser, S), Losin (Leu, L) ve Valin (Val, V)

Solunum zincirinde yer alan ve yapisal proteinleri belirleyen 13 gen;

a) 1 adet sitokrom b (cyt b) geni,

b) 3 adet sitokrom C oksidaz (COI, COII, COIII) alt birimlerini kodlayan gen,

c) 2 adet ATP sentaz (ATPaz 6 ve ATPaz8) geni ve

d) 7 adet NADH (Nikotinamid adenin diniikleotid) dehidrogenaz alt birimlerini
(NDI1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 ve ND6) belirleyen genlerdir.

2.5 Bal Arilarinda Cahsilan Mitokondriyel (mtDNA) Lokuslar

Bat1 bal aris1 alttiirlerinin (Apis mellifera L.) de dahil oldugu tiim bal aris1 tiirlerinde

mitokondriyel genomda var olan genetik c¢alismalar ilk kez Smith and Brown (1990)

tarafindan baglatilmistir. S6z konusu arastirmada COI-COII aras1 bolgede Bcll

restriksiyon enzimi kesimlerinden yararlanilarak 20 ile 100 b¢ arasinda degisen ¢esitli

uzunluk farkliliklarinin bulundugu bildirilmistir. Daha sonra Cornuet and Garnery
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(1991) tespit edilen bu uzunluk farkliliklarina kabul edilebilir agiklamalar getirmislerdir.
Bal aris1 mitokondiriyel genomu kullanilarak baglatilan bu 6ncii molekiiler genetik
caligmalar1 takiben yapilan ¢ok sayidaki calismada, Bati bal aris1 (Apis mellifera L.)
alttlirlerinin de dahil oldugu tiim bal aris1 tiirlerinde mitokondriyel genomda yaygin

olarak c¢aligilan lokuslar su sekilde 6zetlenmistir.

1) Anonim (Anonymous) lokus,

2) Sitokrom b (cyt b, cytochrome b gene) lokusu,

3) Sitokrom C oksidaz I (COI, cytochrome C oxidase subunit I) lokusu,

4) Ribozomun biiyiik alt birimi (I'rRNA, /arge subunit ribosomal RNA) lokusu,

5) Sitokrom C oksidaz I ile II arasindaki bolge (COI-COII arasi, inter cytochrome
C oxidase subunit I and cytochrome C oxidase subunit II ),

6) Sitokrom C oksidaz I ile II arasindaki intergenik bolge (COI-COII intergenik
bolge, cytochrome C oxidase subunit I and cytochrome C oxidase subunit II
intergenic region),

7) ATPaz 6 (ATP sentase 6, ATPase 6) lokusu,

8) ATPaz 8 (ATP sentase 8, ATPase 8) lokusu,

9) ND2 (NADH dehidrogenaz 2) lokusu ve

10) NDS5 (NADH dehidrogenaz 5) lokusu.

Bal aris1 tiir ve alttiirlerinin tanimlanmasinda ve aralarindaki farklilik/benzerliklerin
ortaya konmasinda yararlanilan oncelikli mtDNA lokuslarinin basinda COI-COII
intergenik bolgenin calisiimasi yer almaktadir. Belirtilen bolge tRNA™" geni ile COII
genleri arasinda yer almakta olup, mtDNA molekiiliinde en ¢ok genetik varyasyonun

tespit edildigi bolgedir (Sekil 2.16).

Garnery et al. (1991), COI-COII intergenik bdolgenin dizi analizi sonucunda A.
mellifera, A. cerana, A. dorsata ve A. florea bal aris1 tiirleri arasinda % 7 ila % 11
arasinda niikleotid farkliliklarinin bulundugunu tespit etmislerdir. Bu bolge bakimindan
baslangic durumu olarak tRNA™" geninde bir ¢ogalmanmn oldugu kabul edilmektedir
(Sekil 2.17). Evrim siireci icerisinde mellifera tiiriinde 250 bg’lik bir ¢ogalmanin

meydana geldigi belirlenmistir. Benzer sekilde cerana tiiriinde de bir ¢ogalma (89 bg)
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meydana gelmis, ancak ¢ogalma miktar1 mellifera’daki kadar olmamistir. 4. dorsata ve
A. florea tiirlerinde baslangic durumuna goére azalmalar meydana gelmistir. Bu
azalmanin miktar1 dorsata’da 24 bg olurken, florea’da 32 bg (daha fazla) olarak
gerceklesmistir. Cornuet and Garnery (1991) ve Garnery et al. (1991) tarafindan tespit
edilen dizi analizi farkliliklarindan yararlanilarak bu 4 farkl tiiriin evriminde gostermis
olduklar1 farklilagmay1 tahmin etmek i¢in kiimeleme analizi yapilmistir. Kiimeleme
analizi sonucunda ilk once A. florea’nin diger tiirlerden farklilastigi, A. dorsata nin
temel tiirlerden birisi olarak degerlendirilmesi gerektigi ve A. mellifera ile A. cerana
tiirlerinin birbirlerine olduk¢a benzer genetik yapilarda oldugu bildirilmistir (Sekil
2.17). Ayrica bu sonuglarin morfometri (Ruttner ez al. 1978, Ruttner 1988), davranis ve
biyokimyasal genetik (Sheppard and Berlocher 1989) verileri kullanilarak elde edilen
sonuglarla da paralellik gosterdigi bildirilmektedir.

Cogalma
Q bolgesi
A mellifera
250 be
A cerana
Baglangi¢ durumu 3 b
fRNAL cogalmasi
A dorsata
-4 be
A florea
32 be

Sekil 2.17 Mitokondriyel DNA COI-COII intergenik bdlge bakimindan Apis tiirlerinin
karsilagtirilmasi. Cornuet and Garnery (1991) ve Moritz (1994)’den
degistirilerek ¢izilmistir
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Bal aris1 alttiirlerinde tespit edilen ancak Drosophila yakuba mtDNA molekiiliinde
bulunmayan COI-COII intergenik bdlgesinin replikasyon baglangi¢ yeri olabilecegi
yoniinde c¢esitli hipotezler gelistirilmektedir. Bu diisiince bdlgenin A+T igeriginin
yiiksek olmasi ve sa¢ tokasina benzer ikincil yapisi ile de desteklenmektedir (Cornuet et
al. 1991). COI-COII intergenik bolge lizerinde yapilan yogun ¢aligsmalar sonucunda bu
bolgenin farkli niikleotid kompozisyonuna sahip olan P ve Q bolgelerinden meydana
geldigi belirlenmistir (Sekil 2.18). Garnery et al. (1992) ve Moritz (1994)’e gore, bal
arist alttiirlerinde P ve Q bolgelerinin farkli kombinasyonlariyla olusan g¢esitli
farkliliklarin tespit edildigini ve bu farkliliklar temelinde bal aris1 alttiirlerinin
karsilastirilabilecegini ifade etmektedirler. Q bdlgesi bakimindan tiir iginde varyasyon
bulunurken, P boélgesi bakimindan cesitli alttiirler arasinda da o6zgiin farkliliklarin
bulundugu bildirilmektedir. Bal arilarinin tamaminda Q bolgesinin en azindan bir set
(kopya) halinde bulundugu, buna karsilik P bolgesinin bazi bal arilarinda bulunmadigi

tespit edilmistir (Cizelge 2.6).

Cizelge 2.6 Apis mellifera alttiirleri ve haplotipler (Moritz 1994)

Haplotipler Alttiir Kaynak

Q carnica Cornuet et al. 1991
caucasica Crozier and Crozier 1992
ligustica Crozier et al. 1989
lamarckii Garnery et al. 1992

P (Q), mellifera Cornuet et al. 1991
iberica Garnery et al. 1992

Py (Q)n scutellata Cornuet et al. 1991
capensis Hall and Smith 1991
montiloca Moritz and Meusel 1992
unicolor Smith 1991, Moritz et al. 1993

P, (X) scutellata Moritz et al. 1993

X: Po bolgesini izleyen ve heniiz tanimlanmamis dizi
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COI-COII intergenik bolgede tRNA™" lokusundan sonra sadece A+T bazlarindan
olusan P/Po bolgesi yer almaktadir (Sekil 2.18).

( bilgesi |
-l

FCOL AATTCCATTATTAATEARAATTTRAATETAMATCARTITTAATTAAT
O ATTICECAC- TTAATTCA - TITAATITARAAATAAATTAAATAACAAIT

A TITMATATGRCAGRIRAGTGCL. - - [TGAACTTARGATTCAMTATAAAGTATTTTTAMAC- TTTTATTAAAA
(v TTTAATAAAA TAMTAATTAATTITATTTTTATATTGAATTTTAASTICAATCTTAAAGA. - - TTIAATCTTTTTATT RAAA

P TIATRAATTAATATAAMATATAMAT: oo TATATTTATTAAKATTTAATTEATTAM
G TEAATAARTTAATATASSAATARACAAMIATAACAUATATATTTATTRARATTTAATTTATTAA

Sekil 2.18 Bal arilarinda COI-COII intergenik bolgenin yapisi. Cornuet et al. (1991) ve
Moritz (1994)’den degistirilerek ¢izilmistir

Po boélgesi bakimindan d, d1, d2, d4, d6 ve d7 olarak ifade edilen 6 farkli niikleotid
eksilmesi tespit edilmistir (Franck et al. 2001). Sekil 2.19 ve Sekil 2. 22°de
gorllebilecegi gibi, bu farkliliklar temelinde genetik soylarin siniflandirilmasi
yapilmaktadir. Tespit edilen d, d1, d2, d4, d6 ve d7 farkliliklarina bagl olarak Po
bolgesi de Po, P, Py, P,, P4, P¢ ve P; olarak gosterilmektedir.

a) Po bolgesi: A-O genetik soyuna dahil bal arilarinin bir kisminda Po bolgesinde
herhangi bir niikleotid eksilmesi tespit edilmemistir. Bu nedenle bu bolge 67-69
be’lik bir uzunluga sahip olup Po olarak gdsterilmistir (Sekil 2.19).

b) P bolgesi: M genetik soyuna dahil bal arillarin tamaminda Po bdlgesinde 13
b¢’lik bir niikleotid eksilmesi belirlenmistir. Bu farklilik d olarak ifade edilmis
olup, Po bolgesi de P ile gosterilmistir (Sekil 2.19).
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c) P, bolgesi: Atlantik okyanusuna kiyisi olan {ilkelerde A genetik soyuna dahil bal
arillarinda Po bolgesi i¢inde (d niikleotid eksilmesinden farkli bir yerde) 15
b¢’lik ikinci bir niikleotid eksilmesi belirlenmistir. Bu farklilik d1 olarak ifade
edilmis olup, Po bolgesi de P, ile gdsterilmistir (Sekil 2.19).

d) P, bolgesi: Etiyopya’dan alinan A. m. yemenitica 6rneklerinde Po bolgesi i¢inde
(d ve dl niikleotid eksilmelerinden farkli bir yerde) 18 bg¢’lik iiglincii bir
niikleotid eksilmesi belirlenmistir. Bu farklilik d2 olarak ifade edilmistir. Franck
et al. (2001) bu niikleotid eksilmesine bagl olarak A. m. yemenitica drneklerini
Y (yemenitica) olarak isimlendirilen yeni bir genetik soy igerisinde
degerlendirmistir. Y genetik soyunda d2 farkliligin1 vurgulamak i¢in Po bolgesi
de P, olarak gosterilmistir (Sekil 2.19).

e) P, bolgesi: Nabibya’dan alinan A. m. adansonii 6rneklerinde Po bdlgesi iginde
(d, d1 ve d2 niikleotid eksilmelerinden farkli bir yerde) 11 bg¢’lik dordiincii bir
niikleotid eksilmesi belirlenmistir. Bu farklilik d4 olarak ifade edilmis olup, Po
bolgesi de P4 olarak gosterilmistir (Sekil 2.19).

f) Pg bolgesi: Suriye’den alinan A. m. syriaca o6rneklerinde Po bdlgesi iginde (d,
d1, d2 ve d4 niikleotid eksilmelerinden farkli bir yerde) 5 be¢’lik besinci bir
niikleotid eksilmesi belirlenmistir. Bu farklilik d6 olarak ifade edilmis olup, Po
bolgesi de Py ile gosterilmistir (Sekil 2.19).

g) P; bolgesi: Gine’den alinan A. m. adansonii 6rneklerinde Po bdlgesi i¢inde (d,
d1, d2, ve d4 niikleotid eksilmelerinden farkli bir yerde) 5 b¢’lik altinct bir
niikleotid eksilmesi belirlenmistir. Bu farklilik d7 olarak ifade edilmis olup, Po
bolgesi de P ile gosterilmistir (Sekil 2.19).

-I'TAATAAATTAAIAIAAAAIAAAAL‘ AAAATaTAAt agAaTATATTTATt aAAA_ t TTAATTTATTa AAA
d (-13 bc) eksilmesi

-TTAATAAATTAATAI'AAAAT At agAaTATATTTATt aAAA _t TTAATTTATTaAAA

d1 (-15 bc) eksilmesi

-I'TAATAAATTAATAI'AAAATAAAAL- AAAATaTAAt agAaTATATTTATt a AAA

d2 (-18 bc) eksilmesi
-TTAAT __________________ At AAAATt TAAt aaAaTATATTTATaaAAAAt TTAATTTATTa AAA

d4 (-11 be) eksilmesi

-I'TAATAAATTAATAI'AAAAI’AAAAc AAA TATATTTATt aAAA ¢t TTAATTTATTa AAA

d6 (-5bc) eksilme:

aTAAcagAaTATATTTATt a AAA cTTAATTTATTa AAA
7 (-5 bg) eksilme:

TATTTATt aAAA ¢t TTAATTTATTaAAA

Bl TTAATAAATTAATATAAAATAAAAL

-I'TAATAAATTAATAI'AAAATAAAAc AAAATaTAAca

Sekil 2.19 Po bolgesinde tespit edilen d, d1, d2, d4, d6 ve d7 niikleotid eksilmeleri.
Franck et al. (2001)’den ¢izilmistir
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Sekil 2.18’de goriilebilecegi gibi, Q bolgesi COI-COII intergenik bolgede 5'-COII
bolgesine bitisik olarak bulunmaktadir. Q bdlgesi % 93.4 oraninda A+T bazlarindan
olusmakta ve 192-196 bg¢ uzunlugunda bulunmaktadir. Polipeptid (primer) ve ikincil
(secondary) yapilardaki benzerliklere dayanarak Q bolgesi kendi igerisinde Q;, Q; ve Q3
olmak tiizere 3 alt bolgeye ayrilmaktadir (Garnery et al. 1993). Q;, Q, ve Qs bdlgelerinin
evrim siirecinde gostermis olduklar1 degisimleri hakkinda farkli teoriler bulunmakla
beraber, bunlar i¢inde en kabul goren Cornuet et al. (1991) tarafindan ileri siiriilen
teoridir. Bu teorinin esast Q;, Q, ve Qs bolgelerindeki baz niikleotid dizileri ile diger
bolgelerdeki niikleotidler arasindaki benzerlige dayanmaktadir (Sekil 2.18 ve 2.19).
Yaygin olarak kabul edilen bu goriise gore, Q; bolgesinin 3' COI bolgesinden, Q-
bolgesinin tRNA™" geninden ve Q; bolgesinin Po bolgesinden farklilasarak bugiinkii

konumunu aldig: ifade edilmektedir. Buna gore;

a) Q) bolgesi: tRNA"" geninin devamindaki 48 b¢’lik uzunluga sahip bir bolgedir.
Q; bolgesi ile 3'-COI bolgesinin niikleotid igerikleri arasindaki benzerlikten
dolay1 Q; bolgesinin 3'-COI bolgesinin ¢ogalmasi sonucu meydana geldigi ve
evrim siirecinde de bu bdlgeden farklilagarak bugiinkii niikleotid igerigine sahip
oldugu ileri siiriilmektedir (Sekil 2.18).

b) Q; bolgesi: Q; bolgesinin devami olup, 79 bg’lik uzunluga sahip bir bolgedir. Q,
bolgesi ile tRNA™" molekiiliiniin 3' ucu arasinda biiyiik bir niikleotid benzerligi
bulunmaktadir (Sekil 2.18). Iki bdlge arasindaki bu benzerlik &zellikle her iki
molekiiliin ikincil (secondary) yapilar1 karsilastirildiginda daha carpict bir
sekilde goriilmektedir (Sekil 2.20). Her iki molekiilde de amino asit baglanma
kollariyla (mavi renkli), TyC (yesil renkli) ve G (bordo renkli) bdlgelerinin
hemen hemen 6zdes oldugu goriilmektedir. Bu {li¢ bolgede var olan 17 g¢ift
niikleotidden 16 ¢ifti her iki molekiilde de aym konumda bulunmaktadir. iki
molekiil arasinda antikodon bdlgesi (kirmizi renkli) bakimindan da ¢ok biiyiik
benzerlikler tespit edilmistir.

c) Qs bolgesi: Q, bolgesinin devami olup, 5'-COII geni arasinda kalan 67 bg’lik
uzunluga sahip bir bolgedir. Qs bdlgesi Po bdlgesi ile hemen hemen ayni

niikleotid i¢erigine sahip bulunmaktadir (Sekil 2.18).
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Sekil 2.20 tRNA™ ve Q, bolgelerinin ikincil (secondary) yapilarmin karsilastirilmasi.
Cornuet et al. (1991) ve Moritz (1994)’den degistirilerek ¢izilmistir

COI-COII intergenik bolgedeki genetik farklilik esas olarak Po/P/P,/P; ile Q (Q; Q; ve
Q3) setlerinin sayisina bagli bulunmaktadir. COI-COII intergenik bdlgedeki bu
siiflandirmadan yararlanilarak bal arist soylarini tanimlamak ve soylara 6zgii alttiirleri

belirlemek miimkiin olmaktadir (Cizelge 2.6).

P ve Q setlerinin farklilig1 dikkate alinarak yapilan ¢aligmalarda COI-COII intergenik
bolgede 10 farkli ana siniflandirma yapilmistir (Sekil 2.21). Genetik soylar temelinde
yapilan bu smiflandirmalar sonucunda;

a) M genetik soyunda PQQQQ, PQQQ, PQQ ve PQ kombinasyonlarinin,

b) A genetik soyunda P;QQQ, P;QQ ve P;Q kombinasyonlar1 ile PoQQQQ,
PoQQQ, PoQQ ve PoQ kombinasyonlarinin,

c) O genetik soyunda PoQQQ, PoQQ ve PoQ kombinasyonlarinin,

d) C genetik soyunda sadece bir adet Q setinin ve

e) Y genetik soyunda sadece P»,Q kombinasyonunun var oldugu tespit edilmistir.
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COI-COII intergenik bolge birgcok restriksiyon enzimi igin tanima bolgelerine sahip
bulunmaktadir. Bu enzim tanima bdlgelerinden Dral enzimi kesim bdlgesindeki
farkliliklardan yararlanarak bal aris1 soylar1 birbirlerinden ayrilmaktadir. Dral enzimi
kesim bolgesindeki farkliliklardan yararlanarak COI-COII intergenik bdlgenin
restriksiyon haritas1 yapilmistir (Sekil 2.22). Dral enzimi kesimine baglh olarak RFLP
analizleri sonucunda A soyu igersinde 9, M soyu igerisinde 8 ve C soyu i¢in ise tek bir
haplotipin var oldugu belirlenmistir (Garnery et al. 1993, Palmer et al. 2000, Franck et
al. 2000a, Franck ef al. 2001). RFLP yontemine oranla daha duyarh bir teknik olan
DNA dizi analizi yontemi kullanilarak yapilan arastirma sonuglarina gore belirtilen
bolgede cok fazla sayida haplotipin var oldugu ortaya konmustur. Sekil 2.22°den de
goriilebilecegi gibi, COI-COII intergenik bolge bakimindan su ana kadar 42 farkl
haplotip belirlenmis ve bu haplotipler; M soyunda 10, A soyunda 23, C soyunda 2, O
soyunda 5 ve Y soyunda 2 farkli haplotip olmak {izere siniflandirilmistir (Franck et al.
2001).
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Sekil 2.21 Bat1 bal aris1 alttiirlerinin COI-COII intergenik bolge bakimindan siniflandiriimasi
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Sekil 2.22 COI-COII intergenik bdlge haplotiplerinin restriksiyon haritas1 (solda) ile
restriksiyon parca biiyiikliikleri (sagda) (Franck et al. 2001)
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2.6 Kaynak Ozetleri

Bal arilarinda RFLP markerleri kullanilarak yapilan ¢alismalarda, mitokondriyel DNA
(mtDNA) ve niiklear (¢cekirdek) DNA (nDNA) bolgelerinde hem uzunluk ve hem de
farkl restriksiyon enzimlerin kesim noktalarinin var olup olmamasina dayanan gesitli

farkliliklar tizerinde durulmustur.

Cesitli yontemler kullanilarak bal arilarinda mitokondriyel genom dikkate alinarak
yapilan arastirmalarda esas olarak;

a) tirler arasindaki farkliliklarin ortaya konmasi,

b) ayni tiir iginde farklr alttiirlerin belirlenmesi ve

c) ayni ekotip i¢inde farkli haplotiplerin tespit edilmesi amaglanmaistir.

Bal aris1 (4Apis mellifera) mtDNA molekiilii ile Drosophila yakuba mtDNA molekiili
birbiriyle karsilagtirildiginda benzer yapida olmakla birlikte ¢esitli farkliliklar
icermektedir. Bal aris1t mtDNA molekiilii ile Drosophila mtDNA molekiilleri yapisal
proteinleri kodlayan genler ile ribozomal RNA’larin sentezinden sorumlu genlerin
genomda bulunduklar1 yerler bakimindan benzerdirler. tRNA molekiillerini kodlayan 22
genden 11 tanesinin genomda bulunduklar1 yerler bakimindan bal aris1 ve Drosophila
mtDNA  molekiilleri arasinda farkliliklar bulunmaktadir. Yapisal proteinlerin
sentezinden sorumlu gen siralarinda yapilan translasyon c¢alismalar1 sonucunda, bal arist
mtDNA molekiilii ile Drosophila mtDNA molekiiliiniin biiyiik olasilikla ayn1 genetik
kodlara sahip oldugu sadece iki tRNA antikodonu bakimindan farkliligin olabilecegi
belirtilmektedir. Ayrica Apis mellifera ligustica bal aris1 6rneginde ¢alisilarak mtDNA
molekiiliiniin niikleotid igeriginin 16.343 bg¢ oldugu bildirilmekte ve kesim enzimleri

kullanilarak RFLP haritalar1 olugturulmaktadir (Crozier and Crozier 1993).

2.6.1 Southern emdirim (blotting) temelli arastirmalar

Genel olarak, ilk uygulanan RFLP analizleri arastirmalarinda Southern emdirim

(blotting) yontemi kullanilmistir. Bu yontemden yararlanilarak Afrika kokenli bal
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arilarinin Amerika Kitasinda var olup olmadiklarini test emek amaciyla 80’li yillardan
sonra yogun ¢aligmalar yapilmistir. Bu amagla Afrika arilarin1 Avrupa arilarindan ayirt
etmede kullanilabilecek nDNA ve mtDNA RFLP markerleri arastirilmistir. Bu
caligmalarda nDNA’da kesim noktalarinin var olup olmamasi ve mtDNA’da hem
uzunluk ve hem de kesim noktalarina bagl olarak gesitli farkliliklar belirlenmistir.
Tespit edilen bu farkliliklar, farkli cografi bolgelerde bulunan Afrika kokenli bal
arllarmin  belirlenmesinde ve bal arillarinda filogenetik analizlerin yapilmasinda
kullanilmaktadir (Hall 1986, Smith and Brown 1988, 1990, Hall and Muralidharan
1989, Hall 1990; Hall 1992b, McMichael and Hall 1996).

Bal arilarindaki mitokondriyel genom farkliliklarinin ortaya konmasi amaciyla yapilan
caligmalarda ¢esitli yontemler kullanilarak farkli cografi bolgelerde bulunan alttiirler ve
ekotipler arastirilmistir. Bir ¢alismada, Bgl/II restriksiyon enzimi kullanilarak 4. m.
carnica, A. m. ligustica ve A. m. caucasica alttiirlerinde tim mtDNA kesimi yapilmistir.
A. m. carnica ve A. m. ligustica 6rnekleri bu kesim noktas1 bakimindan benzer mtDNA
modeline sahipken, A. m. caucasica orneklerinde farkli bir mtDNA modeli tespit
edilmistir (Moritz et al. 1986). Avusturya, Slovenya ve Italya’dan alinan 4. m. carnica
ve A. m. ligustica mitokondriyel genomlarinda Accl, Bcll, Bglll, EcoRIl ve Xbal
restriksiyon enzimleri ile RFLP analizleri yapilmis ve bu alttiirlerin Xbal enzim kesim
noktas1 bakimindan birbirlerinden ayrilabilecekleri bildirilmistir. Belirlenen bu kesim
noktasindan yararlanilarak Avusturya ve Slovenya kokenli A. m. carnica ve Italya
kokenli A. m. ligustica’nin birbirlerinden ayrilabilecegi ifade edilmistir (Meixner et al.
1993). Benzer restriksiyon enzimleri kullanilarak, A. m. mellifera alttiiriinde tek bir
Xbal kesim modeli (Meixner et al. 1993) belirlenirken, 4. m. carnica alttiirtinde 2 farkl

Xbal kesim yeri tespit edilmistir (Smith and Brown 1990).

Ispanya bal arilar1 (4. m. iberica) igin olusturulan mtDNA restriksiyon enzim haritalari,
Avrupa (4. m. mellifera, A. m. ligustica ve A. m. carnica) ve Afrika alttiirleri (4. m.
intermissa ve A. m. scutellata) ile karsilastirilmistir. Bu iki Afrika alttiiriiniin
mtDNA’lar1 Hinfl restriksiyon enzimi ile birbirinden ayrilmistir. Ayrica Ispanya bal

arilarinda iki farkli mitokondriyel haplotipin var oldugu ve Kuzey Ispanya’dan alinan
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orneklerin 4. m. mellifera’ya, Giiney Ispanya’dan alinan &rneklerin ise A. m.

intermissa’ya benzer oldugu tespit edilmistir (Smith et al. 1991).

Arjantin bal aris1 populasyonlarinin hangi genetik soydan geldiklerini belirlemek
amaciyla yapilan bir bagka calismada morfometri, allozim ve mtDNA analizlerinden
yararlanilmigtir. Farkli restriksiyon enzimleri (Bc/l, EcoRI, Xbal) kullanilarak
Arjantin’deki Afrika ve Avrupa kokenli bal arilarinin belirlenebilecegi ifade
edilmektedir (Sheppard ef al. 1991). Diger bir ¢alismada mitokondriyel genomda EcoRI
ve Hintl restriksiyon enzimleri kullanilarak Afrika ve Avrupa kokenli alttiirlerde
farkliliklar arastirilmig ve bu farkliliklara dayanarak Yeni Diinya ve Avustralya’ya
gotiirlilen bal aris1 populasyonlarinin kdkenleri belirlenmistir (Sheppard et al. 1996).
Malta Ada’sinda bulunan bal arilarinin morfometri ¢aligmalar1 sonucu ayr1 bir cografi
itk (A. m. ruttneri) olarak diisiiniilmesi gerektigi belirtilmis, EcoRI restriksiyon enzimi
ile mtDNA analizleri yapilan 4. m. ruttneri’nin Kuzey Afrika’daki 4. m. intermissa

alttiirleri ile benzerlik gdsterdigi bildirilmistir (Sheppard et al. 1997).

Bcll restriksiyon enzimi ile COI ve COII mitokondriyel lokuslar1 iizerinde yapilan
caligmalar sonucunda A. m. capensis populasyonlarinda 430 b¢’lik DNA bdlgesinin
fazladan bulundugu, A. m. scutellata ve A. m. carnica populasyonlarinda ise bu 430

be¢’lik bolgenin bulunmadig bildirilmistir (Meusel and Moritz 1992).

2.6.2 PCR temelli arastirmalar

Southern emdirim yontemi ile yapilan RFLP analizlerinin olduk¢a pahali, karmasik ve
zaman alict olmas1 nedeniyle, ¢ok sayida 6rnegin ayni anda analiz edilmesi problem
olmaktadir. Son yillarda PCR kullanimima dayanan yontemlerin gelistirilmesiyle,
mtDNA analizlerinin yapilmasi1 daha hizli, kolay ve giivenilir olmustur (Saiki et al.
1985, 1988). PCR-RFLP yonteminin bu iistiinliikleri daha yaygin olarak kullanimina
neden olmugstur. PCR-RFLP analizlerinde 6zgiin primer ciftleri ile hedeflenen DNA

bolgeleri cogaltilmakta ve ardindan ¢esitli kesim enzimleri ile kesim yapilmaktadir.
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Elde edilen DNA par¢aciklart agaroz ya da poliakrilamid jellerinde birbirlerinden

ayrildiktan sonra goriintiilenmektedir.

Bat1 bal aris1 alttiirlerinin genetik soylarinin (M, C ve A) gruplandiriimasinda mtDNA

molekiiliinde yer alan farkli lokuslar ile bu lokuslarin ¢esitli restriksiyon enzimleri ile

olusturduklar1 (lokus-enzim) kombinasyonlarindan yararlanilmaktadir.

Bal aris1 alttiirlerinin hangi genetik soya dahil edilebileceginin belirlenmesinde yaygin

olarak kullanilan lokuslar su sekilde 6zetlenebilir;

1)
2)
3)
4)
5)
6)

7)
8)
9)

Anonim lokus,

Sitokrom b (cyt b) lokusu,

Sitokrom C oksidaz I (COI) lokusu,

Ribozomun biiyiik alt birimi (IrRNA) lokusu,

Sitokrom C oksidaz I ile II arasindaki bolge (COI-COII arasi),

Sitokrom C oksidaz I ile II arasindaki intergenik bolge (COI-COII intergenik
bolge),

ATP sentaz 6 (ATPaz 6) lokusu,

ATP sentaz 8 (ATPaz 8) lokusu,

NADH dehidrogenaz 2 (ND2) lokusu ve

10) NADH dehidrogenaz 5 (ND5) lokusu.

Bal aris1 alttiirlerinin  genetik soy temelinde smiflandirilmasinda yaygin olarak

kullanilan lokus-enzim kombinasyonlar1 sunlardir;

1)
2)
3)
4)
5)

6)

Sitokrom b (cyt b) lokusu Bg/Il enzim restriksiyonu,

Sitokrom C oksidaz I (COI) lokusu Hincll enzim restriksiyonu,

Sitokrom C oksidaz I (COI) lokusu Hinfl enzim restriksiyonu,

Ribozomun biiyiik alt birimi (IrRNA) lokusu EcoRI enzim restriksiyonu,
Sitokrom C oksidaz I ile II arasindaki bolge (COI-COII arasi) Xbal enzim
restriksiyonu ve

Sitokrom C oksidaz I ile II arasindaki intergenik bolge (COI-COII intergenik

bolge) Dral enzim restriksiyonu.
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2.6.2.1 Anonim lokus

Bal arilarinda anonim lokus mitokondriyel genomun neresinde yer aldig1 ve gorevinin
ne oldugu tam olarak bilinmeyen ve bu nedenle anonim lokus olarak ifade edilen
lokustur. Bu lokusun PCR ile ¢ogaltilmasi yapildiktan sonra Afrika kokenli bal arisi
alttiirlerinde 1100 bg¢’lik PCR iiriinii elde edilirken, Avrupa kokenli bal arisi
alttiirlerinde 850 bg¢’lik tek bir bant modeli elde edilmektedir. Anonim lokus
bakimindan tespit edilen bu farkliliga bagli olarak Afrika ve Avrupa bal aris1 alttiirleri

birbirlerinden ayirt edilebilmektedir (Hall 1992a).

2.6.2.2 Sitokrom b (cyt b) lokusu

Cyt b geni, ND6 ve tRNA>" (S) genleri arasinda yer alan (Sekil 2.15), yaklasik 1149
b¢’lik bir lokustur ve mitokondrinin solunumla ilgili zincirinde elektron iletiminden
sorumlu genlerden biridir. Cyt b geninin yaklasik 485 b¢’lik bolgesi PCR ile ¢ogaltilip,
Bglll restriksiyon enzimi (Cizelge 3.6) ile kesim sonucu Avrupa kokenli bal arilarinda
291 ve 194 bg’lik 2 banttan olusan bir model, Afrika orijinli bal arilarinda bu kesim
noktas1 bulunmadigindan 485 bg’lik tek bir banttan olusan bir model elde edilmektedir
(Crozier et al. 1991).

Bir ¢alismada A. m. scutellata bal arilarinda cyt b lokusunun 485 b¢’lik kesiminde Bg/Il
kesim noktasinin bulunmadigi, ancak Avrupa kokenli bal arilarinda bu enzimin kesim
noktasimnin var oldugu bildirilmistir (Crozier et al. 1991). Benzer bir ¢alisma
Amerika’nin neotropik bolgelerindeki Afrikalilagsmis bal arilarini tespit etmek amaciyla
yine cyt b lokusunda Bg/Il kesim noktasi temelinde arastirilmis ve bu kesim noktasina
bagli olarak Amerika kitasinda Afrika orijinli bal aris1 alttiirlerin var oldugu
bildirilmistir (Pinto et al. 2003). Giiney Brezilya ve Uruguay’daki bal arisi
populasyonlarin1 allozim ve mtDNA haplotipleri bakimindan tanimlama ¢alismasinda
(Diniz et al. 2003), Uruguay’in kuzey bolgelerinde yliksek oranda Afrika haplotipleri
tespit edilmis ve kuzeyden gilineye dogru kademeli olarak haplotiplerin degistigi

gozlenmistir
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2.6.2.3 Sitokrom C oksidaz I (COI) lokusu

COI lokusu, tRNA™ (W) ile tRNA™" (L) lokuslar1 arasinda yer alan (Sekil 2.15) ve
mitokondriyel solunum zincirinde elektron transferini kataliz eden enzimin {iretiminden
sorumlu yaklagik 1560 bg¢ uzunlugundadir. Bu lokusunun yaklasik 1044 bg’lik
bolgesinde Bat1i Avrupa (M soyu) kokenli bal arilarinda Hincll ve Hinfl enzim kesim
noktalarinin (Cizelge 3.6) var oldugu bildirilmekte (Sekil 2.16) ve Hincll enzimi ile
kesimi sonucu Bati Avrupa kokenli bal arilarinda 777 ve 267 bg’lik bant modeli elde

edilirken, Dogu Avrupa kokenli bal arilarinda bu kesim noktas1 bulunmamakta ve 1044

be’lik tek bir bant modeli elde edilmektedir (Hall and Smith 1991).

COI lokusunda Hincll kesim noktasinin Bati Avrupa alttiirlerine 6zgiin oldugunu
bildiren ilk c¢alismada Afrika ve Avrupa bal arilarinin birbirlerinden farkliliklar:
aragtirtlmistir. Dogu Avrupa ve Akdeniz bal aris1 alttiirlerinde COI lokusunda Hincll ve
Hinfl enzimleri bakimindan kesim noktast bulunmamis ve dolayisiyla 1044 bg

uzunlugunda tek bir bant elde edilmistir (Hall and Smith 1991, Sheppard et al. 1994).

Yunanistan ve Giiney Kibris’in farkli yorelerinden 6rneklenen 72 kolonide farkli lokus
(16S rDNA, COI ve NDS5) enzim kombinasyonlar1 ile varyasyonun arastirildigi bir
calismada, COI lokusunda Ncol, Sau3Al, Fokl, Bcll, Sspl, Styl, BstUl ve Xhol
restriksiyon enzimleri ile bolgeler arasinda elde edilen kesim modelleri temelinde

farkliliklarin bulundugu bildirilmistir (Bouga et al. 2005).

Tiirkiye, Kuzey Kibris, Etiyopya, Suriye ve Misir’dan alinan bal arilarinda, COl/Hinfl
ve Cyt b/Bgl/ll lokus enzim kombinasyonlari arastirilmistir. Cyt b lokusunda
Etiyopya’dan alinan 6rnekler harig biitiin 6rneklerde Avrupa kokenli bal arilarina 6zgii
olan 2 bant modeli elde edilmistir. Tiirkiye ve Kuzey Kibris bal arilarinin biiyiik bir
cogunlugunda COI lokusunda Hinfl restriksiyon noktasi tespit edilememis, sadece
Hatay’dan alinan 6 ve Kibris ’tan alinan 2 6rnekte A. m. lamarckii alttiiriine 6zgii olan

COI/Hinfl kesimi modeli elde edilmistir. Misir’dan alinan tiim Orneklerde 4. m.
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lamarckii alttiiriine 6zgii olan model elde edilirken, iran arilarmin tamaminda sdz

konusu lokusta COI/Hinfl kesim noktas1 bulunamamistir (Kandemir ez al. 2006b).

2.6.2.4 Ribozomun biiyiik alt birimi (IrRNA) lokusu

IrRNA veya 16S rDNA lokusu, tRNA"" (L) ile tRNA"* (V) lokuslari arasinda yer
almakta olup yaklasik 1371 b¢ uzunluguna sahip bulunmaktadir (Sekil 2.15). LrRNA
lokusu ribozomun biiylik alt biriminin sentezinden sorumludur. Sekil 2.16’de de
gortlebilecegi gibi, IIRNA lokusunda yer alan EcoRI enzim tanima bolgesinin (Cizelge
3.6) varligt veya yoklugundan yararlanilarak bal aris1 alttiirlerinin genetik soy

bakimindan ayriminin yapilmasi miimkiin olmaktadir.

Dogu Avrupa ve Akdeniz bal aris1 alttiirleri (C) IrRNA lokusunda tek bir kesim
noktasina sahip iken, Bat1 Avrupa (M) ve Afrika (A) genetik soylarinda belirtilen kesim
noktast bulunmamaktadir. IrRNA lokusunun 738 bg¢’lik boliimiiniin EcoRI enzimi ile
kesilmesi sonucu C genetik soyunda yaklasik 483 ve 251 bg¢’lik bant modeli olusurken,
A ve M genetik soylarinda bu enzim i¢in kesim noktast bulunmadigindan 738 bg
uzunluguna tek bir bant modeli meydana gelmektedir (Hall and Smith 1991). Smith et
al. (1997) tarafindan Tiirkiye bal aris1 populasyonlarinda yapilan ¢alismada da aym

sonugclar elde edilmistir.

Yunanistan ve Gliney Kibris’in farkli yorelerinden 6rneklenen 72 kolonide farkli lokus
(16S rDNA, COI ve ND5) enzim kombinasyonlar ile varyasyonun arastirildigi bir
calismada, 16S lokusunda Sau3Al, Sspl, Dral, Hincll, EcoRI, Pstl ve Alul restriksiyon
enzimleri ile bolgeler arasinda elde edilen kesim modelleri temelinde farkliliklarin

bulundugu bildirilmistir (Bouga et al. 2005).

16S rDNA varyasyonundan yararlanilarak Giiney Amerika bal aris1 populasyonlarinin
arastirildigt  bir ¢alismada PCR-RFLP  yontemi ile populasyonlar arasi
benzerlik/farkliliklar ortaya konmustur. Cok sayida restriksiyon enzimi ile c¢alisilmig

ancak Dral ve Vspl enzimleri ile en ¢ok farkliligin tespit edildigi bildirilmigtir. Ayrica
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bu caligmada COI-COIl ve 16S mtDNA genlerinin birbirleri ile siki bir evrimsel
gecmise sahip olduklart belirlenmis ve 16S gen parcacigimin 10 ayr1 noktasinda

niikleotid farkliliklar1 belirlenmistir (Collet et al. 2007).

2.6.2.5 Sitokrom C oksidaz I ile II arasindaki bolge (COI-COII arasi)

COI-COII arast bolge, bal arilarinda COI-COII intergenik bolge olarak da bilinen
bslgeyi de icine alan bir bblge olup, COL tRNA™" (L), COI-COII intergenik bolge ve
COII geninin bir kismini i¢cermektedir (Sekil 2.15). Bu bolgenin PCR ile ¢ogaltimi
sonucu bal aris1 alttiirlerinde farkli uzunluklarda PCR iiriinleri elde edilmistir. Sekil
2.16’da da goriilebilecegi gibi, mitokondriyel genomun 3090. pozisyonda baslayan
COI-COII genleri arast bolgede COI geni icinde Xbal restriksiyon enzimi kesim
noktasinin (Cizelge 3.6) sadece Dogu Avrupa bal aris1 alttiirlerinde var oldugu ve bu
enzim ile restriksiyon sonucu 649 ve 195 bg’lik 2 banttan olusan bir model elde edildigi
bildirilmektedir (Hall and Smith 1991). Bat1 Avrupa (M) ve Afrika (A) alttiirlerinde bu
kesim noktasi bulunmamaktadir. Ancak bu bdlgede c¢esitli uzunluklarda (70, 270, 540,
810 bg) DNA bolgelerinin fazladan olmasi nedeniyle bu bdlgenin molekiiler biiytikligi
Dogu Avrupa bal aris1 alttiirlerinde 848 bg iken Bati Avrupa ve Afrika alttiirlerinde
918, 1118, 1388, 1658 bg¢’dir (Hall and Smith 1991).

Kostarika’da Avrupa kokenli bal arilarinin bulundugu bir bolgede Afrika arilar ile
herhangi bir karisma olup olmadigin1 belirlemek amaciyla mitokondriyel genomda
COI-COII aras1 bolge Xbal kesim noktasina bagh olarak arastirilmistir. Ele alinan bal
arillarinda COI-COII aras1 bolgede Xbal kesim noktasinin var olmasindan dolayr ele
alinan bal arilarinin Dogu Avrupa kokenli oldugu ve Afrika arilart ile herhangi bir
karisma olmadig: ifade edilmistir (Hall and McMichael 1992). Ayrica COI-COII arasi
bolgede Xbal kesim noktasinin var olmasindan dolayi, Tiirkiye bal arilarinin Dogu
Avrupa ve Akdeniz (C) soyu icerisinde degerlendirildigi calismada, Trakya bolgesinden
alinan baz1 6rneklerde sadece A. m. carnica alttiirlerine 6zgli oldugu bildirilen (Smith
and Brown 1990) COI lokusunda ikinci bir Xbal kesim noktas1 daha tespit edilmistir
(Smith et al. 1997).
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2.6.2.6 Sitokrom C oksidaz I ile II arasindaki intergenik bolge (COI-COII
intergenik bolge)

COI-COII genleri arasindaki intergenik bolge, tRNA™" (L) geni, COI-COII intergenik
bolge ve COII geninin 5' ucunu i¢ine alan yaklasik 572 b¢ uzunlugunda bir bolgedir
(Sekil 2.15). COI-COII intergenik bolge bal aris1 alttiirlerinde yiiksek oranda polimorfik
yap1 gostermektedir. Herhangi bir gen iiriinii olmayan ve mitokondriyel genomda 3363.
pozisyonda baglayan COI-COII intergenik bolgede yapilan c¢ok sayida arastirma
bulunmaktadir. Bu arastirmalarda COI-COII intergenik bolgede A ve M soylarina ait
cok sayida haplotip belirlenmis olmasina ragmen, C soyuna ait tek bir haplotip
bulunmustur (Garnery et al. 1993). Bal aris1 mitokondriyel genomu ile Drosophila
mitokondriyel genomu arasinda yiiksek oranda benzerlik bulunmasina ragmen, COI-
COII intergenik bolgenin Drosophila’da herhangi bir karsiligi bulunamamaktadir. Bu
bolgede Dral restriksiyon enzimi (Cizelge 3.6) ile kesim (Sekil 2.16) ve DNA dizi

analizi verileri temelinde alttiirler arasinda 6nemli farkliliklar oldugu bildirilmektedir.

COI-COII intergenik boélgenin Dral enzimi ile restriksiyonu ve dizi analizi verileri
temelinde alttiirler arasinda onemli uzunluk polimorfizmleri belirlenmistir. 10 farkli
alttiirde yapilan bir calismada bu bolgede 19 farkli haplotip belirlenmis ve bu
haplotipler morfometri ve allozim ¢alismalariyla uyumlu olarak ii¢ filogenetik soya (A,
M ve C) dahil edilmistir. Ayrica tiirlerin dagilim merkezinin Orta Dogu oldugu ve 1
milyon yilda (Myr) % 2 evrim orani (divergence rate) oldugu kabul edildiginde 3 bal
aris1 soyunun evrimlesmesinin yaklasik 1 milyon yil once basladigi (I Myr BP, 1
million year before present) One siirilmektedir (Garnery et al 1992). Aym
arastiricilarin  yiiriittiigli  bir baska c¢alismada COI-COII intergenik bolgenin Dral
restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu 12 bal aris1 alttiiriinde 21 farkli haplotip tespit
edilmistir. C soyuna ait tiim alttiirler tek bir haplotip igerisinde degerlendirilirken; A ve

M soylarinda 10’ar farkli haplotip belirlenmistir (Garnery ef al. 1993).

Giliney Afrika’da 102 bal aris1 kolonisinde gerceklestirilen bir ¢alismada COI-COII
intergenik bolgede 4 farkli haplotip tespit edilmis ve bu haplotiplerden birinin daha
once bildirilenlerin disinda yeni bir mitotip oldugu vurgulanmistir. PoQQ tipi, % 76
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oraninda en yaygin tip olarak bulunmustur. PyQ tipi % 26, PoQQQ tipi ise % 2 oraninda
tespit edilmistir. Bu bolgede P-Q sistemine uymayan bagka bir tip de % 2 frekansta
bulunmustur (Moritz ef al. 1994).

Fas ve Ispanya’dan orneklenen bal arilarmin COI-COII intergenik bdlgede Dral
restriksiyon enzimi sonucu, Fas’tan alinan 6rneklerde 8 farkli haplotip belirlenmis ve
Fas orneklerinin tamami Afrika (A) soyuna ait bulunmustur. Arastiricilar bu sonuglara
gore, Avrupa’dan 150 yildir Fas’a a1 ithaline karsin, lokal populasyonlarin anaya ait
kaliim gosteren mitokondriyel genomunda herhangi bir degisiklige yol a¢gmadigini
savunmuslardir. Ispanya’dan alinan &rneklerde ise 6’s1 Fas orneklerinden elde edilen
haplotipler ile ayni olan A soyuna ait 8 haplotip ve M soyuna ait 4 haplotip
belirlenmistir (Garnery et al. 1995).

Fransa-Ispanya/Portekiz—Fas—Gine’den  &rneklenen 11  bal arist  populasyonu,
mikrosatelit ve COI-COII intergenik bolge Dral restriksiyon enzimi ile arastirilmistir.
Bu yorelerdeki bal aris1 populasyonlarinda Afrikalilasma gézlenmemis ve mikrosatelit
markerleri bakimindan bu populasyonlarin Fransa bal aris1 populasyonlarina benzedigi

belirtilmistir (Franck ez al. 1998).

Yakin Dogu populasyonlarinda yapilan bir ¢alismada COI-COII arasi intergenik bolge
ve mikrosatelit analizleri ile Liibnan’in farkli bolgelerinden alinan 75 balarisi
populasyonu arastirilmistir. O soyu olarak ifade edilen 4. genetik soyuna ait 7 farkl
haplotip belirlenmistir. C soyu i¢inde ise C1, C2a ve C2b olmak iizere yeni haplotipler
bildirilmistir (Franck et al. 2000a). Aym arastiricilar tarafindan italya’daki 4. m.
ligustica ve Sicilya’daki 4. m. sicula alttiirlerinde benzer bir calisma yapilmistir.
Mikrosatelit analizleri sonucu bu iki alttiir, C soyu olarak adlandirilan Dogu Avrupa ve
Akdeniz soyu igersinde degerlendirilmis ancak mtDNA analizleri sonucu A. m.
ligustica’nin M ve C olarak bilinen iki Avrupa soyuna da dahil edilebilecegi
bildirilmistir. Baz1 A. m. sicula 6rnekleri de A soyuna ait bulunmustur. Bu sonuglarla

bu iki alttiliriin melez olabilecegi tezi ileri stiriilmiistiir (Franck et al. 2000b).
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Kanarya Adalari’ndaki bal aris1 populasyonlarmin mikrosatelit ve Dral restriksiyon
enzimi ile COI-COII intergenik bolgenin arastirildig: bir diger ¢aligmada mikrosatelit
verilerine dayanarak ortalama allel sayisi ve heterozigotluk derecesi bakimindan bu
populasyonlarin diisiik genetik varyasyona sahip olduklar1 bildirilmektedir. C soyundan
bal aris1 alttiirlerinin Kanarya Adalari’na yogun bir sekilde ithal edilmesine ragmen, M
genetik soyuna ait mtDNA haplotipleri yiiksek frekansta bulunmustur (De La Rua et al.
2001).

Afrika kitasinda 64 lokasyondan toplam 738 koloniden alinan bal aris1 6rneklerinde,
Dral restriksiyon enzimi ile COI-COII intergenik bdlge arastirilmistir. A genetik soyu,
Kuzey dogu bolgeleri haric diger biitiin bolgelerde tespit edilmistir. Kuzey-Dogu
bolgelerde O ve Y olarak adlandirilan iki yeni genetik soy belirlenmis ve bu soylarin
Yakin Dogu populasyonlarindan koken aldigi sonucuna varilmistir. Etiyopya ve
Misir’dan alinan bal aris1 Orneklerinde 6nemli genetik farkliliklar tespit edilmistir.
Etiyopya’dan alinan A. m. yemenitica 6rnekleri Y olarak adlandirilan yeni bir mtDNA
soyuna dahil edilmis ve bu sonug ilk kez s6z konusu c¢alismada bildirilmistir (Franck et

al. 2001).

Kanarya Adalari’nin en biiyiigli olan Tenerife’deki bal aris1 populasyonlarinda yapilan
calismada 4 farkli mitokondriyel haplotip elde edilmistir. Bu haplotiplerden biri Afrika
soyuna Ozgii, diger ikisi ise Kanarya Adalarma 6zgiin olarak bulunmustur. Dogu
Avrupa bal aris1 alttiirlerine 6zgii olan 4. haplotipin % 35 frekansta bulunmus olmasi ise
bu bolgede endemik Apis mellifera populasyonlar1 ile diger alttiirler arasinda
hibiridizasyonun oldugunu gostermektedir (De La Rua et al. 2002). Benzer bir
calismada A. m. iberica populasyonlarmna ait 5rnekler, tRNA""-COII genleri arasindaki
bolgede DNA dizi analizi verileri ve 6 mikrosatelit lokusu temelinde aragtirilmis ve A.
m. iberica populasyonlarinda 5 tanesi A, 1 tanesi de M soyuna ait olmak {izere toplam 6

farkli haplotip bulunmustur. Bu sonuglarin 4. m. iberica alttiiriiniin melez olabilecegi

fikrini destekledigi ifade edilmektedir (De La Rua et al. 2004).
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Slovenya’dan alinan Karniyol arisinin (4. m. carnica), mikrosatelit markerler ve Dral
restriksiyon enzimi ile COI-COII intergenik bolgenin arastirildig: bir diger calismada,
Karniyol aris1 6rnekleri, mtDNA C soyunda C2c¢ olarak sembolize edilen yeni bir
haplotipe dahil edilmistir. Mikrosatelit lokuslarinda diisiik seviyede farklilik gozlenmis
ve bu durum, Karniyol aris1 populasyonlarinin homojen yapisindan kaynaklanabilecegi

seklinde yorumlanmistir (Susnik ez al. 2004).

Tirkiye bal aris1 populasyonlarinda COI-COII intergenik bolge bakimindan yapilan
caligmalar sonucunda farkli haplotiplerin bulundugu bildirilmektedir (Smith ez al. 1997,
Palmer 2000, Palmer et al. 2000, Kandemir et al. 2006a). Tiirkiye’nin 16 farklh
yoresinden drneklenen bal arilarinda Smith et al. (1997) tarafindan bildirilen lokuslara
ilave olarak COI-COII arasi intergenik bolgede kismi DNA dizi analizi yapilmistir.
DNA dizi analizi ve kesim sonucu elde edilen verilerin birlikte degerlendirilmesi
sonucu yeni bir 4. haplotipin Tiirkiye cografyasinda var oldugu bildirilmektedir. Bu
haplotipin Suriye sinirina yakin Hatay yoresinden alinan orneklerde tespit edildigi ve
bu soyun daha once bildirilen diger mtDNA soylarindan farkli 4. bir mtDNA soyunu
temsil edebilecegi ifade edilmektedir (Palmer ez al. 2000).

Tirkiye’nin 7 farkli yoresinden alinan bal aris1 6rneklerinde Dral restriksiyon enzimi ile
COI-COII intergenik bolge, Tagql ve Hinfl restriksiyon enzimleri ile COI geni analiz
edilmistir. Ayrica tiim mitokondriyel genomun EcoRI restriksiyon enzimi ile muamele
edilmesi sonucu 3 farkli model elde edilmistir. 4. m. carnica ve A. m. ligustica i¢in
0zglin olan mtDNA modeli % 97,9 oraninda; Hatay yoresinden alinan 6rneklerde ise
Afrika modeli %1,8 oraninda bulunmustur. Balikesir’den alinan bir 6rnekte ise daha
once bildirilmemis yeni bir model tespit edilmistir. COI-COII intergenik bolgenin Dral
restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu 7 haplotip elde edilmistir. Tiirkiye bal arisi
populasyonlarinda Tr-Dral olarak tanimlanan haplotipin en yaygin bulunan haplotip

oldugu ifade edilmistir (Kandemir et al. 2006a).

Apis cerana tiirli, COI-COII intergenik bolge bakimindan A. c. cerana, A. c. indica, A.

c. japonica ve A. c. himalaya olmak tlizere 4 farkl alttiire ayrilmistir. Filipinler’deki 4.
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c¢. indica populasyonlarinda genetik varyasyonu arastirmak amaciyla yiiriitiilen bir
calismada, tRNA""-COII gen bolgesi bakimindan 4 farkli haplotip (Cel, Ce2, Ce3 ve
Ce4) belirlenmistir. Filogenetik analizler sonucu tiir i¢inde énemli varyasyonlar tespit
edilmis ve bu durumun adalarin jeolojik ge¢misi ile uyumlu oldugu bildirilmistir (De La

Rua et al. 2000).

Kore ve Filipinler’den toplanan A. cerana ve A. nigrocincta drneklerinde tRNA' ve
COII geni arasindaki bolgenin DNA dizi analizi ile arastirildigi calismada 41 farkh
haplotip bulunmustur. Bu haplotiplerden 36’s1 A. cerana ve A. nigrocincta
populasyonlarmin filogenetik analizleri i¢in kullanilmistir. Bu ¢aligma sonucu 4. cerana
populasyonlarinin ayriminda kullanilabilecek 5 haplotip grubu bildirilmistir (Smith et
al. 2000).

2.6.2.7 ATP sentaz 6 ve 8 (ATPaz 6 ve ATPaz 8) lokuslari

Tayland’in ¢esitli yorelerinden 6rneklenen toplam 181 adet Apis cerana kolonisinde
ATPaz 6 ve ATPaz 8 genleri arasindaki bolgede PCR-RFLP yontemi ile genetik
farklilik aragtirtlmistir. Bu bolgede 33 farkli restriksiyon enzimi ile kesim ve dizi analizi
ile populasyonlar aras1 genetik benzerlik/farkliliklar belirlenmistir. ATPaz 6 ve ATPaz 8
lokuslar1 arasindaki 825 bg’lik bolgenin Tagl, Sspl ve Vspl restriksiyon enzimleri ile
kesimi sonucu 8 farkli haplotip belirlenmis, 6 haplotip Tayland’in kuzey ve orta
bolgelerindeki orneklerde tespit edilirken, kalan 2 haplotip giliney bodlgelerden alinan

orneklerde bulunmustur (Songram et al. 2006).

2.6.2.8 NADH dehidrogenaz 2 (ND2) lokusu

ND2 ve tRNA"™ genlerini igine alan mtDNA bblgesinin dizi analizi ile arastinldig
calismada 14 alttiirde 20 farkli haplotip belirlenmistir ve sonuglar bal arilarinda
morfometrik degerlendirmeler ile 6rtiismiis ve Ruttner (1988) tarafindan O soyu olarak
bildirilen 4. bir genetik soyun var oldugu dogrulanmistir. Ancak Ruttner (1988)

bildirdiginin aksine A. m. lamarckii alttiri O genetik soyuna dahil edilmistir. Bu
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calismada Orta Dogu alttiirleri ile Afrika alttiirleri arasinda bir baglanti tespit edilmis ve

bu bolgelerdeki alttiirler ayn1 grupta kiimelenmistir (Arias and Sheppard 1996).

Tirkiye bal aris1 populasyonlarinda COI-COII intergenik bolge ve ayica ND2 geninin
calisildig1 bir bagka ¢alismada, ND2 geninde Ankara ve Hatay’dan alinan iki 6rnekte
dizi analizi yapilmistir. Dizi analizi sonuglarina dayanarak Anadolu arilarimin C soyu

icinde degerlendirilebilecegi bildirilmistir (Kandemir et al. 2006a).

2.6.2.9 NADH dehidrogenaz 5 (NDS5) lokusu

Yunanistan ve Giiney Kibris’in farkli yorelerinden 6rneklenen 72 kolonide farkli lokus
(16S rDNA, COI ve NDS5) enzim kombinasyonlar1 ile varyasyonun arastirildigi bir
calismada, ND5 lokusunda Dral, Taql, Nlalll, Alul, Hincll, Fokl ve Sspl restriksiyon
enzimleri ile bolgeler arasinda elde edilen kesim modelleri temelinde farkliliklarin

bulundugu bildirilmistir (Bouga et al. 2005).

69



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal
3.1.1 Canh materyal ve drnekleme

Arastirmanin materyalini Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliimii
Aricilik Unitesi ve Tiirkiye Kalkinma Vakfi Aricilik Unitesinde (Kazan) saf olarak
yetistirilmekte olan ¢esitli yorelere (Ardahan, Aydin, Antalya ve Ankara) ait bal aris1
populasyonlart ile gesitli yorelerdeki 6zel isletmelerden (Adana, Adiyaman, Antalya,
Ardahan, Aydin, Balikesir, Bing6l, Bursa, Hakkari, Mersin, Mus, Van vs) temin edilen
244 adet bal aris1 kolonisi olusturmaktadir. S6z konusu isletmelerden 10-20 adet ergin
is¢i ar1 Ornek olarak alinmistir (Cizelge 3.1). DNA dizi analizi toplam 39 adet bal aris1

kolonisi (2’si Iran arisi; 4. m. meda: iran/Tebriz ve Iran/Urmia) iizerinde yapilmustir.

Cizelge 3.1 Bal aris1 6rneklerinin alindig1 yoreler ve 6rnek genislikleri (n)

Yoreler Ornek genisligi (n)
Adana 10
Adiyaman 10
Ankara/AUZF 15
Ankara/Kazan/TKV 15
Antalya/Elmal1 17
Ardahan 10
Aydin/Merkez 13
Aydin/Kusadasi/Davutlar 10
Aydin/Soke/Bagarast 10
Balikesir/Merkez 10
Bingo6l/Merkez 10
Bingol/Yenibaglar Koyii 15
Bingdl/Boncukgoze Koyt 10
Bolu/Yigilca 15
Bursa/Merkez 10
Hakkari/Geg¢imli Koyii 15
Mersin/Merkez/Celebili Koyii 10
Mus/Varto/Kopriiciik Koyt 15
Van/Catak 11
Van/Gevas 13
Toplam 244
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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 Caligmada kullanilan arag ve gereclerin listesi

Adi (Modeli)

Calismada Kullanim Amaci

Bidestile Saf Su Cihazi (Biichi Fontavapor 285)
Ultra Saf Su Cihaz1 (Sg Ultra Clear Basic)
metre

ion 420)

Otoklav (Hyrama)

Nano Drop Spectrofotometre

(ND 1000)

Calkalayicili Su Banyosu (Kotterman)

Isiticili Manyetik Karistirict (Janke& Kunkel KG)
Calkalayici-Vortex

(Julabo Paramix3)

Santrifiij (NUVE NF1215 5000 rpm)
Mikro Santrifiij (SIGMA 1-15, 14.000 rpm)

Mikro Santrifiij (HERMLE Z 231M, 15.000 rpm)
Sogutmali Santrifiij

Manuel Hassas Terazi (Sartorius, 200 G)

Dijital Hassas Terazi (Sartorius, R 200 D, 1000G)
Gradient Thermal Cycler 96 Orneklik (Biorad)
Thermal Cycler 25 Orneklik (Techne TC 312)
Agaroz Jel Elektroforez Takimlari

(Thermo)

Giig Kaynaklar1

Jel Goriintilleme ve Analiz Sistemi
(Kodak Gel Logic 200)

Termal Yazici

(Sony Digital Graphic Printer Up-D895)
Mikro Dalga Firini (Argelik MD 500)

UV Transilluminator (Vilber Lourmat)

UV Lambas1 ve Gozliikleri

(Mineralight Lamp UV-254/366 Nm)

Derin Dondurucu (Rua Instruments, -80 C)
Derin Dondurucu (Argelik, -25)

Derin Donduruculu Buzdolab1 (Argelik, -25)
Steril DNA Izolasyon Kabini (Metisafe Class II)
Ceker Ocak (Metisafe Class II)

(Thermo I. M. Rf 8467 0260, 16.800 Rpm, 30.000 g)

(HSI 2500 DC, Bimetra P25, BioRad Model 200/2.0)

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

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi igin gerekli
pH 'nin belirlenmesi

Kullanilan malzemelerin sterilizasyonu

Izole edilen DNA &rneklerinin yogunluk ve
saflik derecelerinin belirlenmesi

DNA izolasyonu

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmas: ve DNA
izolasyonu

DNA izolasyonu ve PCR asamalarinda
orneklerin kisa siireli santrifiij edilerek
¢Oktiiriilmesi

DNA izolasyonu sirasinda drneklerin
bozulmadan santrifiij edilmesi

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasinda sarf
malzemelerinin tartilmasi

PCR ile lokuslarin ¢ogaltilmasi

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

Elektroforez sistemlerinin elektrik ortamlarinin
saglanmasi

DNA izolasyonu, PCR firiinleri ile RFLP
lokuslarin jelde goriintiilenmesi ve bilgisayar
ortamina aktariimasi

DNA izolasyonu, PCR iiriinleri ile RFLP
lokuslarin arsivlenmesi i¢in baski yapilmasi
Agaroz jellerin hazirlanmasi

DNA izolasyonu ve PCR iiriinlerinin 6n
denemelerinin agaroz jel elektroforez ayrimi
sirasinda kontrollerinin yapilmasi

Ornek ve ¢esitli sarf malzemelerin saklanmast

DNA izolasyonu ve PCR’larin yapilmasi
Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi
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3.1.3 Tampon cozeltiler

Uzerinde durulan farkli lokus-enzim kombinasyonlarmnin belirlenebilmesi i¢in agaroz ve
poliakrilamid jel elektroforezinden yararlanilmistir. Agaroz ve poliakrilamid jel
elektroforezinde kullanilan tampon ¢ozeltilerin bilesimleri Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4’de

verilmistir.

Cizelge 3.3 Elektroforez ve agaroz jellerinin hazirlanmasinda kullanilan stok ve tampon
cozeltilerin bilesimleri

Cozelti Yogunluk Bilesimi
Elektroforez/stok jel 50 X TAE 242.0 g Tris
tampon ¢ozeltisi 571  mL Glasiyal asetik asit

1000 mL 0.5M EDTA, pH 8.0
1000.0 mL ’ye tamamlanir.

Elektroforez/jel tamponu 1 X TAE 1/50 50 X TAE’den seyreltme yapilir.
ve yuriitme tampon
cozeltisi
Ornek yiikleme tampon 10 X DNA 5.0 mL  Gliserol
¢ozeltisi ornek 2.0 mL Bromofenol mavisi (%
sitdtemme 1.5 mL )
tampon
cozeltisi 1.5 mL 03 M EDTA
Steril bdH,O

Cizelge 3.4 Elektroforez ve poliakrilamid jellerinin hazirlanmasinda kullanilan stok ve
tampon ¢ozeltilerin bilesimleri

Cozelti Yogunluk Bilesimi

Akrilamid-bisakrilamid % 30 29.0 gr Akrilamid

stok ¢ozeltisi 1.0 gr Bisakrilamid
100.0 mL ’yetamamlanir

Elektroforez/stok jel 10 X TBE 108.0 gr Tris

tampon ¢ozeltisi (TBE) 55.0 gr Borik asit

49.0 mL 0.5MEDTA (pH 8.0)
1000.0 L ’ye tamamlanir.

Elektroforez/jel tamponu 5 X TBE 250 mL 10X TBE
ve yuriitme tampon 25.0 mL bdH,O0 ile karigtirilir.
coOzeltisi
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Cizelge 3.4’in devami

APS % 10 0.1 gr APS (Amonyum persiilfat)

1000.0 uL ’ye tamamlanir
Poliakrilamid jel tampon  60.0 mL 20.0 mL Akrilamid-bisak. stok
cozeltisi 12.0 mlL ¢Ozeltisi

1.5 mL 5 XTBE

80.0 pL APS(%I0)

280 mL TEMED
Steril bdH,O

3.2 Yontem

Ergin is¢i ar1 0rnegi alinarak, % 95’lik etanol igeren 1.5 ml’lik eppendorf tiipler icinde

laboratuvara getirilmis ve toplam genomik DNA’nin izolasyonu yapilincaya kadar -20

°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.1 Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu, Hall (1986, 1990)’un tanimladig1 fenol-kloroform

ekstraksiyon metodu mevcut laboratuvar kosullarina gore degistirilerek yapilmistir.

DNA molekiilleri agagida verilen islem siralar1 sonucunda izole edilmistir.

a)

b)

Etanol i¢inde tutulan 6rneklerin gogiis kismu, bisturi ile kiiciik pargalara ayrilmis ve
1.5 mL’lik tiipler i¢ine alinmistir. Tiiplere 500 uLL TEN tamponu (1 M NaCl, 0.5 M
EDTA, 1 M Tris (pH 8.0) ilave edilmis ve drnekler ezilmistir. Daha sonra 25 puL
SDS (% 20), 15 pL Proteinaz K (20 mg/mL) ve 8 pL Rnaz (10 mg/mL) ilave
edilerek tiipler 58 °C’de gece boyu bekletilmistir.

Ertesi giin tiipler 10 dakika santrifiij (8000 rpm) edilmis ve tiiplerin iistiinde kalan
siv1 kisim (sizipernatant) yeni 1.5 mL’lik tiiplere alinmistir. Tiiplere 150 uL fenol +
150 pL kloroform izoamil alkol (24:1) ilave edilerek karistiricida 20 dakika
ekstraksiyon islemi gergeklestirilmistir. Tiipler 8000 rpm hizda 10 dakika santrifiij
edilmis ve siipernatan tekrar yeni tiiplere aktarilmistir. Tiiplere 300 pL kloroform
izoamil alkol ilave edilerek ayni islemler tekrarlanmistir. Ornekler yeni tiiplere

alindiktan sonra 800 pL -20 °C’de bekletilmekte olan % 95°1ik etanol ve 50 uL 3 M
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sodyum asetat ilave edilmistir. Ornekler -20 °C’de gece boyu ya da -80 °C’de 3-5
saat bekletilmistir.

¢) Derin dondurucudan alinan 6rnekler 10.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir.
Elde edilen pelet, % 70 ’lik etanol ile iki kez yikanmistir. Bu islemden sonra ¢eker
ocakta tiliplerin agz1 agik olarak 1 saat bekletilerek pelet kurutulmustur. DNA peleti
100 uL TE tamponu (10:1) i¢inde ¢ozdiiriilmiistiir.

Genomik DNA izolasyonlarinin miktar ve saflik kontrollerinin yapilmasinda NanoDrop
Spektrofotometreden (Cizelge 3.2) yararlanilmis ve elde edilen veriler bilgisayar
ortamina aktartlmistir. Orneklerden izole edilen genomik DNA molekiillerinin tek parca
olup olmadiklarinin (kirihip kirilmadigi) kontrolleri % 1’lik agaroz jelde yapilmistir.
Spektrofotometre dl¢limleri sonucunda 260/280 dalga boylarinda 1.8-2.0 saflik derecesi
ile miktar olarak 50 ng/uL degerinin {izerinde bulunan ve ayrica % 1’lik agaroz
jellerinde tek parca oldugu tespit edilen her bir 6rnege ait DNA molekiilleri PCR islemi

yapilincaya kadar +4 °C de muhafaza edilmistir.

3.2.2 Cahsilan mitokondriyel DNA PCR-RFLP lokuslari

Istenilen nitelikte DNA izolasyonu yapildiktan sonra hedeflenen mitokondriyel DNA
lokuslarinin ¢ogaltilmas1 PCR ile ger¢eklestirilmistir. Mitokondriyel genomda c¢alisilan
lokuslar (Cizelge 3.5);

1) anonim lokus,

2) cyt b lokusu Bg/II enzim restriksiyonu,

3) COI lokusu Hincll enzim restriksiyonu,

4) COl lokusu Hinfl enzim restriksiyonu,

5) IrRNA lokusu EcoRI enzim restriksiyonu,

6) COI-COII aras1 bolge Xbal enzim restriksiyonu,

7) COI-COII intergenik bolge Dral enzim restriksiyonu ve
8) COI-COII intergenik bolge DNA dizi analizi seklindedir.
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Bu lokuslar 06zgiin primerler yardimiyla PCR cihazinda ¢ogaltilmis ve yukarida
belirtilen restriksiyon enzimleri ile kesilerek analiz edilmistir. Mitokondriyel DNA
PCR-RFLP lokuslarinda kullanilan ileri (F, forward) ve ters (R, reverse) primer ciftleri,

restriksiyon enzimleri ve yararlanilan kaynaklar Cizelge 3.5’de verilmistir.

Mitokondriyel DNA PCR-RFLP c¢aligmalarinda kullanilan restriksiyon enzimleri,
saflagtirildiklar1 organizmalar ve restriksiyon yaptiklari 6zgilin tanima dizileri Cizelge
3.6’da verilmigtir (Griffiths et al. 1996, http://www.neb.com/nebecomm/products/
categoryl.asp#2, 2006).
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Cizelge 3.5 Calisilan mtDNA PCR-RFLP lokuslari, primerler, restriksiyon enzimleri ve kaynaklar

Anonim lokus — R

2) Sitokrom b (cyt b) lokusu
cytb—F
cytb—R

3) Sitokrom C oksidaz I (COI) lokusu
COI-F
COI-R

4) Sitokrom C oksidaz I (COI) lokusu
COI-F
COI-R

5) Ribozomun biiyiik alt birimi (IrRNA) lokusu
IrRNA - F
IrRNA — R

7) Sitokrom C oksidaz I ile II arasindaki bolge
(COI-COII arast)
COI-COII aras1 — F
COI-COII aras1 — R

(COI-COII intergenik bolge)
COI-COII intergenik bolge -E2

COI-COII intergenik bolge -H2

8) Sitokrom C oksidaz I ile II arasindaki intergenik bolge

GAT CAA TAT CAT TGA TGA CC

TAT GTA CTA CCA TGA GGA CAA ATATC
ATT ACA CCT CCT AAT TTA TTA GGA AT

TTA AGA TCC CCA GGA TCA TG
TGC AAA TAC TGC ACCTAT TG

TTA AGA TCC CCA GGATCA TG
TGC AAATACTGC ACCTAT TG

TTT TGT ACCTTT TGT ATC AGG GTIT G
CTA TAG GGT CTT ATC GTC CC

TCT ATA CCA CGA CGT TAT TC
GAT CAA TAT CAT TGA TGA CC

GGC AGA ATA AGT GCA TTG
CAA TAT CAT TGA TGA CC

Bglll

Hincll

Hinfl

EcoRI

Xbal

Dral

Mitokondriyel DNA lokuslari Primerler (5'—>3') Enzim Kaynak
1) Anonim lokus
Anonim lokus — F CAG GAG AAT TCT ATA CCA CGA CGT TATTC - Hall 1992a

Crozier et al.
1991

Hall and Smith
1991

Sheppard et al.
1994

Hall and Smith
1991

Hall and Smith
1991

Garnery et al.
1992

Not: F, ileri primer; R, ters primer




Cizelge 3.6 Kullanilan restriksiyon enzimleri, saflagtirildiklar1 organizmalar ve
restriksiyon yaptiklari 6zgiin tanima dizileri

Enzim Saflastirildiklar1 organizma Ozgiin tanima dizisi (5' — 3')
l
Bglll Bacillus globigii A"GATCT
TCTAG; A
. i TTT ‘AAA
Dral Deinococcus radiophilus
AAATTT
G 'AATTC
EcoRI Escherichia coli RY 13 CTTAA ; G
GTPy ‘ PuAC
Hincll Haemophilus influenzae Rc yoru
CAPu ; PyTG
G 'ANTC
Hinfl Haemophilus influenzae Rt CTNA ; G
T 'CTAGA
Xbal Xanthomonas badrii
AGATC,; T

Her bir lokusa 6zgii belirlenen en uygun PCR reaksiyonu ve lokuslarin ¢ogaltilmasinda

kullanilan PCR programlar ise, Cizelge 3.7’ de verilmistir.

PCR analizleri tamamlandiktan sonra 10 pL PCR iirlinii, Cizelge 3.5’de belirtilen
restriksiyon enzimleriyle kesim iglemine tabi tutulmustur. Bu amagla 2—4 U restriksiyon
enzimi igeren 10 pL steril deiyonize HO’ya PCR iiriinii ilave edilmis ve bu karigim 37
°C’de gece boyu inkiibe edilmistir. Elde edilen restriksiyon parcaciklari agaroz ya da

poliakrilamid jel elektroforezinde ayrilarak, etidyum bromiir ile boyanmaistir.
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Cizelge 3.7 Calisilan mtDNA PCR-RFLP lokuslar1 ve bu lokuslarin ¢ogaltilmasi i¢in hazirlanan PCR reaksiyonlar1 ile programlari

Mitokondriyel DNA lokuslar1 PCR reaksiyonlar1 PCR programlari
1) Anonim lokus 2.5 uL 10 X PCR tamponu 95°C 1 dk. - On denatiirasyon
2) Sitokrom b (cyt b) lokusu 1.5 mM MgCl, 94 °C 1 dk.

2.0 mM her bir ANTP 55°C 1 dk. 35 dongii

10.0 uM her bir primer 72°C 3 dk.

1.5 U Taq DNA polimeraz enzimi 72°C 15 dk. - Son uzama
3) Sitokrom C oksidaz I (COI) lokusu 2.5 pL 10 X PCR tamponu 95°C 1dk. - On denatiirasyon
4)  Ribozomun biiyiik alt birimi (IrRNA) lokusu 2.0 mM MgCl, 94 °C 1 dk.
5)  Sitokrom C oksidaz I ile II arasindaki bolge 2.0 mM her bir ANTP 50°C 2 dk. 35 déngii
(COL-COII aras) 10.0 uM her bir primer 79 °C 3 dk.

1.0 U Taq DNA polimeraz enzimi __
72°C 20 dk. - Son uzama

6) Sitokrom C oksidaz I ile II arasindaki intergenik bolge 2.5 upL 10 X PCR tamponu 95°C 1dk. - On denatiirasyon
(COI-COII intergenik bolge) 1.5 mM MgCl, o
2°C4 .
25.0 nM her bir dNTP 38 g 42 - 20 dénots
25.0 pM her bir primer o - ongd
62 °C 2 dk.

0.6 U Taq DNA polimeraz enzimi
72°C 5dk. - Sonuzama




COI-COII intergenik bolgenin Dral restriksiyon enzimi ile kesimi disindaki biitiin lokus
enzim kombinasyonlar1 (anonim lokus, cyt b, COI, IrRNA ve COI-COII aras1 bolge)
agaroz jel elektroforezinde galisilmistir. Bu amagla PCR {iriinleri % 1°lik ve restriksiyon
parcaciklart % 2’lik agaroz (Prona, 091602PR) jellerinde analiz edilmistir. Agaroz jel
hazirlamak amaciyla kullanilan tampon ¢ozeltiler ve bilesimleri Cizelge 3.3’te
verilmistir. % 2.0’lik agaroz jel hazirlamak icin; 2 g agaroz tartilip, 100 mL 1XTAE
tampon c¢ozeltisi (Cizelge 3.3) ile karistirilmistir. Agarozun 1XTAE tampon ¢ozeltisi
icinde ¢Ozlinmesi i¢in 2-5 dk mikrodalga firinda yiliksek devirde kaynatilmistir.
Kaynayan ¢ozelti, 50-60 °C’ye kadar sogutulduktan sonra 10 pL etidyum bromiir
(10mg/mL) ilave edilmistir. Bu ¢ozelti 22 kuyucuklu tarak bulunan jel tablasina
dokiilmiis, jel donduktan sonra tarak cikartilarak jelin oldugu cerceve, 1XTAE jel
tampon ¢dzeltisi ile dolu olan yatay elektroforez iinitesine yerlestirilmistir. Ornek
yiikleme tampon ¢ozeltisi (Cizelge 3.3) ile karistiritlan PCR {iriinleri ve restriksiyon
parcaciklar1 kuyulara yiiklenip 85 V/cm’de yaklasik 3.0-3.5 saat elektroforez islemine
tabi tutulmustur. Daha sonra goriintiileme sisteminde jeldeki orneklerin genotipleri

belirlenerek fotograflar1 ¢ekilmistir.

COI-COII intergenik bolge PCR ile ¢ogaltilip Dral enzimi ile kesildikten sonra elde
edilen restriksiyon pargaciklar1 poliakrilamid jellerinde analiz edilmistir. Tiirkiye bal
arillarinda COI-COII intergenik bolgede Dral enziminin 3 kesim noktast bulunmaktadir.
Bu enzim ile kesim sonucu elde edilen restriksiyon parcaciklar1 420, 64, 47 ve 41 bg
olup, 100 bg¢’den diisiik molekiiler agirliga sahip bantlarin net bir sekilde
belirlenebilmesi icin poliakrilamid jellerinden yararlanmilmistir. Bu amagla % 10’luk
poliakrilamid (Akrilamid, Sigma A9099; Bisakrilamid Sigma M7256) jelleri
hazirlanmigtir. Poliakrilamid jelleri i¢in hazirlanan stok ve tampon ¢dzeltilerin
bilesimleri Cizelge 3.4’de verilmistir. Cizelge 3.4’de icerigi verilen jel c¢ozeltisi
hazirlanip dikey elektroforez iinitesinin camlar1 arasina dokiilmiis, tarak yerlestirilmis
ve jelin polimerize olmasi beklenmistir. Jel, gece boyu buzdolabinda bekletilmis ve
ardindan ornekler yiiklenmistir. Kesim pargaciklart 50 V/em’de 3-4 saat elektroforez
islemine tabi tutulmustur. Daha sonra jel, etidyum bromiir ¢ozeltisi i¢inde boyanmis ve

goriintiileme sisteminde 6rneklerin genotipleri belirlenerek fotograflar: ¢cekilmistir.
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3.2.3 Sitokrom Coksidaz I ile II arasindaki intergenik boélgenin (COI-COII
intergenik bolge) DNA dizi analizi

COI-COII intergenik bolgenin kismi niikleotid dizisi, tRNA™" geni, bir Q birimi ve
COII geninin 5' ucunu i¢ine alan gen bolgesini kapsamaktadir. Bu bdlgenin DNA dizi
analizi her bir bolgeden iki 6rnek olacak sekilde toplam 39 bal aris1 kolonisi (2 iran
arist; A. m. meda: Iran/Tebriz ve Iran/Urmia) iizerinde yapilmistir. Bu amagla Cizelge
3.7°de verilen 2.5 pL 10XPCR tamponu, 1.5 mM MgCl,, 25 nM her bir ANTP, 25 pM
her bir primer ve 0.6 U Taqg DNA polimeraz enzimi olacak sekilde PCR reaksiyonu
hazirlanmistir (Garnery et al. 1992). PCR irilinlerinin agaroz jelinde kontrolii
yapildiktan sonra, DNA dizi analizi, otomatik DNA dizi analizi sisteminde (4Bl PRISM
3100 Avant Genetic Analyzer) Refgen Gen Arastirmalart ve Biyoteknoloji

Laboratuvar’inda hizmet alimi seklinde yapilmistir.

3.2.4 Populasyonlar arasindaki niikleotid doniisiimlerinin beklenen miktarlarina
ait genetik uzakliklar ve dendogram

Ele alinan herhangi bir DNA dizi analizinde gercek veriler kullanildiginda genellikle,
purin-purin ya da pirimidin-pirimidin doéniisiimlerinin (zransition) oraninin purin-
pirimidin ya da pirimidin-purin doniisiimlerinden (transversion) daha yiiksek oldugu
gorilmektedir. Bu nedenle bireyler arasindaki DNA dizi farkliliklarinin belirlenmesi
amaciyla herhangi bir noktada meydana gelen niikleotid doniistimlerinin (substitution)
miktarinin tahmin edilmesi esasina dayali c¢esitli modeller gelistirilmistir. Bu
arastirmada tizerinde durulan COI-COII intergenik bolge DNA dizi analizi verilerinden
yararlanilarak yorelere ait populasyonlar arasindaki genetik farkliliklarin ortaya
konulmas: amaciyla Kimura (1980) tarafindan o6nerilen “iki-Parametre Metodu”

(Kimura’s Two-Parameter Method) kullanilmistir (Nei and Kumar 2000).

Kimura’nin Iki-Parametre Metodu, iizerinde durulan her bir niikleotid degisimlerinin
miktarinin (sayisinin) tahmin edilmesini dikkate alan bir yontemdir. Bu yontemde
herhangi bir niikleotide ait denge frekansi (equilibrium frequency) 0.25 kabul edilerek,

bir yilda herhangi bir noktada meydana gelen purin-purin ya da pirimidin-pirimidin
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doniisiim oraninin (o), bir yi1lda herhangi bir noktada meydana gelen purin-pirimidin ya
da pirimidin-purin doniisiim oranindan (2f) farkli oldugu varsayilmaktadir (Cizelge
3.8). Yine bu modelde bir yilda herhangi bir noktada meydana gelebilecek toplam

niikleotid doniistim oran1 (r), a + 2 olarak ifade edilmektedir.

Cizelge 3.8 Kimura’nin iki-Parametre Metodu modelinde niikleotid déniisiimleri

A T C G
A - B B o
T p - o p
C p a p
G o B -

Cizelge 3.8’de verilen model kullanilarak dizi analizinde meydana gelen toplam purin-
purin ya da pirimidin-pirimidin doniisimlerinin (¢ransition) orani (P) ve toplam
pirimidin-purin doniisiimlerinin (transversion) oranm (Q) ise, sirasiyla asagidaki

esitlikler yardimiyla hesaplanmaktadir;

p= (1/4)(1 e GV e‘w)

Q:(l/z)(l—e‘gﬁfj

P = Dizi analizinde meydana gelen toplam purin-purin ya da pirimidin-pirimidin
doniisiimlerinin orani

Dizi analizinde meydana gelen toplam pirimidin-purin doniistimlerinin orani
Bir yilda herhangi bir noktada meydana gelen purin-purin ya da pirimidin-
pirimidin doniisiimlerinin orani

f = Bir yilda herhangi bir noktada meydana gelen purin-pirimidin ya da
pirimidin-purin doniisiimlerinin orani

iki farklt DNA dizisinin (X ve Y) farkliligindan sonra gecen siire

2.718

RO

[

Buradan hareketle, X ve Y gibi iki farkli DNA dizisi arasindaki herhangi bir noktada
meydana gelebilecek niikleotid dontistimlerinin beklenen miktar1 (d) ise;
d=2rt
= 2ot +4pt

= —(l / 2)1n(1 -2P- Q) - (l / 4)ln(1 - 2Q) seklinde hesaplanabilmektedir.
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A

d ’nin tahmini olan (d ), gozlenen P ve Q degerlerinin yer degistirmesi ile elde

edilmektedir.

A

d ’nin varyansi soyle verilmektedir;
A1
V( ): ;[cfP +c;Q—(c,P+ c3Q)2]

Burada; ¢, =;, c, = ,ve ¢, =(c, +¢,)/2
1-2P-Q 1-20

esitliklerinden hesaplanmaktadir.

COI-COIl intergenik bolge DNA dizi analizi verileri kullanilarak yorelere ait
populasyonlar arasindaki genetik farkliliklarin (d) ortaya konulmasi amaciyla, MEGA 4
bilgisayar paket programinin “Distance” ve “Compute Pairwise” modiillerinden

yararlanilmistir (Tamura ez al. 2007).

COI-COIl intergenik bolge DNA dizi analizi verileri kullanilarak yorelere ait
populasyonlarin filogenetik iliskilerini gdsteren kiimeleme analizi, Kimura’nin iki-
Parametre Metodu ile 1000 Bootstrap tekerriirii yapilarak hesaplanan genetik
farkliliklardan (d) yararlanilarak Komsu Birlestirme Metodu (NJ: Neighbor Joining
Method) kullanilarak yapilmistir. Komsu Birlestirme Metodu iki temel varsayim {izerine
gelistirilmis bir yontemdir. Bu varsayimlardan ilki, populasyonlarin evrim siire¢lerinin
farkli zamanlarda gerceklesmis olma olasiligidir. Ikinci varsayim ise, belirli bir zaman
araliginda her bir populasyon i¢indeki birey sayilarinin degisken olabilecegidir (Saitou
and Nei 1987). Komsu Birlestirme Metodu kullanilarak populasyonlar arasindaki
filogenetik 1iligkilerin ortaya konulmasi amaciyla, MEGA 4 paket programinin
“Phylogeny-Bootstrap Test of Phylogeny” ve “Neigbor Joining” modiillerinden

yararlanilmistir (Tamura ez al. 2007).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Aragtirmada PCR c¢ogaltimina dayali bir adet (anonim) lokus ile ¢esitli lokus-enzim
kombinasyonlariyla olusturulmus olan 6 farkli PCR-RFLP lokusu ve bu lokuslara ilave
olarak Sitokrom C oksidaz I ile II arasindaki intergenik bdlgenin (COI-COII intergenik
bolge) DNA dizi analizi sonucunda tespit edilen farkli mutasyon noktalar1 tizerinde

durulmustur.

4.1 Anonim Lokus

Bal arilarinda mitokondriyel genomun neresinde oldugu tam olarak bilinmeyen ve bu
nedenle anonim lokus olarak adlandirilan bu lokus, molekiiler biiyiikliige gore Afrika ve
Avrupa alttiirlerinin ayriminda kullanilmaktadir (Hall 1992a). Bu amacla anonim lokusun
PCR ile ¢ogaltimi sonrasinda agaroz jelinde elde edilen PCR iiriinii 850 bg¢’lik tek bir
bant modeli olusturmasi1 durumunda bu arilarin Avrupa orijinli, 1100 bg’lik tek bir bant
modeli olusturmast durumunda ise bu arilarin Afrika orijinli olduklarina karar

verilmektedir (Sekil 4.1).

1100 be.
Afrika orijinli

850 bc.
— bal arlan

Avrupa orijinli
bal arlan

Sekil 4.1 Anonim lokus bakimindan elde edilen modeller

Not: M, Invitrogen™ 100 bp DNA Ladder (15628-019); 1.-4. kuyularda Tiirkiye’ nin farkli yorelerinden
alinan bal aris1 6rnekleri; 5.-7. kuyularda referans olarak jele yiiklenen Afrika orijinli bal aris1 6rnekleri
(University of Florida, Department of Entomology and Nematology, Dr. H. Glenn Hall’dan alinmistir)
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4.2 Mitokondriyel DNA PCR-RFLP Lokuslari
4.2.1 Sitokrom b (cyt b) lokusu Bgl/II restriksiyon enzimi kombinasyonu

Cyt b lokusu, ND6 ve tRNAS (S) lokuslar arasinda yer alan (Sekil 2.15) yaklasik 1149
b¢’lik bir lokustur. Bu lokusun yaklasik 485 b¢’lik bolimii PCR ile ¢ogaltilmis ve
ardindan Bgl/II restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Bg/Il restriksiyon enzimi kesimi
sonucu Avrupa ve Afrika orijinli bal arilarinda kesim noktasi temelinde farklilik
belirlenmistir. Avrupa orijinli bal arilarinda cyt b lokusunda Bg/II kesim noktas1 (Cizelge
4.1) bulunurken Afrika orijinli bal arilarinda bu kesim noktas1 bulunmamaktadir (Crozier
et al. 1991). Buradan hareketle cyt b lokusunun Bg/II restriksiyon enzimi ile kesimi
sonucu Avrupa orijinli bal arilarinda 291 ve 194 bg’lik 2 banttan olusan bir model elde
edilirken Afrika orijinli bal arilarinda bu restriksiyon noktasi bulunmadigindan 485 bg’lik
tek bir bant modelinin elde edildigi bildirilmistir. Tiirkiye nin farkli bolgelerinden alinan
bal aris1 orneklerinde Avrupa orijinli bal arilar i¢in bildirilen ve 291 ve 194 bg’lik 2
banttan olusan model belirlenmis ve restriksiyon iiriinleri % 2’lik agaroz jelde

gosterilmistir (Sekil 4.2).

S00 he. — [EE— L F T F J—> 485 Dbc.
300 be. =— — 291 be.
200 be.— - 194 bc.

Sekil 4.2 Cyt b lokusunda Bg/I1 restriksiyon enzimi kesim modelleri

Not: M, Fermentas GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder (SM0321); 1-4. kuyularda Tiirkiye’nin farkl
yorelerinden alinan bal aris1 6rnekleri, 5-8. kuyularda referans olarak jele yiiklenen Afrika orijinli bal aris1
ornekleri (University of Florida, Department of Entomology and Nematology, Dr. H. Glenn Hall’dan
almmugtir)
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4.2.2 Sitokrom C oksidaz I (COI) lokusu Hincll restriksiyon enzimi kombinasyonu

COI lokusu, tRNA™ (W) ile tRNA"" (L) lokuslar1 arasinda yer alan (Sekil 2.15)
yaklasik 1560 bg¢ uzunlugunda bir lokustur. Bu lokusun yaklasik 1044 bg’lik boliimi
PCR ile ¢ogaltilmig ve ardindan Hincll restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Batt Avrupa
orijinli bal arilarinda Hincll restriksiyon enzimi kesim noktasi (Cizelge 4.1)
bulundugundan dolayr 777 ve 267 b¢’lik 2 banttan olusan bir modelin elde edildigi,
Dogu Avrupa orijinli bal arilarinda ise bu enzim kesim noktas1 bulunmadigindan 1044
be’lik tek bir bant modelinin (PCR f{iriinii) elde edildigi bildirilmektedir (Hall and Smith
1991). COI lokusunda Hincll restriksiyon enzimi kesim noktasi bulunmamis ve
caligilan tiim orneklerde tek bir bant modeli elde edilmis ve bu sonu¢ % 2’lik agaroz

jelde gosterilmistir (Sekil 4.3).

1000 be. — ¥ —> 1044 be.

500 be. —

Sekil 4.3 COI lokusunda Hincll restriksiyon enzimi kesim modelleri

Not: M, Fermentas GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder (SM0321); 1-7. kuyularda Tiirkiye’nin farkl:
yorelerinden alinan bal aris1 drnekleri
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4.2.3 Sitokrom C oksidaz I (COI) lokusu HinfI restriksiyon enzimi kombinasyonu

COI lokusu, tRNA™ (W) ile tRNA"" (L) lokuslar1 arasinda yer alan (Sekil 2.15)
yaklagik 1560 b¢ uzunlugunda bir lokustur. Bu lokusun yaklasik 1044 bg’lik boliimii
PCR ile ¢ogaltilmis ve ardindan Hinfl restriksiyon enzimi ile kesilmistir Dogu Avrupa
orijinli bal aris1 alttiirlerinde COI lokusunda Hinfl restriksiyon enzimi kesim noktasinin
(Cizelge 4.1) bulunmadig1 dolayisiyla 1044 bg’lik tek bir bant modeli elde edildigi
bildirilmektedir (Sheppard et al. 1994). COI lokusunda Hintl restriksiyon enzimi kesim
noktas1 bulunmamis ve calisilan tiim 6rneklerde 1044 bg’lik tek bir bant modeli elde

edilmis ve bu sonug¢ % 2’lik agaroz jelde gosterilmistir (Sekil 4.4).

3000 he.—

1000 be.—

500 he.—

Sekil 4.4 COI lokusunda Hinfl restriksiyon enzimi kesim modelleri

Not: M, Fermentas GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder (SM0321); 1-7. kuyularda Tiirkiye’nin farkli
bolgelerinden alinan bal aris1 6rnekleri
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4.2.4 Ribozomun bilyiik alt birimi (Ir'RNA) lokusu EcoRI restriksiyon enzimi
kombinasyonu

IrRNA lokusu, tRNA™" (L) ile tRNAY* (V) lokuslari arasinda yer alan (Sekil 2.15)
yaklagik 1371 b¢ uzunlugunda bir lokustur. Bu lokusun yaklagik 738 bg’lik boliimii
PCR ile ¢ogaltilmis ve ardindan EcoRI restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Dogu Avrupa
orijinli bal arilarinda bu lokusta EcoRI restriksiyon enzimi kesim noktasinin (Cizelge
4.1) bulundugu ve bu enzim ile kesim sonucu 483 ve 251 b¢’lik 2 banttan olusan bir
modelin elde edildigi bildirilirken, Bati Avrupa orijinli bal arilarinda bu kesim
noktasinin bulunmadigr ve tek bir bant modelinin (PCR iiriinii) elde edildigi
bildirilmektedir (Hall and Smith 1991). Calisilan tiim 6rneklerde IrRNA lokusunda
EcoRI restriksiyon enzimi ile kesim sonucu 483 ve 251 bg’lik 2 banttan meydana gelen

bir model tespit edilmis ve bu sonuglar % 2’lik agaroz jelde gosterilmistir (Sekil 4.5).

1000 be. —

— 738 1.
RURTE o D GEND WY Sy — 483 be.
300 bg. — — 251,

200 bg. —

Sekil 4.5 IrRNA lokusunda EcoRI restriksiyon enzimi kesim modelleri ve PCR iiriinleri

Not: M, Fermentas GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder (SM0321); 1-4. kuyularda IrRNA lokusu EcoRI
restriksiyon enzimi kesim {iriinleri, 5-8. kuyularda IrRNA lokusu PCR iiriinleri
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4.2.5 Sitokrom C oksidaz I ile II arasindaki bolge (COI-COII arasi) Xbal
restriksiyon enzimi kombinasyonu

COI ile COII genleri arasinda yer alan (Sekil 2.15) ve daha sonralar1 intergenik bolge
olarak adlandirilan bolgede genetik farkliligin fazla oldugu bildirilmektedir (Hall and
Smith 1991, Garnery et al. 1993). Mitokondriyel genomda 3090. pozisyonda baslayan
COI-COII genleri aras1 bolgede, COI geni icinde Xbal restriksiyon enzimi kesim
noktasinin (Cizelge 4.1) sadece Dogu Avrupa bal aris1 alttiirlerinde var oldugu ve bu
enzim ile restriksiyon sonucu 649 ve 195 b¢’lik 2 banttan olusan bir model elde
edilmektedir. Bati Avrupa ve Afrika alttiirlerinin tamaminda bu kesim noktasi
bulunmamaktadir. Cesitli niikleotid ilavelerinin (70, 270, 540, 810 bg¢) var olmasi
nedeniyle bu bdlgenin molekiiler biiyilikliigi Dogu Avrupa bal aris1 alttiirlerinde 848 bg
iken, Bat1i Avrupa ve Afrika alttiirlerinde 918, 1118, 1388, 1658 b¢ oldugu tespit
edilmistir (Hall and Smith 1991). Smith et al. (1997) sadece Trakya bolgesinden alinan
orneklerde A. m. carnica alttiirlerine 6zgii oldugu bildirilen (Smith and Brown 1990)
COI lokusunda ikinci bir Xbal kesim noktasinin var oldugunu bildirmektedir. Calisilan
tiim 6rneklerde COI-COII aras1 bolgede Xbal restriksiyon enzimi ile kesim sonucu 649
ve 195 be¢’lik 2 banttan meydana gelen bir model tespit edilmis ve bu sonuglar % 2’lik
agaroz jelde gosterilmistir (Sekil 4.6).

1000 be. — ;i 8{"1"‘:‘
<+— 848 bc.
s “— 649 b.
500 be.
300 be.
200 be. +— 195 be.

Sekil 4.6 COI-COII aras1 Xbal restriksiyon enzimi kesim modelleri ve PCR firiinleri

Not: M, Fermentas GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder (SM0241); 1-4. kuyularda Tiirkiye’nin farkl
bdlgelerinden alinan bal aris1 6rneklerinde COI-COII lokuslari aras1 Xbal enzimi restriksiyon triinleri, 5.
ve 6. kuyularda PCR iiriinleri, 7. ve 8. kuyularda referans olarak jele yiiklenen Afrika ar1 6rneklerinden
(University of Florida, Department of Entomology and Nematology, Dr. H. Glenn Hall’dan alinmistir)
elde edilen 1118 bg’lik PCR ve restriksiyon tiriini
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Yukarida tek tek ele alinarak agiklanan anonim lokus, cyt b, COI, IrRNA, COI-COIIL
aras1 lokuslarinda elde edilen modellere bagli olarak Tiirkiye bal aris1 populasyonlarinin
hangi mitokondriyel genetik soya dahil olduguna karar vermek icin 6zet bir tablo
yapilmis ve Cizelge 4.1°de sunulmustur. Bu lokuslar bakimindan, Tiirkiye’nin farkli
yorelerinden 6rneklenen bal arilarinin tamaminda cyt b lokusunda Bg/II kesim noktasi,
IrRNA lokusunda EcoRI kesim noktasi, COI-COII aras1 bolgede Xbal kesim noktasi
tespit edilirken, COI lokusunda Hincll ve Hinfl kesim noktasi tespit edilmemistir
(Cizelge 4.1). Bu sonuglara gore 244 adet bal aris1 kolonisi ile temsil edilen Tiirkiye bal
aris1  populasyonlart Dogu Avrupa ve Akdeniz genetik soyu (C) igerisinde
degerlendirilmistir. Bu sonuglarin Smith et al. (1997) ve Palmer et al. (2000) tarafindan

bildirilen sonuglar ile benzer oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.1 Bat1 bal aris1 genetik soylarini belirlemek amaciyla ¢alisilan mtDNA PCR-
RFLP lokuslari, restriksiyon enzimleri ve restriksiyon bolgelerine gore Apis
mellifera mtDNA genetik soylart (Smith et al. 1997, Palmer et al. 2000)

Bat Dogu Avrupa Afrika  Tiirkiye

Mitokondriyel DNA Lokuslari Enzim Avrupa ve Bal Arilart
M) Akdeniz (C) (A) (O)
Sitokrom b (cyt b) lokusu Bglll + + - +

(Crozier et al. 1991)

Sitokrom C oksidaz I (COI) lokusu  Hincll + - - -
(Hall and Smith 1991)

Sitokrom C oksidaz I (COI) lokusu  Hinfl + - - -
(Sheppard et al. 1994)

Ribozomun biiyiik alt birimi (I'rRNA) EcoRI - + - +
lokusu (Hall and Smith 1991)
Sitokrom C oksidaz I ile II arasindaki  Xbal - + - +

bolge (COI-COII arast)
(Hall and Smith 1991)

(+) isareti kesim bdlgesinin oldugunu, (-) isareti kesim bdlgesinin olmadigini géstermektedir.
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4.2.6 Sitokrom C oksidaz I ile II arasindaki intergenik bolge (COI-COII intergenik
bolge) Dral restriksiyon enzimi kombinasyonu

Bal arilarinda COI ile COII genleri arasinda yer alan (Sekil 2.15) ve daha sonralari
intergenik bolge olarak adlandirilan bu bolgede genetik farkliligin fazla oldugu
bildirilmektedir (Hall and Smith 1991, Garnery et al. 1993). COI-COII genleri
arasindaki intergenik bolge, tRNA™" geni, COI-COII intergenik bdlgede bir Q birimi ve
COII geninin 5' ucunu igine alan yaklasik 572 b¢ uzunlugunda bir bolgedir. Herhangi
bir gen iirlinii olmayan ve mitokondriyel genomda 3363. pozisyonda baslayan COI-
COII intergenik bolgede yapilan ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir. Bu arastirmalarda
COI-COII intergenik bolgede A ve M soylarina ait ¢ok sayida haplotip belirlenmis
olmasina ragmen, C soyuna ait tek bir haplotip bulunmustur (Garnery et al. 1993). Daha
sonralart bu bélgede DNA dizi analizi ¢calismalari ile de desteklenen ve bir veya birkag
niikleotid farkliligina dayanan ilave haplotipler belirlenmistir (Franck et al. 2000a).
COI-COII intergenik bdlgenin Dogu Avrupa balarisi alttiirlerinde yaklasik olarak 572
b¢’lik molekiiler biiyiiklige sahip oldugu bildirilmektedir. Bu bdlgenin Dral
restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu Dogu Avrupa bal aris1 alttiirlerinde 420/64/47/41
b¢ olmak iizere 4 banttan olusan ve C1 olarak adlandirilan modelin elde edildigi (Sekil
4.7) dolayisiyla bu bolgede Dral restriksiyon enzimi i¢in 3 farkli restriksiyon noktasinin
var oldugu bildirilmektedir (Garnery et al. 1993). 420/64/47/40 b¢’lik bant modeline
sahip olan ve C2 haplotipi olarak ifade edilen diger bir haplotipin C1 haplotipinden tek
bir niikleotid bakimindan farkli oldugu bildirilmektedir. C1 haplotipinde 3428.
pozisyonda bulunan C niikleotidi ilavesi, C2 haplotipinde bulunmamaktadir (Franck et

al. 2000a).

Bu c¢alismada, COI-COII intergenik bdlgenin Dral restriksiyon enzimi ile kesimi
sonucu Tirkiye bal arilarinda 5 haplotip belirlenmistir. Bu haplotipler DNA dizi analizi
sonuglart ile kesin bir sekilde belirlenmistir. Bunlardan gt (47/41/64/420 bg;
47/40/64/420 bg ve 47/39/64/420 bg) daha 6nceki ¢alismalarda bildirilmis (Franck et al.
2000a, Kandemir et al. 2006a) diger ikisi ise (47/41/64/419 bg ve 47/39/64/418 bg) daha

once bildirilmemistir. Calisilan tiim Orneklerde Dral restriksiyon enzimi ile kesim
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sonucu literatiirde C genetik soyu i¢in bildirilen ve 4 banttan olugan model elde

edilmistir. COI-COII intergenik bolgenin Dral restriksiyon modelleri % 107 luk
poliakrilamid jel kullanilarak elde edilmistir (Sekil 4.7).

— 420 be

—» 641

- 47 be
= 41 b

Sekil 4.7 COI-COII intergenik bolge Dral restriksiyon enzimi kesim modelleri

Not: M, Fermentas GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder (SM0371); 1-7. kuyularda Tiirkiye’nin farkli
bolgelerinden alinan bal aris1 6rnekleri

4.3 Sitokrom C Oksidaz I ile II Arasindaki intergenik Bélge (COI-COII intergenik
Bolge) DNA Dizi Analizi

Farkli lokuslart (tRNA"" geni, COI-COII intergenik bolgede bir Q birimi ve COII
geninin 5' ucu) kapsayan COI-COII intergenik bdlgenin DNA dizi analizi, 2 si Iran aris1
(A. m. meda: Iran/Tebriz ve Iran/Urmia), 37’si de Tiirkiye’nin farkl1 yorelerinden alinan
bal aris1 ornekleri olmak {izere toplam 39 kolonide yapilmistir. Dizi analizi yapilan
ornekler Cizelge 4.5°de verilmistir. A. m. ligustica ve A. m. caucasica dizileri daha dnce
yapilmis olan arastirmadan (Crozier et al. 1989, Garnery et al. 1992) alinmis ve DNA
dizi analiz sonuglar1 bu diziler ile karsilastirmali olarak sunulmustur. DNA dizi analizi
sonucunda, Tiirkiye bal arilarinda farklilik oldugu bildirilen dizilere ilave olarak farkli

bolgelerde yeni farkliliklar tespit edilmistir.
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Yapilan dizi analizleri sonucunda tespit edilen farkliliklar temelinde C genetik soyu
kendi i¢inde C1, C2a, C2b, C2c ve C2d olmak iizere 5 alt gruba ayrilmistir (Cizelge
4.2). Bu cercevede Franck ef al. (2000a)’da C genetik soyu C1, C2a ve C2b olmak
lizere iic haplotipe ayrilmistir. Italya’dan alman A. m. ligustica omekleri Cl,
Hirvatistan’dan alinan A. m. carnica 6rnekleri C2a ve Fransa’dan alinan 4. m. caucasica
ornekleri C2b haplotipi olarak degerlendirilmistir. SuSnik et al. (2004) bu gdsterimi
takip ederek Slovenya, Hirvatistan, Polonya ve Almanya’dan alinan bazi1 A. m. carnica
orneklerini C2¢c ve 4. m. macedonica Orneklerini C2d  haplotipi  olarak
degerlendirmislerdir. C1 ve C2 haplotip gruplari icerisinde degerlendirilen Ornekler
arasindaki tek farklilik Ek 1.’de verilen dizi analizi sonucunda Q; birimi i¢inde 3428.
pozisyonda bulunan h dizisindeki C niikleotidinin varligi/yoklugu ile belirlenmektedir.
3428. pozisyonda C niikleotidi ilavesi varsa (+1) C1 haplotip gubu olarak, C niikleotidi
eksikligi (0) oldugu durumlarda ise C2 haplotip grubu olarak gosterim yapilmistir
(Franck ef al. 2000a). C2 haplotip grubu de kendi i¢inde C2a ve C2b (Franck et al.
2000a) ile C2c ve C2d (Susnik er al. 2004) olarak ifade edilmistir. Bu haplotipler
arasindaki niikleotid farkliliklari, Ek 1°de verilen dizi analizi sonucundan 6zetlenerek

Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.2 Apis mellifera mtDNA C genetik soyu icin bildirilen haplotipler ve
niikleotid farkliliklar1

Polimorfik diziler

Q; birimi Q; birimi COII Geni

MtDNA niikleotid numaralari 3428 3467 3514 3632 3767
(Crozier and Crozier 1993)

Haplotip gosterimi* h 14 15 21 24
C1 (Franck et al. 2000a) CCcCcC C T T C
C2a (Franck ef al. 2000a) -CCC A T C T
C2b (Franck et al. 2000a) -CCC C A C T
C2c (Susnik et al. 2004) -CCC C T T C
C2d (Susnik ef al. 2004) -CCC C T C T

Not: Haplotip gosterimleri 3428(h), 3467(14), 3514(15), 3632(21) ve 3767(24), Franck et al. (2000a)
tarafindan verilen gosterimler izlenerek yapilmistir.

Ek 1°de verilen dizi analizi sonucunda niikleotid farkliliklar1 gosterilmistir.
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Literatiirde bildirilen bu standart gosterimleri takip ederek Tiirkiye bal arilarinin
mitokondriyel genomunda farkli lokuslar1 (t(RNA™" geni, Q birimi ve COII geninin 5'
ucu) kapsayan COI-COII intergenik bolgede dizi analizi ile tespit edilen farkliliklar
Cizelge 4.3’de gosterilmistir. Calisilan 6rnekler icin tiim dizi analizi sonuglar1 ise Ek

1’de verilmistir.

Bu aragtirmada Franck et al. (2000a) ve Susnik et al. (2004) tarafindan C genetik soyu
icinde degerlendirilen 5 haplotipten (C1, C2a, C2b, C2¢c ve C2d) ikisi (C1 ve C2a) tespit
edilmistir. Bolu/Yigilca ’dan alinan bir 6rnek C1 haplotipi, Van/Catak’tan alinan iki
ornek ise C2a haplotipi i¢inde degerlendirilmistir. Bunlarin disinda kalan diger 6rnekler
icin yeni haplotipler belirlenmistir. Buradan hareketle bu farkli haplotiplerin
gosteriminde yeni bir yontemin izlenilmesi kaginilmaz olmustur. Bu amagla Franck et
al. (2000a) ve Susnik et al. (2004) tarafindan yapilan standart gosterimlere baglh
kalinarak tespit edilen haplotipler yeni bir siniflandirmaya tabi tutulmustur. Buna gore
Franck et al. (2000a) tarafindan C1 olarak gosterilen haplotip ile ayn1 modeli gosteren
haplotip Cla olarak ifade edilmistir. Bu sekilde C1 haplotipi iginde tespit edilen diger 6
haplotip de C1b, Clc, C1d, Cle, C1f ve Clg olarak tanimlanmustir.

Franck et al. (2000a) tarafindan C genetik soyu i¢in bildirilen polimorfik bolgeler (h,
14, 15, 17, 19, 21, 24 ve 27) ve Tiirkiye bal aris1 populasyonlarinda bu c¢alisma ile tespit
edilen yeni polimorfik bolgeler (hy, 1;, 16;, 21, 24;) bakimindan toplam 11 haplotip
belirlenmistir. Bu haplotiplerden 7°si C1 haplotip grubu i¢inde degerlendirilmis ve
Franck et al. (2000a)’da bildirilen C1 (Cla) haplotipi disindaki 6 yeni haplotip (Clb,
Clc, Cl1d, Cle, C1f ve Clg) ilk kez bu calisma ile ortaya konmustur. Geri kalan 4
haplotip, C2 haplotip grubu i¢inde degerlendirilmistir.

Tirkiye bal aris1 populasyonlarinda COI-COII intergenik bolge DNA dizi analizi
yapilan toplam 37 6rnegin 10’u C2 haplotip grubu i¢inde degerlendirilmistir. Tiirkiye
bal aris1 populasyonlarinda Franck ef al. (2000a) tarafindan bildirilen C2a ve C2b
haplotiplerinden sadece C2a haplotipi belirlenmis, SusSnik ef al. (2004) tarafindan
bildirilen C2c ve C2d haplotiplerine ise rastlanilmamistir (Cizelge 4.5). Literatiirde C2
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haplotip grubu i¢inde degerlendirilen bu haplotiplere ilave olarak bu c¢alisma ile C2a
haplotipinden baska C2e, C2f ve C2g olarak ifade edilen haplotipler de tespit edilmistir.
Bu haplotiplerden iigii, C2a (Franck et al. 2000a), C2e (Kandemir et al. 2006a’da
TrDra-1 haplotipi olarak ifade edilmis ancak bir 6rnekliligin saglanmasi acgisindan bu
calismada C2e haplotipi olarak gosterilmistir.) ve C2g (Garnery et al. (1992) tarafindan
A. m. caucasica dizi analizi sonuclari ile birebir ortiismektedir) daha 6nceki aragtirmalar

ile ortaya konulmus, C2f haplotipi ise ilk kez bu ¢alisma ile tespit edilmistir.

COI-COII intergenik bolgede dizi analizi yapilan toplam 37 6rnegin 27°si C1 haplotip
grubu (3428. pozisyondaki h bolgesinde C niikleotidi ilavesi bulunmakta) ig¢inde, 10 ’u
ise C2 haplotip grubu (3428. pozisyondaki h bdlgesinde C niikleotidi bulunmamaktadir)
icinde degerlendirilmistir. Daha 6nce Franck et al. (2000a)’da Cla haplotipi olarak
bildirilen dizi analizi sonucunda 3632. pozisyonda (21) T, 3767. pozisyonda (24) C
niikleotidleri bulunmaktadir. Ancak bu c¢alisma ile arastirilan 37 6rnegin 35 inde C1 ya
da C2 haplotip grubunda olmalaria bakilmaksizin 3632. pozisyonda T—C ve 3767.
pozisyonda C—T doniisiimleri tespit edilmistir. Sadece Bolu/Yigilca’dan alinan bir
ornekte bu baz doniisiimleri tespit edilememis ve Hakkari ’den alinan bir 6rnekte ise

3767. pozisyonda C niikleotidi eksilmesi oldugu belirlenmistir.

Tespit edilen toplam 11 farkl: haplotip ( Cla, Clb, Clc, C1d, Cle, C1f, Clg, C2a, C2e,
C2f ve C2g ayr1 ayr ele alinarak agagida agiklanmustir.

4.3.1 Cla haplotipi

Cla haplotipinde 572 bg¢’lik bir PCR iiriinii elde edilmistir (Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4).
Dizi analizi sonucunda Dral enzimi tanima bdlgeleri bakimindan 47/41/64/420 bg’lik
restriksiyon pargaciklart belirlenmistir. Cla haplotipinde COII geni icinde 3632.
pozisyonda (21) T, 3767. pozisyonda (24) C niikleotidleri bulunmaktadir. Bu model
Franck et al. (2000a) tarafindan A. m. ligustica i¢in bildirilen ve C1 haplotipi olarak

ifade edilen model ile ortiismektedir. Bu nedenle, Bolu/Yi1gilca ’da bir ornekte tespit
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edilen Cla haplotipi benzer modele sahip olan C1 genetik soyu haplotiplerinden bir
tanesidir (Cizelge 4.5).

4.3.2 C1b haplotipi

C1b olarak tanimlanan haplotip Tiirkiye bal arilarinda en yaygin bulunan haplotiptir.
C1b haplotipinde 572 bg’lik bir PCR iirlinii elde edilmis ve dizi analizi sonucunda Dral
enzimi tanima bolgeleri bakimindan 47/41/64/420 bg’lik restriksiyon parcgaciklari
belirlenmistir. C1b haplotiplerinde belirlenen niikleotid farkliliklari, COII geni iginde
3632. pozisyonda (21) T—C ve 3767. pozisyonda (24) C—T seklinde niikleotid
dontigiimleri sonucunda meydana gelmistir (Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4).
Antalya/Elmali, Aydin/Merkez, Aydin/Soke/Bagarasi, Balikesir/Merkez, Bolu/Yigilca,
Bursa/Merkez, Mersin/Merkez/Celebili Koyii, Mus/Varto/Kopriicliik Koyii, Van/Catak
ve Van/Gevag’tan alinan toplam 15 koloninin C1b haplotipinde oldugu belirlenmistir

(Cizelge 4.5).

4.3.3 Cl1c haplotipi

Clc haplotipinde 571 bg¢’lik bir PCR f{iriinii elde edilmistir. Dizi analizi sonucunda Dral
enzimi tanima bolgeleri bakimindan 47/40/64/420 bg¢’lik restriksiyon pargaciklari
belirlenmis ve bu restriksiyon uzunluklar: C1 soyu i¢inde ilk kez bu calisma ile tespit
edilmistir. Clc haplotipinde 3428. pozisyonunda Q; birimi i¢indeki h dizisinin 14 b¢’i 3'
ucunda daha once bildirilmeyen yeni bir T niikleotidi eksilmesi tespit edilmistir. 3442.
pozisyonda tespit edilen ve h; olarak ilk kez bu ¢alismada gosterilen bu niikleotid
eksilmesine ilave olarak, 3567. pozisyonunda da Q; birimi i¢indeki 16 nolu dizinin 49
b¢’i 3' ucunda A—T seklinde yeni bir niikleotid doniisiimii belirlenmis ve bu doniistim
3567. pozisyonda 16; olarak ifade edilmistir (Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4).
Adiyaman’dan alinan 5 koloninin Clc haplotipinde oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.5).
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4.3.4 C1d haplotipi

C1d haplotipinde 572 bg’lik bir PCR iiriinii elde edilmistir. Dizi analizi sonucunda Dral
enzimi tanima bolgeleri bakimindan 47/41/64/420 bg’lik restriksiyon pargaciklari
belirlenmistir. C1d haplotipinde 3632. pozisyonda COII geni i¢inde bulunan 21 nolu
dizinin 30 b¢’i 3' ucunda 3662. pozisyonda T—A seklinde niikleotid doniistimii
belirlenmis ve bu farklilik 21, olarak gosterilmistir (Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4). Bingol/
Yenibaglar Koyli’'nden alinan 2 koloni C1d haplotipi i¢inde degerlendirilmistir (Cizelge
4.5).

4.3.5 Cle haplotipi

Cle haplotipinde 572 bg¢’lik bir PCR {iriinii elde edilmistir. Dizi analizi sonucunda Dral
enzimi tanima bolgeleri bakimindan 47/41/64/420 bg’lik restriksiyon pargaciklari
belirlenmigtir. Cle haplotipinde, COII geni igerisinde 3662. pozisyonda 21 nolu dizide
T—C seklinde niikleotid doniisiimii tespit edilmistir (Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4).
Aydin/Merkez’den alinan iki koloniden birinin Cle haplotipine dahil oldugu ortaya
konmustur (Cizelge 4.5).

4.3.6 C1f haplotipi

Cl1f haplotipinde 572 bg¢’lik bir PCR iiriinii elde edilmistir. Dizi analizi sonucunda Dral
enzimi tanima bdlgeleri bakimindan 47/41/64/420 bg’lik restriksiyon pargaciklari
belirlenmistir. C1f haplotipinde iki ayr1 noktada baz doniisiimleri tespit edilmistir. Bu
haplotipte Q3 birimi i¢inde 3575. pozisyondaki 17 nolu dizide C—T ve 3587.
pozisyondaki 19 nolu dizide G—A niikleotid doniisiimleri belirlenmistir (Cizelge 4.3 ve
Cizelge 4.4). Bingol/Merkez ’den alinan tek bir koloninin C1f haplotipine dahil oldugu
tespit edilmistir (Cizelge 4.5).
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4.3.7 Cl1g haplotipi

Clg haplotipinde 571 bg¢’lik bir PCR iiriinii elde edilmistir. Dizi analizi sonucunda Dral
enzimi tanima bdlgeleri bakimindan 47/41/64/419 bg’lik restriksiyon pargaciklari
belirlenmistir. Clg haplotipinde Q, biriminde 1 dizisinin 26 b¢’i 3' ucunda A niikleotidi
eksilmesi tespit edilmistir. 3522. pozisyonda 1; olarak gosterilen bu dizideki eksilme
sonucu Dral enzimi ile restriksiyon sonucu 420 b¢’lik parcacik 419 b¢ bulunmus ve bu
kesim wuzunluklar1 C1 soyu ig¢inde ilk kez bu c¢alisma ile belirlenmistir.
Aydin/Kusadasi/Davutlar’dan alinan iki koloninin Clg haplotipine dahil oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.5).

4.3.8 C2a haplotipi

C2a haplotipinde 571 bg¢’lik bir PCR {iriinii elde edilmistir. Dizi analizi sonucunda Dral
enzimi tanima bolgeleri bakimindan 47/40/64/420 bg’lik restriksiyon pargaciklari
belirlenmistir. C2a haplotipinde Q; birimi i¢inde 3467. pozisyonda 14 nolu dizide C—A
baz donlisiimii tespit edilmistir (Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4). Van/Catak’dan alinan iki
koloninin C2a haplotipine dahil oldugu belirlenmis (Cizelge 4.5) ve Franck et al
(2000a) tarafindan A. m. carnica alttiirii i¢in bildirilen C2a haplotipindeki dizi sirasiyla

ortlistiigii tespit edilmistir.

4.3.9 C2e haplotipi

C2e haplotipi, C2 haplotip grubu i¢inde degerlendirilen ve ilk kez Kandemir et al.
(2006a) tarafindan bildirilen ve TrDra-1 olarak gosterilen haplotiptir. Franck et al.
(2000a) ve Susnik et al. (2004) tarafindan yapilan standart gosterimlere bagli kalinarak
ve haplotip gdsterimlerinin devami niteliginde bu haplotip C2e olarak gosterilmistir.
Tirkiye bal aris1 populasyonlarinda tespit edilen C2e haplotipinde 570 bg’lik bir PCR
tirtinii elde edilmistir. Dizi analizi sonucunda Dral enzimi tanima bdlgeleri bakimindan
47/39/64/420 be’lik restriksiyon pargaciklari belirlenmistir. C2e haplotipinde Clc
haplotipinde Q; birimi i¢inde 3442. pozisyonda tespit edilen ve h; olarak ilk kez bu
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calismada gosterilen T niikleotidi eksilmesi s6z konusu bulunmustur (Cizelge 4.3 ve
Cizelge 4.4). Hakkari ’den alinan alt1 koloniden besinin C2e haplotipine dahil oldugu
tespit edilmistir (Cizelge 4.5).

4.3.10 C2f haplotipi

C2f haplotipinde 568 b¢’lik bir PCR {iriinii elde edilmistir. Dizi analizi sonucunda Dral
enzimi tanima bdlgeleri bakimindan 47/39/64/418 bg’lik restriksiyon pargaciklar
belirlenmistir. C2 soyu i¢inde degerlendirilen bu restriksiyon uzunluklar ilk kez bu
calisma ile bildirilmektedir. C2f haplotipinde Q; birimi igindeki h; dizisinde T
niikleotidi eksikligine ilave olarak COII geni iginde iki ayr1 niikleotid eksilmesi daha
tespit edilmistir. 3767. pozisyondaki 24 ve 3842. pozisyondaki 27 nolu dizilerde T
niikleotidi eksikligi belirlenmistir (Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4). Hakkari/Gegimli
Koyli’'nden alinan bir koloni C2f haplotipi olarak degerlendirilmistir.

4.3.11 C2g haplotipi

C2g haplotipinde 571 bg¢’lik bir PCR iiriinii elde edilmistir. Dizi analizi sonucunda Dral
enzimi tanima bdlgeleri bakimindan 47/40/64/420 bg’lik restriksiyon pargaciklar
belirlenmistir. C2g haplotipinde Qs birimi ve COII geni i¢inde iki ayr1 noktada
niikleotid doniistimleri tespit edilmistir. Bu doniisiimler, Qs bolgesinde 3567.
pozsiyondaki 16; dizisinde A—T ve COII geni igerisinde 3769. pozisyondaki 24,
dizisinde C—T niikleotid doniisimleridir (Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4).
Ankara/Kazan/TKV ’den alinan ve 4. m. caucasica orijinli oldugu bildirilen iki koloni
C2g haplotipinde bulunmustur (Cizelge 4.5). Bu haplotipteki niikleotid farkliliklar
Garnery et al. (1992) tarafindan A. m. caucasica dizi analizi sonuglar ile birebir

ortlismektedir.
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Cizelge 4.3 Apis mellifera mtDNA C genetik soyu iginde tespit edilen COI-COII intergenik bolge haplotipleri, Dral restriksiyon
uzunluklar ve filogenetik analizlerde kullanilan degisken niikleotid siralari

66

Q; birimi Q; birimi Q; birimi COII geni

MtDNA niikleotid numaralari + ®© 00 © wv Ao 0 © n ol + &~ alt o a v v >~ ula a N = &> o w»n oV A

) . g ¢ 2§ ¢ 3 3 2 2 22 5 5 Gl 5 8 5 & 8 8|8 &8 RBR & & &2 % 2
(Croz1er and Crozier 1993) A e ¢ o o n o ]l a n ol A cn e n o ol A e e n o
Haplotip Dral restriksiyonlari g h 1 j 10 h 11 12 13 14 I 15 16 1, J16; m n 17 18 19 2021 21, 22 23 24 24, 25 26 27
Cla (Franck et al. 2000a) |572Q 47/41/64/420) | 1 +1 1 0 T AT AcloT A ola o0 0 cc ¢ T|T T T € C€C C€C T A T
C1b (yeni) 572Q@7/41/64/420) |1 1 1 0o T 0 AT A cCcloT A 0ofla 0 0 cc ¢ T|lC T T C T C TA T
Clc (yeni) 571Q(47/40/64/420) | 1 +1 -1 o0 T -1 AT A cloT A o|lT 0 0 c¢c G T|lc T T ¢ T € T A T
C1d (yeni) 572Q@7/41/64/4200 |14 1 14 o0 T 0 AT AcCc|loT A ola 0 0 cc ¢ T|C A T C T C TA T
Cle (yeni) 572Q@7/41/64/4200 |1 -1 1 0 T 0 AT A cCloT A 0ofla 0 0 cc ¢ T|lCc ¢c T €C T C T A T
CIf (yeni) 572Q@7/41/64/4200 |14 1 14 o0 T 0 AT AcCcloT A ofla 0 0 TC A T|lC T T CT CTA T
Clg (yeni) 571Q(47/41/64/419) |1 +1 -1 o0 T 0 AT A cloT A 1la 0 o0 c¢c G Tlc T T ¢ T € T A T
C2a (Franck et al. 2000a) |571Q@7/40/64/4200 | 1 0 -1 0 T 0 A T A A JoT A 0o0jla 0 0 cc ¢ 1Tlc T T ¢ T C T A T
C2b (Franck et al. 2000a) |571Q@7/40/63/421) |1 0 1 0 T 0 A T A C|lo A A ojJa o0 0 cc ¢ T|lc T T ¢ T C T A T
C2c (Sutnik eral. 2004)  |571Q@7/40/64/4200 |1 0 -1 0o T 0o AT A cCcloT A 0o0jla 0 0 cc ¢ T|lT T T C C C TA T
C2d (Susnik et al. 2004)  |571Q@7/40/64/4200 |1 0 -1 o T 0 A T A cC|loT A o0jla 0 0 cc ¢ T|lCc T T C T C T A T
gggg*‘“dem“ etal. 570Q(47/39/64/4200 | 1 0 -1 o T -1 AT A cloT A ola 0 o0 cc G Tlc T T ¢ T C T A T
C2f (yeni) 568Q@739/64/418) |1 0 1 o0 T -1 AT A cloT A ojla 0 0 cc ¢ T|C T € -1 C T A -1
C2g (Garnery et al. 1992)) |s71Q@7/40/64/4200 |1 0 14 o T 0o AT A cloT A olTr 0 0 cc ¢ Tlc T T € T T T A

Not: Apis mellifera C genetik soyu icerisinde mavi renkte yazilan 3428, 3467, 3514, 3575, 3587, 3632, 3767 ve 3842 numarali niikleotidlerde varyasyon oldugu daha
onceki galigmalar ile bildirilmistir (Garnery et al. 1992, Franck et al. 2000a). Kirmiz1 renkte yazilan 3442, 3522, 3567, 3662 ve 3769 numarali niikleotidlerde tespit
edilen farkliliklar ilk kez bu ¢alisma ile ortaya konmustur.
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Cizelge 4.4 Tiirkiye bal aris1 populasyonlarinda COI-COII intergenik bolge bakimindan tespit edilen haplotipler ve niikleotid farkliliklar

Q; birimi Q; birimi Q3 birimi COII geni
MtDNA nﬁkleotiq numaralari § g E E § § § 3[\3 % % E § %
(Crozier and Crozier 1993) e e e N e e 3 e e e 3 e e
Haplotipler Dral restriksiyonlari h h; 14 15 1 16, 17 19 21 21, 24 24, 27
Cla (Franck et al. 2000a) 572 Q (47/41/64/420) +1 0 C T 0 A C G T T C C T
C1b (yeni) 572 Q (47/41/64/420) +1 C T 0 A C G C T T C T
Clc (yeni) 571 Q (47/40/64/420) +1 -1 C T 0 T C G C T T C T
C1d (yeni) 572 Q (47/41/64/420) +1 0 C T 0 T C G C A T C T
Cle (yeni) 572 Q (47/41/64/420) +1 0 C T 0 A C G C C T C T
C1f (yeni) 572 Q (47/41/64/420) +1 0 C T 0 A T A C T T C T
Clg (yeni) 571 Q (47/41/64/419) +1 0 C T -1 A C G C T T C T
C2a (Franck et al. 2000a) 571 Q (47/40/64/420) 0 0 A T 0 A C G C T T C T
C2b (Franck et al. 2000a) 571 Q (47/40/63/421) 0 0 C A 0 A C G C T T C T
C2c (Susnik et al. 2004) 571 Q (47/40/64/420) 0 0 C T 0 A C G T T C C T
C2d (Susnik et al. 2004) 571Q (47/40/64/420) 0 0 C T 0 A C G C T T C T
C2e (Kandemir et al. 2006a) | 570 Q (47/39/64/420) 0 -1 C T 0 A C G C T T C T
C2f (yeni) 568 Q (47/39/64/418) 0 -1 C T 0 A C G C T -1 C -1
C2g (Garnery et al. 1992) 571 Q (47/40/64/420) 0 0 C T 0 T C G C T T T T

Not: Apis mellifera C genetik soyu icerisinde mavi renkte yazilan 3428, 3467, 3514, 3575, 3587, 3632, 3767 ve 3842 numarali niikleotidlerde varyasyon oldugu daha

onceki galigmalar ile bildirilmistir (Garnery et al. 1992, Franck et al. 2000a). Kirmiz1 renkte yazilan 3442, 3522, 3567, 3662 ve 3769 numaral1 niikleotidlerde tespit

edilen farkliliklar ilk kez bu ¢alisma ile ortaya konmutur.
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Cizelge 4.5 Tiirkiye bal aris1 populasyonlarinda tespit edilen haplotipler ve 6rnek sayilari (n)

C1 haplotipleri C2 haplotipleri
Yoreler n Cla Clb Clc Cld Cle Cif Clg | C2a C2e c2f  Clg
Ankara/Kazan/TKV 2 2
Adiyaman 5 5
Antalya/Elmal 2 2
Aydin/Kusadasi/Davutlar 2 2
Aydin/Merkez 2 1 1
Aydin/Soke/Bagarasi 2 2
Balikesir/Merkez 1 1
Bingdl/Merkez 1 1
Bingdl/Yenibaslar Koyii 2 2
Bolu/Yigilca 2 1 1
Bursa/Merkez 1 1
Hakkari/Ge¢imli Koyii 6 5 1
Mersin/Merkez/Celebili Koyii 2 2
Mus/Varto/Kopriiciik Koyii 2 2
Van/Catak 3 1 2
Van/Gevas 2 2
Toplam 37 1 15 5 Vi 1 1 2 2 5 1 2

Not: Apis mellifera C genetik soyu igerisinde mavi renkte yazilan Cla, C2a, C2e ve C2g haplotipleri daha dnceki ¢aligmalar ile bildirilmistir (Garnery et al. 1992,
Franck et al. 2000a, Sus$nik et al. 2004, Kandemir ef al. 2006a). Kirmiz1 renkte yazilan C1b, Clc, Cld, Cle, C1f, Clg ve C2f haplotipleri ilk kez bu ¢alisma ile ortaya
konmustur.



4.4 Populasyonlar Arasindaki Niikleotid Doniisiimlerinin Beklenen Miktarlarina
Ait Genetik Uzakliklar ve Dendogram

Tiirkiye bal arist populasyonlarinda COI-COII intergenik bolgenin DNA dizi analizi
sonucunda gdzlenen niikleotid fakliliklar1 temelinde, Kimura'nin iki-Parametre Metodu
kullanilarak populasyonlar arasinda tahmin edilen niikleotid doniisiimlerinin beklenen
miktarlarina (d) ait genetik uzakliklar genel olarak diistik (0.000-0.010) seviyede tahmin
edilmistir (Cizelge 4.6). Populasyonlar arasinda tahmin edilen ortalama genetik uzaklik
degeri 0.002+0.001 olarak hesaplanmistir. Bu bdlgenin dizi analizi sonucunda Tiirkiye
bal aris1 populasyonlarinin COI-COII intergenik bolge bakimindan benzer bir genetik
yaptya sahip olduklar1 goriilmektedir. Ancak bu boélge bakimindan tek bir niikleotid
farklilig1 bir populasyonun hangi genetik soya dahil oldugunu belirleyebilecek kadar
biiyiik bir etki meydana getirmektedir (Franck et al. 2000a). Bu temel diisiinceden
hareketle bu bolgenin dizi analizi sonucunda 11 farkli haplotip tespit edilmistir. Genetik
farkliligin bu derece diisiik olmasinin nedeni olarak;
a) dizi analizi yapilan bu bolge bakimindan C genetik soyu icerisinde genetik
varyasyonun sinirli olmast,
b) orneklemenin yapildigi yorelerde gezginci ariciligin yaygin olmasi,
c) materyal olarak kullanilan is¢i arilarin analarinin smirli sayidaki ana ar
iireticisinden temin edilmesi ve

d) ornekleme yapilan yorelerin izole bolgeler olmamasi gosterilebilir.

Genetik uzaklik degerlerinden hareketle, standart olarak kullanilan Kafkas
populasyonunun (Garnery et al. 1992) calisilan Tiirkiye bal aris1 populasyonlarindan
oldukca farkli bir genetik yapida oldugu goriilmektedir. Standart olarak kullanilan
Kafkas aris1 populasyonu ile Tiirkiye bal aris1 populasyonlari arasindaki genetik

farkliliklar genel olarak 0.004-0.010 arasinda degismektedir.

Tirkiye bal arist populasyonlari iginde onemli farklilifa neden olan populasyonlar
Van/Catak’tan alman Ornekler ile Ankara/Kazan/TKV’den alinan Orneklerdir.
Aydin/Merkez, Bingdl, Hakkari ve Van/Catak populasyonlar1 birbirleriyle
kargilastirildiklarinda  aralarinda  genetik  farkliliklarin -~ (0.004-0.008)  oldugu
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goriilmektedir (Cizelge 4.6). Ancak bu durum c¢alisilan populasyonlarda genetik
varyasyonun diisiik oldugu gercegini degistirecek boyutta gergeklesmemistir.

Tirkiye bal aris1 populasyonlarinda COI-COII intergenik bolgenin DNA dizi analizi
sonucunda gdzlenen niikleotid fakliliklar1 temelinde, Kimura’nin Iki-Parametre Metodu
kullanilarak populasyonlar arasinda tahmin edilen niikleotid doniisiimlerinin beklenen
miktarlara (d) ait genetik uzaklik degerleri ile 1000 Bootstrap tekerriirii yapilarak
yeniden Bootstrap genetik farkliliklar1 tahmin edilmistir. Bootstrap tahminleri
kullanilarak olusturulan Komsu Birlestirme Metodu (N.J) kiimeleme analizi sonucunda

caligilan bal aris1 populasyonlari esas olarak 7 alt grupta siniflandirilmistir (Sekil 4.8).

Kiimeleme analizi sonucunda, genel olarak Tiirkiye bal aris1 populasyonlarinin cografi
ik dagilimima uygun olmayan (belirli sapmalar olmakla beraber) gruplandirmalarin
yapildigi ifade edilebilir. Olusturulan bu NJ kiimeleme analizi temelinde;

a) Ankara/Kazan/TKV’den alinan Kafkas aris1 ornekleri ile standart olarak
kullanilan Kafkas aris1 (4. m. caucasica) 6rnekleri ayni1 kiimede yer almistir.
Buradan hareketle, Ankara/Kazan/TKV oOrneklerinin standart olarak kullanilan
Kafkas aris1 6rnegiyle benzer genetik yapida oldugu goriilmektedir.

b) Adiyaman ilinden Orneklenen 5 Ornegin tamami benzer genetik yapida olup
farkli bir kiimede yer almiglardir.

¢) Iran aris1 (4. m. meda) 6rekleri farkli bir kiime olusturmuslardir. Bu kiime
Kafkas aris1 ve Adiyaman ilinden orneklenen alt kiimelerle birleserek daha
biiyiik bir ana kiimeyi olusturmaktadir.

d) Ankara/Kazan/TKV, Aricilik Unitesi’nde saf olarak yetistirilen ve Bolu/Y1gilca
ar1 drnegiyle, standart olarak kullanilan Italyan aris1 (4. m. ligustica) drnegi ayni
kiimede yer almistir.

e) Bingol/Yenibaslar 6rnekleri ayni kiime igerisinde yer almiglardir.

f) Van/Catak’tan alinan ornekler diger populasyonlardan oldukca uzak olan iki

farkli kiimede yer almiglardir.
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Genel olarak, bir yoreyi temsil eden ar1 6rneklerinin ayni kiimede yer almasi beklenir.
Bu genel diisiince Van, Hakkari, Mus, Bingol ve Mersin 6rneklerinin kiimelenmelerinde
gergeklesmemistir. Nitekim Van ilini temsilen alman 5 Ornegin (Van/Gevasl,
Van/Gevas2 Van/Catakl Van/Catak2, Van/Catak2, Van/Catak3) tamami birbirinden
oldukga farkli 5 farkli kiimede yer almistir. Benzer bir durum Hakkari/Gegimli
Koyii’'nden yapilan 6rneklemeler i¢in de gegerlidir. Hakkari/Geg¢imli Koyii’nden toplam
6 Ornegin her birisinin farkli kiimelerde yer aldig1 goriilmektedir. mtDNA molekiiliinde
genetik varyasyon seviyesi ¢ok diisiik oldugu i¢in yapilacak kiimeleme analizlerinde
beklenen azami faydanin elde edilmesi bir¢ok temel faktore bagli bulunmaktadir. Bu
faktorler esas olarak su sekilde 6zetlenebilir.

a) Uzun siire kapali yetistirmenin yapildigi ¢ok sayida izole bdlgelerden

orneklemelerin yapilmasi,
b) Orneklemenin belirli bir bélgeyi/ydreyi temsil edebilecek nitelikte olmasi ve
c) Bir cografi bolgeyi temsil eden ve kendi i¢inde birérnek olan ¢ok sayida bireyin

DNA dizi analizinin yapilmasidir.
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SoI1

Cizelge 4.6 COI-COII intergenik bolge bakimindan Tiirkiye bal aris1 populasyonlari arasinda niikleotid doniisiimlerinin beklenen miktarlarina (d) ait genetik uzakliklar

[ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

[2] 0.004
[3] 0.0020.002

[4] 0.0020.002 0.000

[5] 0.004 0.004 0.002 0.002

[ 6] 0.004 0.004 0.002 0.002 0.000

[7] 0.004 0.004 0.002 0.002 0.000 0.000

[ 8] 0.004 0.004 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000

[9] 0.004 0.004 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000

[10] 0.004 0.008 0.006 0.006 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004

[11] 0.002 0.006 0.004 0.004 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002

[12] 0.002 0.006 0.004 0.004 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.000

[13] 0.002 0.006 0.004 0.004 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000

[14] 0.002 0.006 0.004 0.004 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000

[15] 0.002 0.006 0.004 0.004 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000

[16] 0.002 0.006 0.004 0.004 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

[17] 0.006 0.0100.008 0.008 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006 0:0060.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004

[18] 0.004 0.008 0.006 0.006 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 01006

[19] 0.004 0.008 0.006 0.006 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.0060.000

[20] 0.000 0.004 0.002 0.002 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.006 0.004 0.004

[21] 0.002 0.006 0.004 0.004 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.004 0.002 0.002 0.002

[22] 0.002 0.006 0.004 0.004 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.004 0.002 0.002 0.002 0.000

[23] 0.002 0.006 0.004 0.004 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.004 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000

[24] 0.002 0.006 0.004 0.004 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.004 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000

[25] 0.004 0.0080.006 0.006 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.006 0.004'0.004'0.004 0.002 0.002 0.002 0.002

[26] 0.002 0.006 0.004 0.004 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.004 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.002

[27] 0.002 0.006 0.004 0.004 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.004 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.002 0.000

[28] 0.002 0.006 0.004 0.004 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.004 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.002 0.000 0.000

[29] 0.002 0.006 0.004 0.004 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.004 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.002 0.000 0.000 0.000

[30] 0.002 0.006 0.004 0.004 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.004 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000

[31] 0.006 0.0020.004 0.004 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0:0060.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.008 0.0060.0060.006 0.004 0.004 0.004 0.004 0.006'0.004 0.004 0.004 0.004 0.004

[32] 0.006 0.002 0.004 0.004 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.006 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.008 0.006 0.006 0.006 0.004 0.004 0.004 0.004 0.006 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.000

[33] 0.002 0.006 0.004 0.004 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.004 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.004 0.004

[34] 0.002 0.006 0.004 0.004 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.004 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.004 0.004 0.000

[35] 0.002 0.006 0.004 0.004 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.004 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.004 0.004 0.000 0.000

[36] 0.002 0.006 0.004 0.004 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.004 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.004 0.004 0.000 0.000 0.000

[37] 0.002 0.006 0.004 0.004 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.004 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.004 0.004 0.000 0.000 0.000 0.000

[38] 0.002 0.006 0.004 0.004 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.004 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.004 0.004 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

[39] 0.002 0.006 0.004 0.004 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.004 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.004 0.004 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
[40] 0.004 0.008 0.006 0.006 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.006 0.004 0.004 0.004 0.002 0.002 0.002 0.002 0.004 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.006 0.006 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002
[41] 0.006 0.010 0.008 0.008 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.008 0.006 0.006 0.006 0.004 0.004 0.004 0.004 0.006 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.008 0.008 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.002

Populasyonlar: 01 A. m. ligustica, 02 A. m. caucasica, 03 iran/Tebriz, 04 fran/Urmia, 05 Adiyamanl, 06 Adiyaman2, 07 Adiyaman3, 08 Adiyaman4, 09 Adiyaman5, 10 Aydin/Merkez1, 11 Aydin/Merkez2, 12
Aydm/Soke/Bagarasil, 13 Aydin/Soke/Bagarasi2, 14 Aydin/Kusadasi/Davutlarl, 15 Aydin/Kusadasi/Davutlar2, 16 Balikesir/Merkez, 17 Bing6l/Merkez, 18 Bingdl/Yenibaslar Koyiil, 19 Bingol/Yenibaslar
Koyii2, 20 Bolu/Yigilcal, 21 Bolu/Yigilca2, 22 Bursa/Merkez, 23 Antalya/Elmalil, 24 Antalya/Elmali2, 25 Hakkari/Gegimli Koyiil, 26 Hakkari/Ge¢imli Ko6yii2, 27 Hakkari/Ge¢imli Koyii3, 28
Hakkari/Gegimli Koyii4, 29 Hakkari/Gec¢imli Koyii5, 30 Hakkari/Gec¢imli Koyii 6, 31 Ankara/Kazan/TKV1, 32 Ankara/Kazan/TKV2, 33 Mersin/Merkez/Celebili Koyiil, 34 Mersin/Merkez/Celebili Koyii2, 35
Mus/Varto/Kopriiciik Koyiil, 36 Mug/Varto/Kopriiciik Kdyii2, 37 Van/Gevasl, 38 Van/Gevas2 39 Van/Catakl, 40 Van/Catak2, 41 Van/Catak3.
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AnkaraKazan'TEV1
_|: AnkaraKazan/TKV2
| _ A m. caucasica
Tran/Tebyiz (4. . meda)
TranUrmda (A. #. meda)
Adryaman]
Adtyaman?
Adryaman3
Adryamand
Adtyaman
A. m. lgustica
BolYigleal
Halkdcari/Gegimli K &vii2
Van/Catalk1
Halkdeari/Gegiml K&viis
Van/Gevasl
AvdmKusadasyDavutlard
Aydn/SekeBagarasi2
AvdmMerkezl
Bingdl Y enibaslar K&yl
Bingdl Y enibaslar Kayi2
AvdnMerkez2
MusVarto/K épriicik Ka&yal
Van/Gevas2
Avdn/SiékeBagarasi1
BalicesirMerlkez
Boh'Yigleal
Haldcari/'Gegimli K éviil
Mus/Varto/Koprictik Kaviil
MersinMerkez/Celebl Kayiil
AvdmKusadasyDavutlar |
Haldcari/Gegiml K &vii3
BingdlMerkez
Antalva/Elmal]
Haldcari/Gegimli K &viio
Bursa™Merkez
AntalyaFlmah
Hakkari'Gegimli K &viid
MersinMerkez/Celebli Kavii2
Van/Catalc2
Van/Catak3

Lhald

nnlnilnlr

Sekil 4.8 COI-COII intergenik bolge bakimindan Tiirkiye bal aris1 populasyonlari
arasinda niikleotid doniisiimlerinin beklenen miktarlarindan (d) elde edilen
dendogram

106



5. SONUC

Bu aragtirmada, Tirkiye’nin 20 farkli yOresine ait bal arilarinda mitokondriyel DNA

molekiilii bakimindan genetik yapinin tanimlanmasi, olasi yeni haplotiplerin belirlenmesi

ve farkli bolgelerde yetistirilen populasyonlar arasindaki farkliliklarin tespit edilmesi

amaciyla anonim lokus, sitokrom b (cyt b), sitokrom C oksidaz I (COI), ribozomun

bliyiik alt birimi (IrRNA), sitokrom C oksidaz I ile II arasindaki bolge (COI-COII arasi)

ve sitokrom C oksidaz I ile II arasindaki intergenik bolge (COI-COII intergenik bolge)

lokuslarinda farkli enzim kombinasyonlarindan yararlanilarak PCR, PCR-RFLP analizi

ile COI-COII intergenik bolgede DNA dizi analizi yapilmistir.

Yiiriitiilen bu arastirma neticesinde asagida 6zetlenen sonuglar elde edilmistir.

1y

2)

3)

4)

5)

6)

Anonim lokus olarak ifade edilen lokus bakimindan tiim 6rneklerde 850 bg’lik

tek bir PCR iirlinlinden olusan bant modeli tespit edilmistir (Sekil 4.1).

Sitokrom b (cyt b) lokusunda Bg/II restriksiyon enzimi bakimindan restriksiyon

bolgesi tespit edilmistir (Sekil 4.2).

Sitokrom C oksidaz I (COI) lokusunda Hincll ve Hinfl restriksiyon enzimleri
bakimindan restriksiyon bolgeleri tespit edilmemistir (Sekil 4.3 ve 4.4).

Ribozomun biiylik alt birimi (IrRNA) lokusunda EcoRI restriksiyon enzimi
bakimindan restriksiyon bolgesi tespit edilmistir (Sekil 4.5).

Sitokrom C oksidaz I ile II arasindaki bolgede (COI-COII arasi) Xbal
restriksiyon enzim bakimindan restriksiyon bdlgesi tespit edilmistir (Sekil 4.6).
Bu durum, Smith et al. (1997) tarafindan sadece Trakya bolgesinden alinan
ornekler i¢in bildirdigi sonugla farklilik géstermektedir. S6z konusu aragtirmada
sadece Trakya bolgesinden alinan orneklerde 4. m. carnica alttiirlerine 0zgii
oldugu bildirilen COI lokusunda ikinci bir Xbal kesim noktasinin var oldugu
bildirilmektedir. Bu arastirmada calisilan tiim yorelere ait populasyonlarda 4. m.

carnica alttiirlerine 6zgii oldugu bildirilen model tespit edilmemistir.

Cyt b, COI, IrRNA ve COI-COII aras1 lokuslar ile farkli enzim kombinasyonlari

temelinde yukarida verilen bilgiler dogrultusunda Tirkiye bal arisi
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7)

8)

9)

populasyonlarinin Dogu Avrupa ve Akdeniz mtDNA genetik soyu (C) icerisinde
degerlendirilebilecegi belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Sitokrom C oksidaz I ile II arasindaki intergenik bolge (COI-COII intergenik
bolge) Dral restriksiyon enzimi bakimindan 3 ayr1 noktada restriksiyon bolgesi
tespit edilmistir (Sekil 4.7). C genetik soyu i¢inde Dral enzimi kesimi sonucu
farkli bir model elde edildigine dair herhangi bir bulguya bugiine kadar
literatiirde rastlanilmamistir. C genetik soyu i¢inde farkli haplotiplerin tespit
edilmesi DNA dizi analizi ile miimkiin olmustur. Buna goére COI-COII
intergenik bolgenin Dral restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu Tiirkiye bal arist
populasyonlarinda 5 farkli PCR-RFLP haplotipi belirlenmistir. Bunlardan tigii
(47/41/64/420 bg, Cla; 47/40/64/420 bg, C2a ve 47/39/64/420 bg, C2e) daha
onceki caligmalarda bildirilmistir (Franck et al. 2000a, Kandemir et al. 2006a).
Diger ikisi (47/41/64/419, Clg ve 47/39/64/418, C2f) ise ilk defa bu arastirma

sonucunda belirlemistir.

Sitokrom C oksidaz I ile II arasindaki intergenik bolgede (COI-COII intergenik
bolge) yapilan DNA dizi analizi sonucunda 11 farkli haplotip tespit edilmistir
(Cizelge 4.3, 4.4 ve 4.5). Bu haplotiplerin 7 tanesi C1, geriye kalan 4 tanesi C2
haplotip gruplarina dahil bulunmustur. Daha 6nce yapilan standart gosterimlere
bagl kalinarak C1 haplotipleri Cla, Clb, Clc, C1d, Cle, C1f ve Clg olarak, C2
haplotipleri ise C2a, C2e, C2f ve C2g olarak gosterilmistir. Cla, C2a, C2e, ve
C2g haplotipleri daha 6nceki arastirmalarda bildirilmistir. Geriye kalan C1b,
Clc, C1d, Cle, Clf ve Clg ile C2f olmak {izere toplam 7 haplotip ilk defa bu

aragtirma sonucu tespit edilmistir.

Bolu/Yigilca’dan alinan bir koloninin, Franck et al. (2000a) tarafindan 4. m.
ligustica alttiirii i¢in bildirilen C1 olarak ifade edilen ancak bu aragtirmada Cla
olarak gosterilen haplotip grubuna dahil oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.5).
Bolu/Yigilca Ornegi ile standart olarak ele alinan A. m. ligustica 6rneginin
kiimeleme analizi sonucunda bu ikisinin ayni1 kiimede yer aldig1 goriilmektedir
(Sekil 4.8). Buradan hareketle Bolu/Yigilca 6rneklerinin A. m. ligustica ile

benzer genotipte olabilecegi diisiiniilmelidir.
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10) Antalya/Elmali, Aydin/Merkez, Aydin/Soke/Bagarasi, Balikesir/Merkez,
Bolu/Yigilca, Bursa/Merkez, Mersin/Merkez/Celebili Koyli, Mus/Varto/
Kopriicik Koyii, Van/Catak ve Van/Gevag’tan aliman bazi orneklerin Clb
haplotipinde oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.5). Clb haplotipi Tiirkiye bal

arilarinda en yaygin (15 koloni) bulunan haplotiptir.

11) Adiyaman ilinden alinan tiim kolonilerde 3442. pozisyonda bir niikleotid
eksilmesi tespit edilmis ve Clc haplotipi olarak ifade edilmistir. Adiyaman
populasyonunda tespit edilen bu farklilig1 test etmek amaciyla iran’in Bati
bolgelerinden alman iki (Iran/Tebriz ve iran/Urmia) 4. m. meda 6rneginde de
dizi analizi yapilmis ve ayni noktada bir niikleotid eksilmesi oldugu
belirlenmistir. Buradan yola ¢ikarak bu niikleotid eksilmesi bulunan noktanin
Iran arlarma 6zgii olabilecegi ileri siiriilmekte ve Adiyaman ilinden &rneklenen
toplam 5 kolonide yapilan dizi analizi temelinde bu bolgedeki bal arilarinin iran
arist (4. m. meda) olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu diisiince, Adiyaman’dan
orneklenen tiim ar1 drnekleriyle iran’dan drneklenen iki ar1 rneginin ayn1 kiime

icerisinde yer almasiyla da desteklenmektedir.

12) Van/Catak’dan alinan iki koloni Franck et al. (2000a) tarafindan A. m. carnica
alttiirii icin bildirilen C2a haplotipinde bulunmustur (Cizelge 4.5). Buradan
hareketle Van/Catak orneklerinin A. m. carnica ile benzer genotipte olabilecegi

diistincesi dikkate alinmalidir.
13) Tirkiye bal arilarinda C2b, C2¢ ve C2d haplotiplerine rastlanilmamuistir.

14) Hakkari/Ge¢imli Koyli'nden 6rneklenen arilarin 6 tanesinin C2e, 1 tanesinin de
C2f haplotipinde oldugu tespit edilmistir. C2e ve C2f haplotiplerinde, Adiyaman
ilinden alinan 6rneklerde de oldugu gibi, tiim kolonilerde 3442. pozisyonda bir
niikleotid eksilmesi tespit edilmistir. Tespit edilen bu farklilig1 test etmek
amactyla Iran’m Bati bolgelerinden alman iki (iran/Tebriz ve Iran/Urmia) 4. m.
meda 6rneginde de dizi analizi yapilmis ve ayn1 noktada bir niikleotid eksilmesi
oldugu belirlenmistir. Buradan yola ¢ikarak bu niikleotid eksilmesi bulunan
noktanin Iran arilarma 6zgii olabilecegi ileri siiriilmekte ve Hakkari/Gecimli
Koyili’nden orneklenen toplam 6 kolonide yapilan dizi analizi temelinde bu

bolgedeki bal arilarinin Iran aris1 (4. m. meda) olabilecegi diisiiniilmektedir. C2e
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haplotipi Kandemir et al. (2006a) tarafindan Tiirkiye bal aris1 populasyonlari
icin bildirilen ve TrDra-1 olarak ifade edilen haplotiple Ortiismektedir. So6z
konusu arastirmada, TrDra-1 haplotipinin C genetik soyu igerisinde yeni bir
haplotip olabilecegi, Tiirkiye bal arisi populasyonlarinda yaygin oldugu ve
dogudan batiya (Trakya’da 9%0.97) dogru gidildikce bu haplotip frekansinin
arttig1 ifade edilmektedir. Hakkari/Ge¢imli Kdyii’nden oOrneklenen arilardan
sadece bir Ornekte tespit edilen C2f haplotipinde belirtilen 3442. niikleotidin

eksilmesine ilave olarak, 3767. ve 3842. niikleotidlerde de eksilmeler olmustur.

15) Ankara/Kazan/TKV’den alinan ve 4. m. caucasica orijinli oldugu bildirilen iki
kolonide 3567. ve 3769.’uncu noktalarda niikleotid doniisiimleri tespit edilmistir
(Cizelge 4.3 ve 4.4). Bu niikleotid farkliliklar1 Garnery et al. (1992)’de verilen
A. m. caucasica dizi analizi sonuglar1 ile birebir ortiismektedir. Dolayisiyla bu
calismada C2g olarak adlandirilan haplotipin 4. m. caucasica i¢in 6zglin bir
haplotip oldugu ve Garnery et al. (1992)’de Kafkas arist i¢in bildirilen dizi
analizi sonuglar1 ile bu c¢alismada elde edilen sonuclarin benzer oldugu

goriilmektedir. Bu sonug¢ Kiimeleme analizi sonuglariyla da desteklenmektedir.

Palmer et al. (2000) ve Kandemir et al. (2006a)’da Tirkiye nin Suriye sinirina yakin
Hatay yoresinden 6rneklenen bal arilarinda COI-COII intergenik bolgede yapilan DNA
dizi analizi sonucu C genetik soyundan farkli yeni bir mtDNA genetik soyunun tespit
edildigini bildirmislerdir. Palmer et al. (2000)’da bu bolgede calisilan 6rneklerde C
genetik soyunda bulunmayan Py birimi tespit edilmis ve bu nedenle bu 6rneklerin 4. bir
genetik soyu temsil ettigi One siiriilmiistiir. Daha sonra Franck et al. (2000a) bu
bolgenin dizi analizini Liibnan, Suriye, Misir gibi Yakin Dogu’dan alinan 6rnekler
tizerinde yapmislar ve O olarak adlandirdiklar1 yeni mtDNA genetik soyu i¢inde bu
ornekleri degerlendirmislerdir. Bu yeni genetik soy morfometri ¢alismalart ile
desteklenmektedir. Bu calismada Hatay yoresinden Ornekleme yapilamamistir. Bu
aragtirma sonucunda, O genetik soyu igerisinde degerlendirilebilecek herhangi bir

ornege rastlanilmamaistir.
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Ek 1’in devam

A. m. ligustica
A. m. caucasica
iran/Tebriz
iran/Urmia
Adiyamanl
Adiyaman?2
Adiyaman3
Adiyamané
Adiyaman5
Aydin/Merkezl
Aydin/Merkez?2

Aydin/Soke/Bagarasil
Aydin/Séke/Badarasi?
Aydin/Kusadasi/Davutlarl ...
Aydin/Kusadasi/Davutlar2 ...

Balikesir/Merkez

Bingdl/Merkez

AAT TTA TTT TTA TTA AAA AAT CAT AAT ATT GAA ATT ATT TGA ACA ATT ATT CCA ATT ATT ATT CTA TTA ATT ATT TGT

Bingdl/Yenibaslar Koyul ...
Bing6dl/Yenibaslar Koyu2 ...

Bolu/Yi1gilcal
Bolu/Yidilca2
Bursa/Merkez
Antalya/Elmalil
Antalya/Elmali2
Hakkari/Geg¢imli
Hakkari/Geg¢imli
Hakkari/Geg¢imli
Hakkari/Geg¢imli
Hakkari/Geg¢imli
Hakkari/Geg¢imli

Koyul
Koyi2
Koyu3
Koyid
Koyub
Koyib

Ankara/Kazan/TKV1
Ankara/Kazan/TKV2

Mersil’l/Merkez/Celebili Koytl

Mersin/Merkez/Celebili Koyii2 . . .
Mus/Varto/Kopricuk Koéyiil. ..
Mus/Varto/Képriicik Koyi2. ..

Van/Gevasl
Van/Gevas?2
Van/Catakl
Van/Catak2
Van/Catak3



¢l

Ek I’indevami = me e e e e 3’-COII geni

A. m. ligustica TTT CCA TCA TTA AAA ATT TTA TAT TTA ATT GAT GAA ATT GTA AAT CC
A. m. caucasica

iran/Tebriz

Iran/Urmia

Adiyamanl

Adiyaman?2

Adiyaman3

Adiyamand

Adiyamanb

Aydin/Merkezl

Aydin/Merkez2
Aydin/Sdke/Badarasil
Aydin/Soke/Bagarasi2
Aydin/Kusadasi/Davutlarl ...
Aydin/Kusadasi/Davutlar2 ...
Balikesir/Merkez
Bingol/Merkez
Bing6dl/Yenibaslar Koyul ...
Bingdl/Yenibaslar Koyu2 ...
Bolu/Yidilcal

Bolu/Y1gilca?2

Bursa/Merkez
Antalya/Elmalil
Antalya/Elmali?2
Hakkari/Geg¢imli Koyil
Hakkari/Geg¢imli Koyu2
Hakkari/Geg¢imli Koyu3
Hakkari/Geg¢imli Koyu4
Hakkari/Geg¢imli Koyu5
Hakkari/Gecimli Koyii6
Ankara/Kazan/TKV1
Ankara/Kazan/TKV2
Mersil’l/Merkez/Celebili Koyl « o«
Mersil’l/Merkez/Celebili Koyli2 o o«
Mus/Varto/Képriicik Koyil. ..
Mus/Varto/Kopriciuk Kéyii2. ..
Van/Gevasl

Van/Gevas?2

Van/Catakl

Van/Catak2

Van/Catak3

Sitokrom C oksidaz I ile II arasindaki
intergenik bolgenin (COI-COII intergenik
bolge) kismi niikleotid dizilimi

Bu bolge tRNA™" geni, bir Q birimi ve COII
geninin 5' ucunu igine alan bolgedir. A. m. ligustica
ve A. m. caucasica dizileri literatiirden alinmistir
(Garnery et al. 1992). Varyasyon olan baz
doniigimii  bolgeleri 1-27, insersiyon (+) /
delesyonlar (—), a—n olarak Franck et al. (2000a)
’da bildirildigi gosterim seklinde yapilmistir. Bu
caligma ile ilk kez belirlenen niikleotid farkliliklart
hl, 11, 164, 21,, 24, olarak Franck et al. (2000a)
’daki gosterimin devami seklinde yapilmistir. Dral
kesim bolgesi (I kirmizi ile varyasyon
olan niikleotidler sar1 ile gosterilmistir.
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