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OZET

UC YERLI IPEKBOCEGI IRKININ
(ALACA, BURSA BEYAZI VE HATAY SARISI)
BAZI MOLEKULER GENETIK VE MORFOLOIJIK

OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

AKKIR EROGLU, Demet
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1, Doktora Tezi
Danigman: Prof. Dr. Stikran CAKIR

Ocak 2010, 105 sayfa

Bu ¢alismada Tiirkiye’nin {i¢ yerli ipekbdcegi irkinda (Alaca, Bursa Beyazi1 ve Hatay
Saris1) genetik varyasyonu belirlemede PCR-temelli RAPD yontemi, kokonlarinda
bulunan serisin proteinlerinin analizinde SDS-PAGE yontemi kullanildi. Ug yerli irk
rasgele segilen 40 primer ile analiz edildi ve bunlardan 7 tanesi ile toplam 68 RAPD
bandi gozlendi. Bu bantlardan 61°i ise polimorfik lokus olarak belirlendi. Polimorfik
lokuslarin yiizdesi, en yiiksek Hatay Sarisi’nda (55.88) en diisiik ise Bursa Beyaz1 ve
Alaca’da (44.12) belirlendi. Nei’nin genetik mesafesi Bursa Beyazi ile Alaca
arasinda 0.0637, Bursa Beyazi ile Hatay Saris1 arasinda 0.1012 belirlendi. SDS-
PAGE’de 1ii¢ 1rka ait serisin proteini 200 kDa’luk tek bant olusturdu. Ayrica ii¢ yerli

irka ait kokon, ipek bezi ve yumurta morfolojileri Taramali Elektron Mikroskobu



(SEM) ile incelendi. Ipek kalitesi yiiksek olan Bursa Beyazi’nin morfolojisinin diger

wrklardan farkli oldugu tespit edildi.

Sonug olarak bu ¢aligmada Alaca, Bursa Beyazi ve Hatay Sarisi’nin bazi molekiiler
ve morfolojik 6zellikleri karakterize edildi. Bu veriler ileride Tiirkiye’nin ipekbocegi

rklarinin iyilestirme programlarinda kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Bombyx mori, ipekbocegi, RAPD-PCR, genetik polimorfizm,

SDS-PAGE, SEM, ipek bezi, kokon.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF SOME MOLECULAR GENETIC
AND MORPHOLOGICAL PROPERTIES OF THREE LOCAL

SILKWORM BREEDS (ALACA, BURSA BEYAZI AND HATAY SARISI)

AKKIR EROGLU, Demet
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, Ph. D. Thesis
Supervisor : Prof. Dr. Siikran CAKIR

January 2010, 105 pages

In this study PCR-based RAPD method was used to determine the genetic variation
in three Turkish local silkworm breeds (Alaca, Bursa Beyaz1 and Hatay Saris1) and
SDS-PAGE method was used to analyse the sericin proteins of their cocoons. Three
local breeds were analysed by randomly chosen 40 primers and 68 total RAPD bands
observed with 7 of them. 61 of these bands were evaluated as polymorphic loci.
Percentage of polymorphic loci were determined higher in Hatay Sarisi (55.88),
lower in Bursa Beyazi and Alaca (44.12). Nei’s genetic distance was determined
0.0637 between Bursa Beyazi and Alaca, 0.1012 between Bursa Beyazi and Hatay
Sarisi. In SDS-PAGE sericin proteins of three breeds yielded a single band of 200
kDa. In addition cocoon, silk gland and egg morphologies of three local silkworm

breeds were analysed by the Scanning Electron Microscopy (SEM). The morphology



of Bursa Beyaz1 which have a high silk quality was determined as different from

other breeds.

In conclusion some molecular and morphological properties of Alaca, Bursa Beyazi
and Hatay Sarisi were characterized in this study. These data can be used in

improvement programmes of Turkish silkworm breeds in future.

Key Words: Bombyx mori, silkworm, RAPD-PCR, genetic polymorphism, SDS-

PAGE, SEM, silk gland, cocoon.
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1. GIRIS

Ulkelerin sahip oldugu biyogesitlilik ayn1 zamanda ekonomik bir potansiyel olarak
da diislintilmelidir. Giinlimiizde mevcut gen kaynaklarmin taninmasi ve bunlardan
stirdiiriilebilir faydalanma 6nemlidir. Ciinkii ileride yasadig1 cografyaya uyumlu bu
irklarin 1slahi ile ekonomik verimliligi artirilmig irklarin elde edilmesinde morfolojik
ve molekiiler verilere ihtiya¢ vardir. Ornegin son yillarda diinyada ipekbdceginin
karakterizasyonu ile ilgili farkli metotlarin kullanildig1 birgok ¢alisma vardir. Tiim bu
caligmalardan elde dilen veriler ipekbdcegi iyilestirme programlarinda

kullanilmaktadir.

Ipekbdcegi (Bombyx mori) 5000 yildan beri ipek iiretimi icin yetistirilmektedir (1).
Ekonomik ipek degerine sahip olan bu bdcegin 1liman ve tropik iilkelerde yetisen ¢ok
sayida 1rki mevcuttur. Bunlardan tropik varyeteler genelde diisiik kalitede ipek

tiretirken 1liman varyeteler daha yiiksek kalitede ipek {tiretir (2).

Giliniimiizde ipekbocegi genetikgileri ipekbdceginin kromatin yapisi, ipek liretimi ile
ilgili genler ve bunlarin kodladigi protein salgilari iizerinde ¢alismaktadir (1-9).
Lepidoptera takiminda ipek (10), labium salgi bezlerinin gelismesi ile meydana
gelmis ipek bezleri tarafindan salgilanir (11). Ipekbdceginin ipek bezleri tarafindan
tiretilen kat1 fiber yapida olan ipekte fibroinler, serisinler, seroinler ve proteinaz
inhibitorleri olmak ftizere dort grup protein tanimlanmistir (4, 10). Biyolojik

ozelliklerinden dolay1 serisin ve fibroin, endiistride sik¢a kullanilmaktadir (5).



Gegen otuz yil i¢inde, ipekbdcegi yetistirme programlarinda genetik prensipler
uygulanarak ipek kalitesinin artis1 saglanmistir (6). Bu c¢alismalar son yillarda
molekiiler agirliklidir. Molekiiler belirleyicilerin kullanilarak bireylere 6zgii DNA
bant profillerinin elde edildigi bu teknikler DNA parmakizi yontemi (2) olarak
adlandirilmaktadir. Bu calismalardan elde edilen veriler, ipek kalitesi yiiksek ve
hastaliklara direngli 1rklarin  yetistirilmesi i¢in gerekli 1slah c¢aligmalarinda
kullanilmaktadir. Ciinkii bilindigi iizere bu tip 1slah programlar1 molekiiler ve
morfolojik caligmalarin birbirini desteklemesi ile miimkiindiir. Elde edilen bilgi
birikimi 1rklarin tanimlanmasini ve bunlarla ilgili iyilestirme programlarinin

gelistirilmesini kolaylastirir ve hizlandirir.

Ulkemizde Alaca, Bursa Beyazi ve Hatay Saris1 olmak iizere yetistirilen sadece ii¢
yerli irkimiz mevcuttur. Gilinlimiizde bu 1rklarin saf olarak yetistiriciligi ve yerli gen
kaynaklarinin muhafazas1 Bursa Il Tarim Miidiirliigii tarafindan zor kosullar altinda
yiriitilmektedir Ayrica Bursa cevresi basta olmak iizere kiigiik aile isletmeleri
tarafindan ekonomik amagli yetistiricilik yapilmaktadir. Ham ipek tiretimi diinyadaki
diger iilkelere gore diisiiktiir ve ipekbdcegi yetistiriciliginin iyilestirilmesi konusunda
deneysel verilere ihtiya¢ vardir. Su ana kadar iilkemizde ipekbocegi (Bombyx mori)
tizerine bazi morfolojik, molekiiler ve biyolojik ¢alismalar yapilmistir (12-15) ancak
bu ¢aligmalar yerli irklarla ile ilgili degildir. Bu yiizden yerli ipekbocegi irklart heniiz
tam olarak karakterize edilemeden yok olmayla karsi karsiyadir. Bu g¢alismada ii¢
yerli ipekbdcegi irkinin molekiiler genetik ve morfolojik karakterizasyonunun

gerceklestirilmesi ileride kullanilacak iyilestirme programlari i¢in dnemli olacaktir.



1. 1. ipekboceginin Tarihcesi

Rivayete gore, M.O. 3000 yillarinda, Cin imparatoru Huang-Ti’nin saraymnin
bahgesinde bir tirtilin dut yapragi yedigi goriilerek imparatora sdylendi. Bunun
lizerine imparator, bocegin yasamini incelemesini esi Ling-Chi’den istedi. Bir siire
sonra imparatorige, kozadan ipligin c¢ekilebilecegini ve bu iplikten de kumas
dokunabilecegini saptadi. Boylelikle 3250 yil Cinlilerin denetiminde kalan ipek
endiistrisi, bu tlilkenin 6nemli bir kazang kaynagi olmustur. Bu bdcegin bugiinkii adi
Bombyx mori’dir. Ayn1 zamanda evcil ipekbdcegi kelebegi olarak da bilinir. MS 419
yilinda, Cinli bir prensesin Khotanli bir hiikiimdarla evlenmesiyle ipekbocegi
Cin’den c¢ikar. Prenses, saglarinin arasina gizledigi ipekbdcegi yumurtalarini esinin

tilkesine getirir (16).

Anadolu ipekbocegi ile Bizanslilar doneminde, Bizans imparatorunun Cin’e
gonderdigi papazlarin dut tohumlarimi ve ipekbdcegi yumurtalarini getirmesiyle
tanigir. Yine bu donemde ipek Bati’ya da gonderilir. Boylelikle dogudan batiya kadar
uzanan bu yol, Ipek Yolu adm alir. Tiirklerin ipekle tamsmasi ise 6. yy’da
Goktiirkler’in Ipek Yolu’nu ele gegirmesiyle olmustur. Boylelikle bu dénemde ipek
ticareti Tiirklerin denetimi altina girmistir. Ayrica bu dénemde Ipek Yolu’nun
Bursa’dan ge¢cmesi, Bursa ve civarinin koza yetistiriciligine ¢ok elverisli olmasi,
tilkemizde Bursa’y1 ipegin baslica merkezi haline getirmistir (17). Bunun sonucunda
1845 yilinda Bursa’min Kayabast koylinde buharla isleyen ilk ipek fabrikasi

kurulmustur (16).



1. 2. ipekboceginin Sistematigi

Sube...............:Arthropoda
Sinif...............:Insecta veya Hexapoda
Takim...............Lepidoptera

Alt Takim.........:Macro lepidoptera-Heterocera
Ust familya.........Bombycoidea
Familya............:Bombycidae
Cins..................Bombyx
Tir..................:.Bombyx mori

1. 3. Tiirkiye’deki Yerli ipekbocegi Irklar

Gilintimiizde ii¢ yerli ipekbocegi 1rki iilkemizde yetistirilmektedir. Bu irklarin sahip

oldugu bazi genel 6zellikler Cizelge 1. 1.’de verilmistir.



Cizelge 1. 1. Tiirkiye’de yetistirilmekte olan {i¢ yerli ipekbocegi irkinin bazi ayirt

edici 6zellikleri (18)

Ozellikler

Bursa Beyazi

Alaca

Hatay Saris1

GOrinim:

Kozast biiyiik,

bogumlu, yesile

Kozasi biiyiik,

bogumlu, yesile

Kozas1  kiigiik,

sar1, bogumludur.

calan beyaz | kacan beyaz

renklidir. renklidir.
Koza-kabuk orani(%): 15.03 14.49 12.82
Tek koza agirhig (g): 2.20 2.03 1.95
Filament uzunlugu (m): 2.57 2.48 2.21
Filament kalinlig1 (denier): | 2.57 2.48 2.21
Larva stiresi (giin): 27.50 28.50 35.50
Yumurta verimi: 441.0 583.5 440.5

Ug yerli 1rka ait tirtil ve kelebek resimleri Sekil 1.1.” de verilmistir. Alaca irkina ait

tirtilin viicut deseni ile digerlerinden farkli oldugu goriilmektedir.




Alaca tirtili

Bursa Beyazi tirtili Bursa Beyazi kelebegi

Hatay Saris1 tirtili Hatay Saris1 kelebegi

Sekil 1. 1. Ug yerli 1rka ait tirtil ve kelebekler



1. 4. Diinyada Ipekbocegi Genetik Stoklar:

Ipekbocegi genetik stoklari, diinyada bulunan cografik irklar, soylar ve mutantlardan
olusmaktadir. Bunlar bir¢ok morfolojik, gelisimsel, davranigsal ve biyokimyasal
Ozelliklere sahiptir. Asya ve Avrupa’da 3000’den fazla ipekbdcegi genotipinin
oldugu tespit edilmistir. Farkli nitel ve nicel karakterler i¢eren 4 takim cografik irk
tanimlanmistir. Bunlar; Cin, Japon, Avrupa ve Tropikal wklardir. Bu irklarin

karakteristik 6zellikleri sdyle siralanabilir (19):

a) Tropikal iilkelerde yasayan varyeteler: Bu varyeteler, ipek kalitesi yoniinden

fakirdirler (2). Kisa larval yasam, kisa fiber ve diisiik kokon agirligina sahiptirler

(20).

b) Ilman iilkelerde yasayan varyeteler: Bu varyeteler, ipek kalitesi yoniinden en
iyi olanlardir. Ancak bunlar yiiksek ipek kalitesine tropik kosullar altinda yiiksek
sicaklik, nem hastaliklar gibi olumsuzluklardan dolayr erisemezler (2). Uzun larval

yasam, uzun fiber ve yliksek kokon agirligina sahiptirler (20).

1. 5. ipekboceginin Hayat Dongiisii

Biitiin tipik lepidoptera boceklerinde oldugu gibi ipekbdcegi de yumurta (kulugka),
larva, pupa (krizalit) ve ergin (kelebek) donem olmak tizere dort farkli hayat donemi

gecirmektedir (21).



1. 5. 1. Yumurta (Kulucka) Donemi (9-14 giin)

Yumurtalardan ayn1 anda ¢ikis elde edilebilmesi i¢in yetistirilecek ortamdaki ¢evre
sartlarinin ayarlanmasi 6nemlidir. Kulucka dénemi boyunca 1s1 (25°C-26°C) ve nem
(% 80-90) sabit tutulmalidir. Kulugka doneminin sonlarina dogru yumurtalar koyu
renkli kutulara alinirlar ve renk maddelerinin olusumundan itibaren de 16 saatlik 151k

uygulamasina baglanir (21).

Ipekbdcegi irklarmi yil bagina verdikleri nesil sayisina gére ayirmak gerekirse;

a) Y1l Basina Tek Nesil Veren Irklar (Univoltin irklar): [liman {ilkelerde yasayan
bu wrklar sadece ilkbaharda bir nesil olustururlar ve olusturduklari yumurtalar diger

bahara kadar bekler (21).

b) Y1l Basina iki Nesil Veren Irklar (Bivoltin irklar): Iliman iilkelerde yasayan bu
irklarin yumurtalar ikinci nesil i¢in beklemeye girmezler ve 11-12 giinliik kulugka
devresi gecirerek yumurtadan cikarlar. Ikinci neslin olusturdugu yumurtalar ise kist

bekleme donemine girerek gegirirler ve ilkbaharda tekrar canlanirlar (21).

¢) Y1l Basina Cok Nesil Veren Irklar (Multivoltin 1rklar): Tropikal bolgelerde
(Hindistan, Tayland vb.) yasayan bu wrklar en kisa hayat donemine sahiptirler.

Yetistirildigi bolgelerin sicak olmasi nedeniyle yilda 7-8 nesil verebilirler (21).



1. 5. 2. Larva Donemi (20-28 giin)

Yumurtadan ¢ikan larvalar iki saat igerisinde yem yeme istah1 kazandiklar igin
hemen besleme yataklarina alinirlar. Larvalar, iklim ve hava sartlarina bagl olarak
stiresi degisen dort deri degistirme safhasi gegirdiklerinden larva sathasi 5 hayat
donemine ayrilabilir (21). Bu hayat donemlerinin her biri ise yem yeme (yas) sathasi

ve deri degistirme (uyku) sathasi olarak ikiye ayrilir.

Larvalar yem yeme safhasinda ¢ok istahli olduklar1 i¢cin devamli taze dut yapragi ile
beslenirler. Bu donemdeki larvalarin baslar1 viicuda oranla kiigiiktiir, derinin
parlakligi ve gerginligi ise fazladir (21). Deri degistirme safhasinda ise larvalar,
yemeyi keserek durgunlasirlar. Dinlenmek igin yer ararlar ve hareketsiz bir sekilde
dururlar. Deri degistiren larvalarin baslar1 viicuda oranla biiyiiktiir ve derileri

burusuktur (21).

1. 5. 3. Pupa (Krizalit) Donemi (10-15 giin)

4 uyku ve 5 yas devresi geciren ipekbocekleri yem yemeyi keserler ve baslarini
yukar1 kaldirarak tutunacak bir yer arar goriiniimiinii verirler. Bu yiizden bdcekler
tutunarak koza Ormelerini saglayacak askilara alinirlar. Askiya alinan ipekbdcekleri
koza 6rmeye baglarlar. Bu islem multivoltin irklarda 2-3 giin, uni ve bivoltin irklarda
ise 3-4 giin siirer. Koza omriiniin 4. veya 5. giliniinde krizalit haline doniisen
ipekbocegi, 10-15 giin siiren krizalit devresinde metamorfoza ugrayarak kelebek

haline dontisiir. Alkali yapisindaki salya yardimiyla kozay1 delerek disar ¢ikar (21).



1. 5. 4. Ergin (Kelebek) Donem (3-10 giin)

Kelebek devresi mevsime ve irka bagli olarak 3-10 giin arasinda degisir. Kozadan
cikan kelebekler ciftlesmeye ve yumurtlamaya hazirdirlar. Bu donemde yem
yemezler ve ucamazlar. Disiler erkeklere gore daha biiyiiktiir ve daha yavas hareket
ederler. Multivoltin irklar ortalama 400, uni ve bivoltin wrklar ise 500-600 adet

yumurta yumurtlayabilirler (21).

1. 6. ipekboceginin Genetik Yapis

Bu tiirin haploit kromozom sayis1 28’dir. Mevcut genetik yapisinda 200°den ¢ok
lokus iizerinde 400°den fazla mutasyon belirlenmistir (3). Ipekboceklerinde disiler
heterogametik (ZW) erkekler ise homogametiktir (ZZ). Mevcut kromozomlari
holosentriktir. Bombyx mori’nin haploid genom o&l¢iisii memeli genomunun 1/6’s1dir

(19) .

1. 7. ipek Bezlerinin Yapisi

Lepidoptera takiminda ipek bezleri, ¢ogunlukla labium salgi bezlerinin (8) gelismesi
ile meydana gelmistir. Ipek bezleri, uzun ve birgok kivrim yapan tiiplerden olusmus
cift yapili bezlerdir (Sekil 1. 2). Labial bezlerin salgiladiklar: salgilardan biri, protein
yapisinda hava ile temasa gegince sertlesen ipektir. Ipek 6nce bez tiiplerinin ince arka
ucundaki hiicreler tarafindan olusturulur. Sonra bu salg ileride bulunan ince bir ipek

kanal1 ile genel ¢ikis deligine uzanan torba seklindeki depo igerisine salgilanir.
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En son islem olarak da olusturulan ipek proteini, bocegin agzindan disariya

pompalanir (11) .

Ipek be=zinin orta
bSliaraia

arka bSliaradia

£ -¥
ipek be=imnin e { i E

Sekil 1. 2. Ipekbdceginin ipek bez yapisi (10)

1. 8. ipekboceginin Kokon Ipeginde Bulunan Proteinler

Ipekboceginin ipek bezleri tarafindan iiretilen kati bir fiber yapida olan ipekte

fibroinler, serisinler, seroinler ve proteinaz inhibitorleri olmak {izere dort grup

protein tanimlanmustir (4, 8).
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1. 8. 1. Fibroinler

Ipek bezlerinin arka boliimiinden iiretilirler (4, 8). B-pileli tabakali yapida olan
fibroin proteinleri (22, 23) ipegin temel yapisini olustururarak (7) kokon ipek
fiberinde erimeyen (8) ipek ¢ekirdegini meydana getirirler (7). ipegin yapisinda iig

farkli fibroin proteini bulunmaktadir.

a) Agir zincir fibroin proteini: 5263 aminoasit uzunlugunda ve 391367 Da
molekiiler agirhiginda biiyiik bir proteindir (22). ipek kiitlesinin %85’ini olusturur.
Disiilfit baglar1 ile hafif zincir fibroin proteini ve iki farkli biiytikliikte olan p25

glikoproteini ile birlesir (8).

b) Hafif zincir fibroin proteini: 25 kDa’luk bir polipeptid olup disiilfit bagi ile agir

zincir fibroine baglanir (8).

c) p25 glikoproteinleri: 27 ve 30 kDa’luk iki farkli biiyiikliikte olan bu protein hafif
zincir fibroin ve agir zincir fibroin proteinleri ile hidrofobik bir iligkidedir (24, 8).
Fibrohekzamerin olarak da bilinmektedir (25). Bu protein 6 tane fibroin dimerini

elementer ipek olusumu esnasinda birlestirir (4).

12



1. 8. 2. Serisinler

Ipek bezlerinin orta béliimiinden salgilanirlar (8). Yapisinda yiiksek oranda hidrofilik
aminoasitlerin olmasindan dolay1 (Ser, Gly, Asp ve Thr) fibroin proteinini basarili
yapigskan tabakalar ile sarar (25). Boylelikle kokon kohezyonunu gergeklestirirler.
Yapilan c¢aligmalar farkli aminoasit igeriginde ve biiyiikliikte cok sayida serisin
polipeptidinin oldugunu gdstermistir. Bu ¢alismalardan birinde 20-220 kDa’a kadar
degisebilen molekiiler agirliga sahip 15°den fazla serisin polipeptidin orta ipek
bezinin 6n bolgesinden salgilandigi tespit edilmistir (26). Fibroin gibi serisin de
makromolekiiler bir proteindir. Sicak-suda eriyebilen bu proteinin tiretiminde gorevli
bes farkli serisin geni tanimlanmistir (7). Bunlardan Ser-1 m-RNA’sinin farkl
olgunlagtirilmasi ile yani farkli exonlarin segilmesi ile (27) ve bes farkli serisin

proteini olusur. Bunlarin her biri kokonda farkli fonksiyona sahiptir.

1. 8. 3. Seroinler

Bu proteinler ipek bezlerinin hem orta boliimiinden hem de arka bdliimiinden
salgilanir. Seroinler, yiiksek miktarda prolin igerdiklerinden prolince zengin
antimikrobiyal peptidler olarak da adlandirilirlar. Bu 06zellik, kokona bakteri ve

kurtlara kars1 direng saglamaktadir (8).
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Bombyx mori’de, iki farkli biiytikliikte seroin proteini tanimlanmustir.

a) Seroin-1 proteini: 9912.6 Da molekiiler agirhiginda ve 90 aminoasit

uzunlugundadir (4).

b) Seroin-2 proteini: 10312.6 Da molekiiler agirliginda ve 94 aminoasit

uzunlugundadir (4).

1. 8. 4. Proteinaz inhibitorleri

Bu proteinler ipek bezlerinin orta bolimiinden salgilanir. Kokon igindeki proteinaz
inhibitorlerinin kokon olusumu ve korunmasinda gorevli oldugu bilinmektedir.

Bunlar kokonu mikrobiyal pargalanmadan, pupay1 ise potansiyel avcilarindan korur

(4).

Bombyx mori’de, iki farkl: biiyiikliikte proteinaz inhibitor proteini tanimlanmustir.

a) Kunitz tip inhibitor: 6000.75 Da molekiiler agirhginda ve 55 aminoasit

uzunlugundadir (4).

b) Kazal tip inhibitor: 4767.56 Da molekiiler agirliginda ve 44 aminoasit

uzunlugundadir (4).
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1. 9. Serisin ve Fibroin Proteinlerinin Endiistride Kullanim Alanlari

Biyolojik 6zelliklerinden dolay1 serisin, endiistride sik¢a kullanilmaktadir. (25). Bu
protein oksidasyona karsi direncli, antibakteriyel, ultraviyole direngli, nemi
kolaylikla absorbe edip serbest birakabilen bir yapidadir (5). Ornegin antioksidant ve
tirozinaz-inhibitor etkisi ile karyoprotektatif o6zelligi onu kozmetik ve besin

endistrisinde degerli yapmustir (25).

Yiiksek molekiiler agirliga sahip serisin  peptidleri (=20 kDa) medikal
biyomateryaller, pargalanmis biyomateryaller, polimer bilesenleri, fonksiyonel

biyomembranlar, fonksiyonel fiberler ve fabrika iirlinlerinde kullanilir.

Diistik molekiiler agirliga sahip serisin peptidleri (<20 kDa) ise sa¢ ve bakim

tirtinlerini iceren kozmetikte ve saglik tirtinlerinde kullanilir (5).

1.9. 1. Bio-parcalanmis Polimerler

Bio-parcalanmis polimerler, serisinin diger sakizlarla karistirilmasindan elde edilir.

Ornek olarak polimer filmleri, kopiikler ve regineler serisin igerir (5).
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1.9. 2. Membran Materyalleri

Membran temelli ayirmalar, saf su iiretimi ve endiistriyel biyo-islemlerde genis
olarak kullanilmaktadir. Bu membran materyallerinin yapiminda serisin
kullanilmaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalar serisin igeren membranlarin alkol-

su karigimlari i¢in su yoniinden segici oldugunu gostermistir (5).

1. 9. 3. Fonksiyonel Biyomateryaller

Serisin proteini, fonksiyonelligi artirma amaciyla g¢esitli materyallerin ylizeyini
kaplamada yani korunmasinda kullanilir. Ornek olarak sanat pigmentlerinin
hazirlanmasinda kullanilir. Ayrica serisin kapli materyaller miikemmel hava
gecirgendir. Ornegin serisin, fibroin ve PVA’dan (polivinil alkol) yapilmis hidrojel,

nemi absorbe ve desorbe edebilme 6zelligine sahiptir (5).

1. 9. 4. Medikal Biyomateryaller

Serisin ve fibroin igerikli membran, hayvan hiicrelerinin proliferasyonunda etkili bir
substrattir. Serisin ve fibroinden yapilmis filmler iizerinde hayvan hiicrelerinin
biliylidiigli goriilmiistiir. Ayrica serisin ve fibroinden yapilmis filmler miikkemmel bir

oksijen gegirgendir ve fonksiyonel 6zellikleri ile insan korneasina benzer.
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Bu yiizden serisin ve fibroinden yapilmis karigik filmlerin, suni kornealar
olusturmada kullanilabilecegi umut ediliyor. Ayni zamanda serisin kontak lens

tiretiminde, yiiksek elastik suni kan damarlar1 ve diger protezlerde kullanilabilir (5).

Serisin fibroinle birlikte, siilfonasyon tedavisine maruz birakilarak anti-koagulant
Ozellik kazanir. Bu 0Ozellikteki proteinin ise HIV virusunun timmin hiicrelere
baglanmasin1 engelledigi goriilmiistiir. Bu amagla antikoagulant 6zelligi ile ipek
proteininin, dis macunu ve tras kremleri gibi triinlerde kullanilarak HIV’in

yayilmasini dnleyebilecegi goriisii gelismistir (5).

1. 9. 5. Fonksiyonel Fiberler, Maddeler

Bazi sentetik fiberlerin fonksiyonel o6zellikleri dogal makromolekiillerle (kitin,
fibroin ve serisin) kaplanarak iyilestirilebilir.

Ornegin; lastik, kauguk eldiven, silgi ve gesitli spor malzemelerin kulpunda hidrolize
edilmis serisin kullanilir. Ayrica serisin kapli giysiler deride isilik yapmaz ve

emicidir (5).

17



1. 10. ipekbocegi Yetistiriciligi

1. 10. 1. Anadolu’da ipekbocekeiligi ve Bursa’min Onemi

M.S. 552 yilinda Bizanshilar doneminde Anadolu’ya getirilen ipekbdcegi tohumlari
once Bursa’da degerlendirilmistir. 16. yiizy1ll basinda ipekli dokumacilik biiyiik
gelisme gostermis ve diinya c¢apinda bir line kavusmustur. Anadolu ikliminin dut
agaci ve ipekbocegi yetistirmeye elverisli olmasi, ipekli dokumaciligin Avrupa’da
hizla gelismesi ile 1800°li yillarin baslarinda kaliteli kozalardan g¢ekilmis ham

ipekler rakipsiz duruma gelmistir (28).

1845 yilinda Bursa’da buharla ¢alisan ve 60 mancinigi bulunan ilk Harir Fabrikasi
kurulmugtur. 1888 yilinda ‘Bursa Harir Dartit Talimi’ isimli ilk ipekbocekeiligi okulu
kurulmugtur. 1908 yilinda gerceklesen 18 bin ton yas koza iiretimi tarihin en yiiksek
seviyesini olusturmustur. 1. Diinya ve Kurtulus Savaglari nedeniyle Avrupa
pazarlarinin kaybolmasi, iggaller, ekonomik ve sosyal diizensizlikler yas koza

tiretimini diistirmiistir.

1930 yilinda Ipekbocekeiligi Enstitiisii kurulmustur. Gerek Tiirkiye gerekse Bursa ili
koza iireticileri i¢in en 6nemli girisim 1940 yilinda Koza Tarim Satis Kooperatifleri
Birligi’nin kurulmasi1 olmustur. Ancak piyasalarda fiyat istikrarinin saglanamayarak
fiyatlarin giderek diismesi, ipekbocekeiligini olumsuz yonde etkilemistir. Diger
taraftan, II. Diinya Savasinin sebep oldugu birtakim sikintilar yiiziinden

ipekbdcekeiligi yeniden gerileme siirecine girmistir.
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1971°de Bursa’da Ipekbocekgiligi Arastirma Enstitiisii  kurulmustur.  1972°de
polihibrit tohum {iretimine gecilmesi ile iireticinin yeniden bu iirline yonelmesi
saglanmistir. 1980’den itibaren {iretilen kozalarin tamamindan ham ipek cekilerek

ipek hal1 iretimi baglamistir.

1989°dan sonra Cin’in ucuz koza iiretimine gitmesi ve alternatif iirlinlerin ragbet
gormesi gibi nedenlerle 1990’I1 yillardan itibaren iilkemizde ipekbocekgiliginde

gerileme baglamistir (28).

1. 10. 2. Sektordeki Kuruluslar

e Dut fidam iireticileri: Genellikle Bursa ve Bilecik illerinde toplanan bu aile

isletmelerinin iiretim kapasiteleri piyasa ve isletme 6zelliklerine gore degismektedir

(17).

e Ipekbocegi tohumu iireten kurulus: Bursa Koza Tarim Satis Kooperatifleri

Birligi yurt i¢i talebe gore tohum iiretim miktarini ayarlamaktadir (17).

e Mancinikla ipek ¢eken isletmeler: Genellikle Bursa, Bilecik, Hatay,
Diyarbakir, Odemis, Antalya ve Izmir’de bulunan kiigiik aile isletmeleri

seklindedirler (17).
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1. 10. 3. Tiirkiye’de ipekbécegi Tohumu Uretimi

Tohum 1rklarinin 1slah edilmesi kaliteli ipek iiretimi i¢in olduk¢a Onemlidir. Bu
amacla 1972 yilinda iilkemizde de iki saf irkin (Japon ve Cin) melezlenmesi ile elde
edilen polihibrit ipekbdcegi tohumu iiretimi baslamistir. Boylelikle iireticiye daha
kaliteli ve ucuz tohum elde etme imkani saglanmistir. Tiirkiye, diinyada ipekbocegi
tohumu {iireten sayili iilkeler arasindadir ve tohum kalitesi bakimindan ilk iigte yer
almaktadir. Tohum talebinin tamami1 kendi liretimimiz ile karsilanmakta hatta Misir,

Yunanistan, Iran ve Italya gibi iilkelere tohum ihracati bile yapilmaktadir (28).

Cizelge 1. 2. Tiirkiye ipekbdcegi tohum iiretimi, ihracati ve ithalati (kutu)

Yillar Uretim Ithalat Ihracat
1998 7.601 - 600
1999 6.626 - 570
2000 4.481 - -
2001 3.992 - --
2002 -- 200 50
2003 -- 5.000 --
2004 6.070 -- -
2005 6.583 -- --
2006 8.715 -- 600
2007 6.783 -- --
2008 6.500 -- --
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1. 10. 4. Tiirkiye’de Yas Koza Uretimi

Tirkiye’de yas koza iiretimi, cesitli siyasi ve ekonomik sebeplerden dolay1r 1990

yilindan 2001 yilina kadar azalmistir. Bu sebepler sdyle siralanabilir:

e Diinya yas koza iiretiminde %70’lik bir paya sahip olan Cin’in 1989 yilindan
itibaren koza fiyatlarint damping uygulayarak diigtirmesi

e 1990’daki korfez savasinin olumsuz etkileri

e Iran-Irak savasmnin bitmesiyle iran’m piyasalara donerek ipek hali ihracatini
tikamasi

e Uzakdogu’da baslayip biitiin diinya iilkelerini etkileyen Asya krizinin etkileri

e Gilineydogu Anadolu bdlgesinde yasanan terdr olaylari

e Marmara bolgesinde sanayinin gelismesi, zirai miicadele ilaglarinin asir1 ve

bilingsiz kullanilmasi.

1991 yilindan itibaren yas koza iiretimi devlet destegindedir. 2008 yili itibariyle
tilkemizde toplam 124,64 ton yas koza iiretilmistir. Koza {iretiminin en yogun oldugu
bolge Marmara bdlgesidir. Cilinkii 2008 yilinda yas koza {iiretiminin %28’1 bu
bolgede gerceklesmistir (28). Bursa ili %3,5’luk iiretim payi ile Diyarbakir, Antalya,
Bilecik, Ankara, Sakarya, Eskisehir ve Bolu illerinden sonra 8. sirada yer almistir

(Cizelge 1. 3).
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Cizelge 1. 3. Bursa’da ipekbocekeiligi

Yillar 2003 2004

2005

2006

2007

2008

Ipekbécegi
besleyen ilce 5 5

sayist

(adet)

Ipekbécegi 26 22
besleyen
koéy sayist

(adet)

Ipekbécegi 120 133
besleyen

aile sayist

(adet)

Dagitilan tohum 230 231
miktart

(kutu)

Elde edilen 6,99 5,75

vas koza (ton)

24

99

22

210,5

5,86

29

102

238,5

5,25

24

98

281

4,37

18

73

200

4,39



Kozabirlik tarafindan tohum dagitilan tiim koyler takip edilmekte ve yas koza iiriinti
iireticiden dogrudan satin alinmaktadir. Kozabirlik aldig1 kozalar1 kuruttuktan sonra
ihra¢ etmektedir. Ihracat genelde Japonya, Hong Kong, Giiney Kore, Endonezya,
Paraguay gibi Uzakdogu iilkelerine ve Italya’ya yapilmaktadir. Son yillarda kuru
koza ithalat1 neredeyse hi¢ yapilmamaktadir (Cizelge 1. 4). Bunun nedeni, ham ipek
ithal fiyatlarinin neredeyse koza fiyatina diismesi ve ham ipek liretimi igin yeterli

tesislerin bulunmamasidir (28).

Cizelge 1. 4. Tirkiye’de kuru koza ihracat1 ve ithalati

Yillar Ihra¢ miktar: Ihra¢ degeri  Ithal miktar: Ithal degeri
(ton) ($) (ton) ($)
1998 1,02 6.438 21,42 194.236
1999 18 90.000 -- --
2000 54 263.910 -- --
2001 -- -- 0,21 2.345
2002 3,05 4.170 -- --
2003 82,80 372.600 -- -
2004 61,20 225.360 -- -
2005 39,60 233.640 -- -
2006 33,49 202.000 -- -
2007 -- -- - -
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1. 10. 5. Tiirkiye’de Ham ipek Uretimi ve Endiistrisi

Uretilen ham ipegin tamamina yakin bir béliimii ipek hali iiretiminde
kullanilmaktadir. Ancak ham ipek dretimi, ipek hali sektoriiniin ihtiyacini
karsilayamamaktadir. Bu yiizden son yillarda Cin, Brezilya, Ozbekistan ve
Kirgizistan gibi iilkelerden ham ipek ithal edilmektedir (Cizelge 1. 5). Ulkemizde
tiretilen ipek halinin %100°e yakini ise Almanya, Fransa basta olmak iizere Avrupa

tilkelerine ve Amerika’ya ihra¢ edilmektedir (28).

Cizelge 1. 5. Tirkiye’de ham ipek iiretimi ve ipek hali ihracati

Yillar Ham ipek iiretimi Ipek haliihracatt  Ipek hali ihracati
(ton) (m2) (1000 $)

2003 28 26.201 21.290,31

2004 24 24517 26.079,26

2005 27 28.284 34.239,81

2006 22 18.412 31.217,90
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1. 10. 6. Yas Koza ve Ham ipek Uretiminde Diinya Piyasasi

Diinyada basta Uzakdogu {ilkeleri olmak {iizere 15 iilkede yas koza iiretimi
yapilmaktadir. Yillik idiretimi 1000 tonun iizerinde olan iilke sayist ise 5’i
gecmemektedir. Cin, Hindistan ve Brezilya iiretim miktarina gore ilk siralarda yer
almaktadir. 2005 yili verilerine gore bu iilkelerin toplam yas koza tiretimi diinya
tiretiminin yaklasik % 99’unu karsilamistir (Cizelge 1. 6). Ham ipek tiim diinya
tilkelerinde tiiketilmesine karsilik sadece belli sayida iilkede iiretilmektedir. Bazi
tilkeler ise ham ipek {tretimi i¢in modern filatiir tesisleri olmayist nedeniyle

tirettikleri yas kozanin dnemli bir kismini kuru olarak ihrag etmektedirler (28).

Cizelge 1. 6. 2005 y1l1 diinya yas koza ve ham ipek tiretimi (ton)

Ulkeler Yas Koza Uretimi Ham Ipek
(ton) (ton)
Cin 584.220 87.800
Hindistan 126.261 15.445
Brezilya 7.146 1.285
[ran 2.543 395
Japonya 626 150
Tiirkiye 156,9 27
Bulgaristan 42 6
Digerleri 89,9 8,3
Toplam 721.058,5 105.098,3
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1. 10. 7. Yasanan Sorunlar ve Coziim Onerileri

e Degisen teknoloji ve sartlari géz Oniine alarak konu ile ilgili giincel bir
yasanin hazirlanmasi 6nemli olacaktir.

e Masraflar1 en aza indirmek ve daha yliksek c¢ikis orani saglamak igin
ipekbdcekeiligi yapilan kdylerde toplu inficar evlerinin agilmasinda biiyiik
yarar vardir.

e Koza iiretiminde en biiyiik paya sahip Marmara Bolgesi’nde gozlenen gevre
kirliligi ve zirai miicadele ilaglarinin asir1 kullanimi ipekbdceekgiligine zarar
vermektedir. Ipekbdcegi yetistiriciliginin sanayinin az gelistigi, cevre
kirliliginin olmadig1 bolgelerde yayginlastirilmasi faydali olacaktir.

e Koza {iiretiminde cok firetici yerine az fakat egitimli {iretici ile diinya
standartlarinda {iriin elde etmek i¢in modern tarim teknolojisi ve entegre
tesisler desteklenmelidir.

e Japonya ve Cin’de oldugu gibi ipek ithalatinin ihtiyag oraninda resmi bir
kurulus tarafindan yapilarak i¢ iiretime zarar vermeyecek bir fiyatla ihtiyag
sahiplerine aktarilmasi gerekmektedir.

e Yas koza iireminin artirilmasi igin en belirleyici faktor olan fiyatlar, makul ve
istikrarli bir sekilde desteklenerek Cin’in ve Tirk Cumbhuriyetleri’nin yikici
rekabetinden kurtariimalidir .

e Uretilen ham ipegin %901 hali imalatinda kullanilmakta ve iiretilen halinin
%100’e yakini ihra¢ edilmektedir. Tek bir iirline bagli kalinmamasi ve iiriin
cesitliligine onem verilmesi ipekbdcekgiligimizin gelistirilmesinde olumlu

yonde etki edecektir (28).
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1. 11. Diinyada Ipek Kalitesini Artirma Amaciyla Kullamlan Iyilestirme

Programlan

Gegen otuz yil iginde, ipekbdcegi yetistirme programlarinda genetik prensipler
uygulanarak ipek kalitesinin artis1 saglanmistir (3). Bu prensiplerden olan DNA
parmakizi yonteminde genetik uzaklik ya da farkliliklar molekiiler belirleyiciler
yardimiyla belirlenerek genotiplerin pedigri analizi, morfolojisi ve cografyasi

hakkinda bilgi saglanmaktadir (2).

Molekiiler belirleyicilerin  gelisimi ipekboceginde Onemlidir. Cilinkii bunlarin
molekiiler nesil haritalama, yetistirme programlari, wrklarin parmakizi tayini ve
belirleyici yardimli seleksiyonda kullanimi ile ipekbocegi varyetelerinde lepidoptera
0zel genleri tanimlanmigtir. Ekonomik degere sahip 6zelligin (6rnegin ipek kalitesi)
DNA parmakizi yontemiyle siki iliskilere sahip oldugu bulunmasi durumunda
belirleyici yardimli seleksiyon yontemi kullanilarak nesiller iyilestirilmektedir (2).
Son zamanlarda ipekbdcegi irklarini iyilestirme i¢in kullanilan bu klasik yetistirme
stratejileri sayesinde yiiksek basari saglanmistir (3). Ornegin, Japonya’da ipegin
ozelliklerinde yapilan 1yilestirme ¢abalar1 basar1 gostermis ve ipek tiretiminde yiiksek

kaliteye ulasiimistir (3).
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1. 12. DNA Analizine Dayali Molekiiler Teknikler

Son yillarda molekiiler belirleyici gelisimi ve buna bagl olarak standart irklar i¢in
yapilan molekiiler haritalar alaninda ilerleme saglanmistir. Gliniimiizde belirleyici
yardimlt molekiiler teknikler, c¢esitli genomlarda yiiksek yogunlukta haritalarin
gelistirilmesinde, ilgili genlerin harita temelli klonlanmasinda, ekonomik karakterler
icin nitel 6zellik lokusunun tanimlanmasinda (QTL), molekiiler yardimli seleksiyon
(MAS) wuygulamasinda ve genetik farkliligi gostermede yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu sekildeki bir yaklasim ipekbdcegi genomunun analizi i¢in temel

olusturmus ve genomlarin karsilagtirilmasinda 6nemli bir alet haline gelmistir (19).

Son yillarda ise bu belirleyiciler, o6zellikle 1slah caligmalari icin 6nemli olan,
dogrudan iiretim O6zelliklerini etkileyen ve Olciilebilir 6zelliklerle ilgili olan genler
(Kantitatif Ozellik Lokuslar=QTL) iizerinde daha sik kullanilmaktadir. Bu
lokuslarda fenotipler kantitatif olarak belirlenebilir. Bircok genin islevsel olarak yer
aldig1 bu tip kalittima genellikle poligenik kalittm denmektedir ve bu tip 6zelliklerin

analizi i¢in bir populasyonda ¢ok sayida ogul doliin ¢alisiimas: gerekmektedir (29).

DNA analizi ile ilgili teknikler (30-32) Hibridizasyon (6rnegin; Enzimlerle Kesilen
DNA Parcaciklarinin = Polimorfizmi Teknigi= RFLP) ve Polimeraz Zincir
Reaksiyonu’na (PCR) (33-35) dayanmaktadir. AFLP (Cogaltilmis Pargacik Uzunluk
Polimorfizmi) (36-38), SSR (Basit Zincir Tekrarlar1) (39-47), SNP (Tek Niikleotid

Polimorfizmi) (48-51) PCR’a dayali tekniklerdir.
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1. 12. 1. Polimeraz Zincir Reaksiyonuna (PCR) Dayah Teknikler

Polimeraz Zincir Reaksiyonu, hedef olan lokusun in vitro kosullarda yapay
oligoniikleotidler (primer) (33-35) ile sinirlandirilarak ¢ogaltilmasi esasina dayanir.
Belli bir dongii sayisi sonunda secilmis DNA dizisinin asagi yukari milyar kati
kopyalanmaktadir. PCR’1n bu 6zelligi onun genetik testler, adli vakalar ve molekiiler
paleontoloji gibi pek c¢ok alanda kullanilmasini saglamaktadir (29). PCR

reaksiyonuna katilan bilesenler sunlardir:

1. Kalip DNA: Genomik DNA, plazmid ve faj DNA’lari, ¢esitli genler ve her

hangi bir DNA parcasi kalip olarak kullanilabilir (31).

2. Polimerazlar: Kalip iplikteki baz bilgisini kullanarak uzun poliniikleotid

zincirin sentezini katalizler.

3. Primerler: Kalip DNA’ya tamamen tamamlayici olan 10-25 niikleotid

uzunlugunda primerlere gereksinim vardir.

4. dNTP: Deoksiribo niikleozid fosfatlar primerden itibaren zincirin uzamasi

icin gerekmektedir.

5 .Tamponlar ve MgCl,: PCR’da kullanilan tamponlar ¢ogunlukla satin alinan

enzimlerle birlikte 10X konsantrasyonunda saglanabilmektedir. PCR karisiminda

enzim aktivitesini artirmak amaciyla Mg+2 kullanilmaktadir.
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PCR Reaksiyonu 3 asamada ger¢eklesmektedir:

1. Ayrilma (Denatiirasyon): Cift iplikli DNA’nin yiiksek sicaklikta

birbirinden ayrilmasi (92-96°C).

2. Baglanma (Annealing): Birbirinden ayrilmis DNA zincirlerinde bulunan

uygun bolgelere primerlerin baglanmasi (35-65°C).

3. Uzama (Elongation): DNA polimeraz enziminin aktivitesi ile primerden

itibaren sentezin ger¢eklesmesi (72°C) (10).

DNA | .
g 3
. v}
DENATIRASYON I 95°¢C
JITHT 0
BAGLANMA  P1 pz -50°C
T
LINLINEIR IS IR IR AR ETRL] 11 [1EL]
5 3
T T T TTAT AT TR IR TTRT TR T TR T TN
11—
UZAMA -
o 72°C
CIRET N R R RN A ETE IR IR EARETR TR
I--\. Bt e et P P R
2 KOPYA

SENTEZ YAKLASIK 25.35 DONGU BOYUNCA DEVAM EDER

Sekil 1. 4. Polimeraz Zincir Reaksiyonun Sematize Sekli
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1.12. 1. 1. RAPD (Rasgele Cogaltilmis Polimorfik DNA) Teknigi

Rasgele Cogaltilmig Polimorfik DNA (RAPD) yontemi, niikleotid sirasi rasgele
secilen kisa zincirli oligoniikleotid primerler kullanilarak polimorfik DNA
pargalarinin PCR reaksiyonlar1 ile ¢ogaltilmasi esasina dayanir (52, 53, 54). Primer
baglanma noktalarindaki mutasyon ve dizi degisiklerine bagli olarak bantlarin varlig
ve yoklugu polimorfizm olarak adlandirilir (52, 55). Giiniimiizde RAPD teknigi,
genomlarin analizinde (56), tiirler ve populasyonlar arasindaki varyasyonu

belirlemede sik¢a kullanilmaktadir (57-61).

1.12.1. 1. 1. RAPD Metodunun Avantaj ve Dezavantajlari

RAPD calismalarinda kullanilacak primerlerinin se¢ciminde DNA dizi bilgisine
ithtiya¢ olmamasi, teknigin basit, hizli ve otomasyonunun kolay olmas1 avantajlar
arasindadir (62). Tekrarlanabilirliginin zor olmasi, PCR kosullarinin tamamen sabit
tutulmasinin gerekliligi (63), belirlenen polimorfizmlerin dominant olmasindan

dolay1 heterozigotlarin ayirt edilememesi dezavantajlari arasindadir.

1. 13. Protein Analizine Dayali Molekiiler Teknikler

Aragtirmacilar tiirlerin genetik yapilarini calisirken 6nemli oranda genetik farkliliklar

tagidiklarin1  bulmuslardir. Bu farkliliklar DNA dizileri seviyesinde yapilan

metodlarla ve proteinlerle yapilan elektroforetik ¢alismalarla belirlenmistir.
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1. 13. 1. Elektroforez

Elektroforezde durgun fazi (sabit faz); kagit, asetat, seliiloz, poliakrilamid, agaroz
gibi dolgu maddeleri olusturur. Sabit ortamin gorevi molekiillerin porlardan
kolaylikla ge¢mesini saglamaktir. Hareketli faz ise elektrik akimidir. Elektroforezin
diger yontemlerden farki bir elektriksel alan yaratilarak protein molekiillerinin bu
elektriksel alanda farkli hizlarla bir elektrotdan digerine hareket ederek molekiil
agirliklarina ve tagidiklar: elektrik yiiklerine gore birbirlerinden ayrilmasidir. Segilen
pH degerine gore ayni 6zellikteki biyomolekiillerin iyonizasyonu benzer olacagindan
yiirlime yalnizca bir kutba dogru olusur. Yiiriimeyi yiik/kiitle oran1 dogrudan etkiler.
Kiiciik molekiiller 6nde, biiyiikler ise geride olacak sekilde siralama olusur. Daha

sonra boyama yaparak protein bantlar1 goriiniir hale gelmektedir (64).

1.13. 1. 1. Poliakrilamid Jel Elektroforezi

En yaygin kullanim alani olan elektroforez tipidir. Jel sentetik bir madde olan
akrilamid ile akrilamid tiirevi olan N-N'-metilen bisakrilamidin polimerlesmesiyle
olusturulur. Ornekler bu jel iizerinde yiiriitiilir. Akrilamid miktar1 ve
akrilamid/bisakrilamid orant jelin ayristirma kapasitesini belirler. Akrilamid/
bisakrilamid oran1 yiikseldikge jellerde 1sinma fazlalasir, kirilganlik artar, daha kolay

yikanir.
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Jel viizdesi Avyristirma Kapasitesi (Dalton)

% 5: 60.000 - 212.000
% 10: 18.000 - 75.000
% 15: 15.000 - 45.000

Polimerlesme reaksiyonunda akrilamid molekiilleri yanyana baglanarak diiz zincirler
olustururlar. Bisakrilamid molekiilleri ise iki akrilamid zinciri arasinda capraz
baglanmalar olusturarak agimsi bir yapt meydana getirir. Polimerlesme derecesi;
sicaklik, pH, amonyum per siilfat (APS) ve N,N,N'N'- tetrametil-etilendiamin
(TEMED) miktarina gore farklilik gosterir. Polimerlesme igin APS reaksiyon

baslatici, TEMED ise katalizor olarak rol oynar (64).

1.13.1.1.1. SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi)

En yaygin olarak kullanilan protein elektroforez teknigidir. Ornek hazirlama
tamponuna anyonik bir deterjan olan SDS eklenir. Iki amino asitte bir peptit zincirine
baglanarak protein molekiillerini olusturan alt birimleri birbirinden ayirir. Ayrica (-)
yiik tasidigindan her molekiiliin homojen bir sekilde (-) yiikle kaplanmasini saglar
(64). Boylece elektrik yiikii agisindan karisim igerisindeki biitlin protein molekiilleri
esit duruma getirilir. SDS-PAGE yontemi proteinlerin safliginin kontrolii, molekiil
agirliklariin saptanmasi, konsantrasyon ¢esitliliginin belirlenmesi ve saf proteinin

alt yapisinin incelenmesi amaciyla kullanilmaktadir (65).
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1. 14. Kaynak Ozetleri

e lipekbocegi ile ilgili yapilmis bazi molekiiler cahsmalar: Son yillarda farkls
ipekbocegi  klarinin  genetik  analizinde  gelismis  molekiiler  teknikler
kullanilmaktadir. Bu molekiiler teknikler ile irklarin karakterizasyonu yapilarak irk
ici ve wklar arasi genetik varyasyon oranlari belirlenmektedir. Bunlardan RAPD-
PCR teknigi ile yapilmis ¢alisma fazladir. Ornegin bir ¢alismada Bombyx mori ile
iligkili hiicre hatlar1 incelenirken (66) diger bir ¢alismada Bombyx mori’yi infekte
eden farkli mikrosporodian tiirlerinden en virulant olan1 tespit edilmistir (67). Bir
baska calismada ise RAPD bulgularini desteklemek i¢in ISSR-PCR, SSR ve RFLP
gibi diger baz1 tekniklerden faydalanilmistir (68). Bombyx mori’de genetik
varyasyonu belirlemede farkli tekniklerin kullanildigi ¢alisma fazladir. Bunlardan
birinde farkli ipekbocegi irklarinda FISSR-PCR teknigi kullanilarak polimorfizm
orani incelenmistir (69). Farkli ipekbdcegi irklarinda genetik farkliliginin tespitinde
minisatellit probu (70, 71) ve mikrosatellit lokuslarinin kullanildig1 ¢alismalar da
vardir (72). Goriildiigii tizere genom analiz ¢alismalarinda RAPD tekniginden (20,
73) baska farkl teknikler de tercih edilmektedir. Bunlardan biri olan RFLP teknigi
ile farkli irklarin genom analizleri yapilmistir (74). Bazi caligmalarda ise
ipekbdcegine ait genetik haritalar olugturulmustur (9, 75). Hatta bazi arastirmacilar
ipekboceginde biiylime verimlilik parametreleri ile iligkili molekiiler belirleyicilerin
tespitini yapmusglardir (76, 77). Bombyx mori irklarinin iliman ve tropikal irk olarak
ayrimi Oonemlidir. Irklarin ayriminda RAPD tekniginden (78) baska teknikler de
kullanilmigtir (79). Ayrica ipekbdceginin kokonunda bulunan proteinlerin molekiiler
analizinin yapildigi ¢alismalar da vardir. Bu ¢aligmalarin bazilarinda SDS-PAGE

yontemi kullanilarak farkli serisin polipeptidleri tespit edilmistir (80, 81). Hatta bir
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calismada transgenik hibrid ipekbocekleri kullanilarak Bombyx mori’ye ait prolyl-

hydroxylase a-alt tiniteleri ve insan kollajenleri iiretilmistir (82).

o Ipekbocegi ile ilgili yapilmis bazi morfolojik ¢calismalar: Literatiirde
Bombyx mori ve farkli irklarinin genetik analiz ¢alismalar1 yaninda kokondan elde
edilen fiberlerinin, ipek bezi ve yumurtalarinin morfolojik yapisi {izerine de
calismalar vardir. Bombyx mori ipeginin AFM (Atomik Gii¢ Mikroskobu) ve SEM
(Taramali Elektron Mikroskobu) ile incelenip diger bazi tiirlerle kiyaslandigi
caligmalar vardir (23, 83). Bazi calismalarda Bombyx mori’ye ait farkli saf ve hibrid
wrklarinin kokon filamentleri SEM’de incelenerek oyuklarin varligi tespit edilmis (84,
85, 86, 87), baz1 ¢alismalarda ise kokon filamentlerinin yapisindaki bu oyuklarin
olusum mekanizmas1 agiklanmis ve verimli kokon yapisi igin karakteristik oldugu
bildirilmistir (88, 89). Bir c¢alismada ise kokon fiberlerindeki serisin tabakasi
uzaklastirildiktan sonra tekrar incelenmistir (90). Bombyx mori’ye ait ipek
fiberlerinin termal ozelliklerinin SEM’den baska farkli metodlarla incelendigi

caligmalar da vardir (91).

Literatiirde ipekboceginin ipek bezi ile ilgili yapilmis ¢alismalardan bazilarinda yine
SEM (92, 93) kullanilmigtir. Bazi1 arastirmacilar ise Hymenoptera tiirlerine ait
larvalarin ipek bezlerini polarize 151k mikroskobunda inceleyerek ipekbocegi ile

karsilagtirmistir (94) .

SEM’de Bombyx mori’ye ait yumurta Ornekleri ile yapilmis ¢aligmalar da vardir.
Ornegin bunlardan birinde yumurta yiizeyinde parmak seklindeki mikrovillilerin
varligi tespit edilmis (95), diger bir ¢alismada da parmak seklindeki bu deliklerin toz

partikiillerinin ve patojenlerin girisini kontrol ettigi bildirilmistir (96).
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1. 14. Calismanin Amaci

e Ugc yerli ipekbocegi irkinin genomunu RAPD-PCR metodu ile molekiiler

yonden analiz etmek

e Ug yerli rkin kokonunda bulunan serisin proteinlerini SDS-PAGE yontemi

ile analiz etmek

e Ug yerli ipekbocegi 1rkina ait kokon drneklerini olusturan ipek fiberlerinin

yapisini 151k ve SEM’de incelemek

e Ug vyerli ipekbdcegi irkina ait serisin proteini uzaklastirilmis kokon

orneklerinin yapisint SEM’de incelemek

e Ug yerli 1rka ait yumurtalarin yapisint SEM’de incelemek

e Ugc irka ait ipek bezlerinin yapisint SEM’de incelemek.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2. 1. Orneklemeler

Bu ¢aligmada Tiirkiye’de yetistirilmekte olan ii¢ yerli ipekbdcegi irkina ait bireyler,
Bursa Ipekbocekgiligi Arastirma Enstitiisii’nden yas koza olarak temin edildi. Ug

yerli ipekbocegi irklarina ait bireylerin toplam sayilart Cizelge 2.1.’de verilmistir.

Cizelge 2. 1. Calismada kullanilan irklar ve toplam birey sayilari

Irkin Ad Erkek Sayis1 | Disi Sayis1 | Toplam
Alaca 15 5 20
Bursa Beyaz1 15 5 20
Hatay Sarisi 13 7 20
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2. 2. RAPD-PCR calismalari

2.2.1. DNA izolasyonu

Bu calismada kullanilan irklara ait DNA’lar Fermentas Genomik DNA Saflagtirma
Kit’i (Genomic DNA Purification KIT®) ile izole edildi. Bu izolasyon yonteminde
oncelikle bireylerden alinan doku 6rnekleri s1v1 nitrojenle bir ependorf tiip i¢inde toz
haline gelene kadar ezildi. Her bir bireye ait doku Ornekleri tizerine 200 ul TE
tamponu ilave edildi. Sonra da lizis tamponu (Lysis Buffer: KHCO;, NH,CI, 0.5 M
EDTA; pH: 8.0) eklenerek 65 °C’de 10 dakika bekletildi. Bekleme siiresinden sonra
dokularin iizerine kloroform eklenerek yavasga karistirildi ve ardindan Ornekler
10000 rpm’de 2 dakika siireyle santrifiij edildi. Ustte olusan temiz faz steril bir
ependorf tiipiine aktarildi ve c¢oktiirme solusyonundan (precipitation solution)
eklendikten sonra tiipler iki dakika oda sicakliginda karistirilarak bekletildi. Tekrar
10000 rpm’de 2 dakika santrifuj edilerek olusan iist faz dokiildii. Alta ¢oken kisim
ise 1.2 M NaCl ile iyice ¢oziildiikten sonra mevcut hacmin yaklasik iki misli kadar
saf alkol (%99) eklenerek 10 dakika -20 °C’de bekletildi. Daha sonra dondurucudan
alinan tiipler 10000 rpm’de 3-4 dakika santrifuj edildi ve dipte kalan DNA %70’lik
alkolle iyice yikandi. Tiipler kuruduktan sonra tizerlerine 100 pl steril su eklendi ve -

20 °C’de saklandi (10).

38



2. 2. 2. Genomik DNA Miktarimin Spektrofotometrik Olarak Hesaplanmasi

Bu calismada kullanilacak genomik DNA miktar1 spektrofotometrede 260 nm’lik
dalga boyunda olgiildii. Bu yontem, DNA igeren distile suyun emdigi ultraviyole
radyasyon miktarinin dlglilmesi ile gergeklesmektedir. 260 nm’lik dalga boyunda
okunan deger, mevcut ornekteki niikleik asit konsantrasyonunun 6l¢iilmesini saglar.
Ciinkii DNA’daki piirin ve pirimidin bazlari 260 nm’de ultraviyole 15181 absorblarlar
(10). 1 optik yogunluk (OD); ¢ift iplikli DNA i¢in 50 pg/ml, tek iplikli DNA ve RNA

icin 40 pg/ml’ ye karsilik gelmektedir.

Izole edilen ve spektrofotometrede dlgiilen ¢ift iplikli DNA miktarinin hesaplanmasi

asagidaki formiille olmustur:

DNA (pg/ml)=260 nm’deki OD x Sulandirma Orani1 x Katsay1 (50)

Bu calismada da oncelikle mevcut Orneklerin optik yogunluklart kuvars kiivet
kullanilarak spektrofotometrede Olciildii. Ardindan da DNA’lar 5 ng/pl olacak
sekilde RAPD-PCR uygulamalar1 igin seyreltildi. Ayni1 zamanda niikleik asit
safliginin tayini i¢in 260 nm ve 280 nm’deki OD’ler olgiilerek siispansiyonda fenol
veya protein atiklarinin varligr tespit edilmeye ¢alisildi. Niikleik asit solusyonunda
0OD260 / OD280 oranmnin 1.8-2.0 arasinda olmasi onemlidir. Protein veya fenol
atiklarimin - bulunmas1 bu orami azalttigindan DNA miktarinin  kesin olarak

hesaplanmasi zorlagsmaktadir (97).
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2. 2. 3. PCR Uygulamalarinda Kullanilan Primerlerin Tayini

Bu c¢alisgmada kullanilan primerlerin se¢iminde (sentetik oligoniikleotidler) su
Ozelliklere dikkat edildi: Guanozin ve Sitozin bazlarinin toplaminin, toplam baz
sayisina oraninin % 50 ile 80 arasinda olmasi, birbirlerinin tamamlayicis1 olmamasi.
Primer sec¢iminde Operon Technology® den rasgele 40 adet primer secildi.
Calismada kullanilan primerlerin DNA dizileri ve dizideki G-C oranlar1 Cizelge 2. 2

’de verilmisgtir.
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Cizelge 2. 2. Primerlerin baz dizileri ve G-C sayisinin toplam baz sayisina orant

Prime

; Primer Dizini (5'---3") G- C (%)
1 CTGGGGACTT 60
2 CTGAGACGGA 60
3 AGCGTCCTCC 70
4 TGGGCGTCAA 60
5 GGGCGGTACT 70
6 AGCCTGAGCC 70
7 ACCACCCACC 70
8 ACAACGCCTC 60
9 GGCGGTTGTC 70
10 GGGACGTTGG 70
11 ACTGAACGCC 60
12 ACAACTGGGG 60
13 GTCAGAGTCC 60
14 TCGGCGGTTC 70
15 GAGGTCCACA 60
16 GTCAGTGCGG 70
17 GTCCGGAGTG 70
18 GTGACCGAGT 60
19 ACGCAAGAGG 60
20 AGACGATGGG 60
21 GGGTCGCGGT 80
22 GGTCGATCTG 60
23 AGTCGCCCTT 60
24 GGGCCAATGT 60
25 GTGGAGTCAG 70
26 TGAGGGTCCC 70
27 AGCCGTGGAA 60
28 GTGTCGCGAG 70
29 CTCTGGAGAC 60
30 GGGAATTCGG 60
31 TGTCATCCCC 60
32 AAGCCTCGTC 60
33 GGACTGGAGT 60
34 GGTGACGCAG 70
35 CCTTGACGCA 70
36 TTCCCCCGCT 70
37 | AAGCTTGATTGCC 50
38 | AAGCTTCGACTGC 50
39 | AAGCTTTGGTCAG 50
40 | AAGCTTCTCAACG 50
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2.2. 4. Cahsilan Uc Yerli Ipekbocegi Irkinda Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Tekniginin Optimizasyonu

En iyi sonuglarin alindig1 ¢alismalarin dikkate alinarak optimizasyonun yapildigi bu
calismada (10, 20, 31, 47, 54, 63, 98-100) kullanilan bilesenlerin (MBI Fermentas® )

miktarlart asagida siralanmistir:

1. 10X Reaksiyon Cozeltisi: Hazir ticari stoktan 2.5 pl kullanildi.

2. Tag polimeraz Enzimi: 5 u/pl stok ¢ozeltisinden 0.2 u/pl enzim kullanildi.

3. Primer: 100 ng/pl yogunlugunda sulandirilan stoklar 0.6 pM olacak
sekilde kullanildi.

4. MgCl, Cozeltisi: 25 mM olan hazir stoktan 3 mM kullanildi.

5. dNTP: 10 mM olan hazir stoktan 1.25 mM olacak sekilde kullanildi.

PCR uygulamalarinda kullanilan karisimlarin hacimleri toplam 25 pl olacak sekilde
0.2 mI’lik ependorf tiiplerinde bir bireye ait genomik DNA 6rnegi ile birlikte PCR 1s1

diizenleme cihazina (thermocycler; Thermo Hybaid®) yerlestirildi.

2. 2. 4. 1. Reaksiyon Isilar1 ve Dongii Sayisi

Bu calismada DNA ipliklerinin birbirinden ayrilmasi i¢in 94 °C, primerlerin uygun
DNA bélgelerine baglanabilmeleri i¢in 34 °C, primer iizerinden zincirin uzamasi igin
ise 72 °C’lik sicakliklar uygulandi. Bu ii¢ asamanin bir dongii olarak kabul edildigi
caligsmada toplam 35 dongili uyguland1 ve sentez isleminin tamamlanmasi igin 72

°C’de 10 dakika bekletildi (94 °C’ de 2 dakika baslangi¢ ayrilma).
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Bir déngii: 94 °C = 30 saniye ; 34°C = 30 saniye ; 72 °C = 45 saniye

PCR isleminin ardindan oOrnekler elektroforez teknigi i¢in +4 °C’de bekletildi.

Caligma boyunca RAPD-PCR tekniginin her bir uygulamasi 3 kez tekrarlandi.

2. 2. 4. 2. Elektroforez Teknigi

Elektrolit ¢6zeltisi olarak kullanilan TBE (Tris- Borik Asit- EDTA) (20). dnce 10
misli konsantre olarak (64.8 g Tris, 33 gr Borik asit, 24 ml 0.5 M EDTA) hazirlandi
ardindan da bu stok ¢ozelti distile su ile seyreltilerek kullanildi. Her bir elektroforez
uygulamasi i¢in kullanilan 150 ml’lik 10X TBE’nin 18 ml’lik kismi agaroz jelin

hazirlanmasi icin geriye kalan kismi da elektrolit ¢ozelti i¢in harcandi.

2.2.4.2.1. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

% 1.7 yogunlugunda kullanilan agaroz jelin (10) hazirlanmas: i¢in gerekli olan
agaroz (Sigma) miktar1 erlende 1X yogunlugundaki TBE c¢ozeltisi igerisinde
seffaflasana kadar kaynatildi. Sonra da icine etidyum bromid eklenerek sogutuldu.
Boya maddesi olarak katilan etidyum bromid ¢o6zeltisi 0.5 pg/ml olacak sekilde
kullanildi. Etidyum bromid mutajenik bir etkiye sahip oldugundan c¢alisma boyunca
kullanilan jeller ve diger atik maddeler atik torbasinda toplanarak Tiirkiye Atom

Enerji Kurumu’na gonderildi.
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2.2.4.2.2. Agaroz Jelin Dokiilmesi

Hazirlanan jel soguduktan sonra (50°-60° C) taraklari takilmig olan jel tepsisine
dokiildii. Dokiildiikten sonra jelin {lizerinde DNA bantlarinin  yiirtimesini
Onleyebilecek hava kabarciklart yok edildi. Daha sonra DNA Orneklerinin
yiiklenecegi kuyucuklarin olugmasi i¢in katilagsan jelden taraklar dikkatli bir sekilde
cikarildi. Ardindan jelin {ist kismi tamamen Ortiiliinceye kadar 1X yogunlugundaki

TBE elektrolit ¢ozeltisiyle dolduruldu.

2.2.4.2. 3. Orneklerin Agaroz Jele Yiiklenmesi

Cogalan DNA ornekleri, kuyucuklara yiliklenmeden once laboratuarda ficoll,
bromfenol blue ve 0.5 M’lik EDTA’dan hazirlanmis olan yilikleme boyasi (Loading
Buffer) ile boyandi. Her bir 6rnege ait PCR f{irliniine esit hacimde karistirilan
bromfenol blue boyasi elektroforez sirasinda DNA bantlarinin yaklagik konumunu

gostermek icin kullanildi.

2.2.4.2. 4. Orneklerin Yiiriitiilmesi

Calismada ornekler en iyl sonucun alindigi 5 Volt/cm’de 2.5 saatlik siirede

yuriitildi.
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2. 2. 4. 3. RAPD Bantlarinin Gozlenmesi ve Verilerin Kaydedilmesi

Etidyum bromidle boyanan DNA bantlari, ultraviyole (UV) goriintiileme sehpasi
tizerinde (312 nm dalga boyunda yansima gosterdiklerinden) gézlendi. Bu bantlarin
uzunluklarini tespit etmek i¢in 100 bp DNA Plus (MBI Fermantas ® SMO321) DNA
Ol¢egi kullanildi. Bazi primerlere ait jel goriintiileri Polaroid ® (DS-34) fotograf
makinesi ile fotograflanirken bazi primerlere ait goriintiiler de Jel Goriintiileme

Cihaz1 kullanilarak bilgisayar ortamina aktarildu.

2. 2. 4. 4. Verilerin istatistiksel Analizi

Bu c¢alismanin verileri, POPGENE (VERSION 1.31 Microsoft Window-based
Freeware for Population Genetic Analysis, Yeh F.C., Yang R. and Boyle T., 1999)

istatistik paket programi kullanilarak degerlendirildi.

2.2.4.4.1. Genetik Varyasyonun Ol¢iilmesi

Yiiksek yapili organizmalarin olusturdugu populasyonlarda tiim lokuslardaki gen
varyasyonunu Olgme zor oldugundan kiigiik oranlarda 6rneklenen genler ile tiim
genetik cgesitlilik gosterilir (101). Bu ¢alismada incelenen her i¢ yerli ik igin
polimorfik lokuslarin yiizdesi, gen gesitliligi (heterozigotluk), allellerin sayisi,
shannon’un bilgi endeksi, 1rk i¢i ve irklar arasi genetik farklilik, genetik kimlik ve

genetik mesafe degerleri hesaplandi (polimorfik lokuslarin ytizdesi 0.99 alindi).
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2. 3. Uc Yerli Irka Ait Serisin Proteinlerinin SDS-PAGE Yéntemi ile Analizi

2. 3. 1. Serisin Proteininin Elde Edilmesi

Kokonlardan serisin proteininin elde edilmesinde 2 farkli metod kullanildi. 1.
metodda: 0.01 g Na,CO3 (90) ve 0.1 g toz hale getirilmis beyaz sabun 100 ml distile
suda manyetik karigtirict kullanilarak homojen karigim haline gelene kadar
karistirildi. Ardindan {i¢ 1rka ait kokon 6rnekleri (450 mg) kiiclik parcalara kesilerek
bu karigima ilave edildi. Bu karisimda 1 saat kaynatildi. Bu siirecte serisin fibroinden
ayrilir. Olusan st faz baska bir tiipe alindi (102). II. metodda: Her bir irka ait
kokonlar kiiclik parcalara ayrilarak farkli santrifiij tliplerine alindi. Kaynatilmis
distile suda 4 kez yikandi. Ardindan her birinin iizerine 3 ml distile su ilave edildi ve
1 gece bekletildi. Ertesi giin tiipler beher icine alinip otoklavda 1 saat 120°C’de
bekletildi. Ornekler siiziilerek yeni tiiplere alind1 (102). Her iki metodla elde edilen
protein &rnekleri -20°C’deki dondurucuda saklandi. Iki farkli metodla serisin protein

ornekleri bagarili bir sekilde elde edildi.
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2. 3. 2. Jellerin Hazirlanmasi

Alt ve iist jel hazirlanmasinda (103) asagida verilen stoklar kullanildu.

Stok Cozeltiler ve Tamponlar
1. Akrilamid/Bis akrilamid (%30 T, %2,67 C) stogu

30 g akrilamid ve 0,8 g N’N’-bis-methylene-akrilamid (103) tartildi. 100 ml’ye
distile su ile tamamlandi. 4°C’de karanlikta saklandi.

2. %10 (w/v) SDS

10 g SDS, 90 ml distile suda ¢oziiliip, 100 ml’ye tamamlandi.

3.1,5M Tris-HCI, pH=8,8

18.17 g Tris 100 ml’ye distile su ile tamamlandi. pH=8,8’e asit ya da baz ile

ayarlanip, 4°C’de saklandi.

4.0,5M Tris-HCI, pH=6,8

6 g Tris 100 mI’ye distile su ile tamamlandi. pH=6,8’¢ asit ya da baz ile ayarlanip,

4°C’de saklandu.

5. %10 APS

0,1 g amonyum persiilfat 1 ml distile suda ¢o6ziildii.

Oncelikle ayirma jeli dokiildii. Uzeri su ile ortiilerek 30 dakika polimerize olmasi

i¢in beklendi.
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9612°lik ayirma jeli (30 ml)

1.5 M Tris-HCI (pH:8.8) — 12 ml
Distile su — 10.035 ml
%10 SDS — 0.3 ml

%30 Akrilamid 0.8 bisakrilamid — 12 ml
TEMED — 0.015 ml

%10 APS — 0.15ml

Ayirma jeli olustuktan hemen sonra istteki su tabakasi dokiiliip hazirlanan
diizenleme jeli dokiildii. Kuyucuklari olusturmak i¢in jelin {izerine tarak takildi.
Elektroforez taragi ile ¢ozelti arasinda hava kabarcigi kalmamasina dikkat edilir.

Kuyucuklarin olusmasi igin yine en az 30 dakika beklendi (104).

%4°liik diizenleyici jel (15 ml):

0.5 M Tris-HCI (pH:8.8) — 1.90 ml
Distile su — 10.835 ml
%10 SDS — 0.15 ml

%30 Akrilamid 0.8 bisakrilamid — 1.95 ml
TEMED — 0.015 ml

%10 APS — 0.15 ml
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2. 3. 3. Protein Orneklerinin Hazirlanmasi

Protein Ornekleri once 3 dakika 8000 rpm’de santrifiij edildi. Alinan {ist faz daha
onceden hazirlanan yiikleme tamponu ile 1:2 oraninda karistirilarak kaynayan su
buharinda 4 dakika 1sit1ld1 (104). Ornek Tamponu: 1M tris: 2.4 ml; %20 SDS : 3 ml;
Gliserol: 3 ml; B-merkaptoetanol: 1.6 ml; Bromfenolblue: 0.006 g (+4°C’de

saklandr)

2. 3. 4. Orneklerin Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi

Cam tabakalar icerisinde polimerize olmus jel tank igerisine yerlestirildi. Tank
igerisine 10X’lik stok yiiriitme tamponundan (Tris:9 g, Glisin:43.2 g, SDS:3 g, distile
su ile 300 ml’ye tamamlandi) seyreltilerek hazirlanan 1X’lik tampondan ilave edildi.
Hazirlanan ornekler 150 Voltta 4 saat yiiritildii. Ayrica protein bantlariin

belirlenebilmesi i¢in SMO 661 Unstained Protein Ladder yiiklendi.

2. 3. 5. Jelin Boyanmasi ve Boyadan Arindirilmasi

Elektroforez sonrasinda jel Coomassie Blue Brilliant-R (CBB) ile boyandi (14).
Bunun i¢in 0.25% (250 mg) CBB 45:45:10 % metanol:su:asetik asitle karistirildi ve
jel bu boyada bir gece boyunca bekletildi. Ardindan jel 45:45:10 % metanol: su:

asetik asit solusyonu ile sik sik yikanarak boyasi uzaklastirildi. Belirginlesen protein
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bantlarinin fotograflar1 Sony UP-D897 Markal1 Dijital Jel Goriintiilleme Cihazi ile
cekildi.

2. 4. U¢ Yerli IrktaYapilan Morfolojik Calismalar

2. 4. 1. Kokonlarin Isik Mikroskobunda Incelenmesi

Ucg yerli 1rka ait kokon orneklerinin morfolojik yapisi Zeiss Scope Al marka 151k

mikroskobunda incelendi ve fotograflar ¢ekildi.

2. 4. 2. ipek Bezlerinin Cikarilmasi

Besinci yas donemindeki ipekbodcegi larvalarinin bas kisimlarinda bulunan ipek
bezleri (83) stero mikroskop altinda bistiiri yardimiyla ¢ikarilip incelenmek iizere

uygun tampon igerisine alindi.

2. 4. 3. Orneklerin SEM Ic¢in Hazirlanmasi

Cikarilan ipek bezleri, kokon 6rnekleri 0.2M’lik sodyum fosfat tamponu igerisinde
10 dakika yikandi. Ornekler tamponda hazirlanmis %3 liikk gluteraldehitte (94, 105,
106) +4 °C’de bir saatlik ilk tespite alindi. Daha sonra 6rnekler pH’1 7.2 olan sodyum
fosfat tamponu igerisinde 10’ar dakika arayla ii¢ degistirme yapilarak yikandiktan
sonra ayni tamponda hazirlanmis %1°lik osmiyum tetroksitte 1.5 saat silireyle +4
%C’de ikinci tespite alindi. Ornekler, icerisindeki osmiyum tetroksitin iyice
uzaklagtirilmasini saglamak i¢in bir gece sodyum fosfat tamponu ile yikandi.
Dehidrasyon isleminde, ornekler 10’ar dakika arayla %50, %60, %70, %80, %90,

%95 ve %99’luk etil alkol serilerinden gegirildi. Dehidrasyon asamasindan sonra
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ornekler petri kaplarina konularak 30 OC deki etiivde bir gece kurumaya birakildi.
Kurutma igslemi sonunda 6rnekler stablar tizerine alinarak “POLARON 500 kaplama
cihaziyla 2 dakika siire ile altinla kaplandi. Ardindan “JEOL JSM-5600" marka
SEM’de incelenerek fotograflari gekildi (107, 108, 109). Ayrica her bir irktan segilen
5 bireyde fiber kalinlig: ile yumurta en ve boy uzunlugu olgtimleri yapildi. Kokon
fiberlerinin ortalama kalinligini belirlemek i¢in her bir irktan 75 adet olmak {izere
225 adet; yumurta 6rneklerinin ortalama boy ve en uzunlugunu belirlemek igin ise
her irktan 10 adet olmak {izere toplam 30 adet Ol¢ciim yapildi. Elde edilen veriler

ANOVA (varyans analizi) testi ile degerlendirildi.

2. 4. 4. Serisini Uzaklastirilmis Fiberlerin SEM I¢in Hazirlanmasi

Adi gecen ii¢c yerli ipekbocegi irkina ait kokon ornekleri suda 30 dk. siireyle
kaynatilarak fiberleri saran yapigkan protein tabaka (serisin) uzaklastirildi. Is1
muamelesi sonucu elde edilen fiber 6rnekleri petri kaplarinda 24 saat sureyle oda
sicakliginda kurumaya birakildi. Daha sonra stablar iizerine alinarak SEM’de
incelendi. Ancak fotograflarda serisinin tamamen uzaklasmadig1 goriildii. Bu nedenle
fiber eldesi bir bagska metotla tekrar denendi. 0.01 g Na,CO3 (90) ve 0.1 g toz hale
getirilmis beyaz sabun 100 ml distile suda manyetik karistirict kullanilarak homojen
karisim haline gelene kadar karistirildi (12). Ardindan ii¢ 1rka ait kokon 6rnekleri
kiiciik parcalara kesilerek (450 mg) bu karisima ilave edildi. Ornekler bu karisimda 1
saat kadar kaynatildi. Dehidrasyon isleminde, 6rnekler 10’ar dakika arayla %50,
%60, %70, %80, %90, %95 ve %99’1luk etil alkol serilerinden gegirildi. Dehidrasyon

asamasindan sonra ornekler petri kaplarina konularak bir gece kurumaya birakildi.
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Stablar kaplama cihaziyla 2 dakika siire ile altinla kaplandi. Daha sonra SEM’de

incelenerek fotograflari ¢ekildi (90, 107).

3. ARASTIRMA BULGULARI

3. 1. RAPD-PCR Calismalari

3.1. 1. Taranan RAPD Primerleri ve Elde Edilen DNA Bantlar1

Ug yerli ipekbdcegi 1rki rasgele segilen 40 Operon primeri ile tarandi. Bunlardan 7

tanesi ile elde edilen 68 RAPD band verileri POPGENE paket programi ile

degerlendirilerek her ii¢ yerli irkta toplam 61 polimorfik lokus belirlendi.

Cizelge 3. 1. Sonu¢ alinan 7 RAPD Primeri ve bunlarin her ii¢ yerli ipekbdcegi

irkinda olusturdugu ortak ve polimorfik bantlarin yaklasik uzunluklari

Primerin Adi Gozlenen Bantlarin Yaklasik Blyuklikleri (bp)
OPL12 200-1500
OPL18 225-900
OPNO5 350-1100
OPU19 200-1500
OPY11 200-800
OPY13 250-425
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OPY15

275-1000

Calismada kullanilan OPL-18 primeri ile sadece Bursa Beyazi irkinin bazi

bireylerinde 225 bg, 800 bg ve 900 bg’lik bantlar gozlenirken bu bantlar diger iki

irkta gozlenmedi. Hatay Sarisi irkinin bazi bireylerinde ise ayni primerle 850 bg¢’lik

bant tespit edildi (Sekil 3. 1).

OPN-05 primeri ile ilging olarak Alaca ve Bursa Beyazi wrklarmin ¢ogu bireyinde

900 bg’lik bant gozlenirken Hatay Sarisi irkinda bu bant gozlenmedi (Sekil 3. 2).

OPU-19 primeri ile Hatay Sarisi’na ait bireylerin bazilarinda 650 bg¢’lik bant

gozlenirken diger iki irka ait bireylerde bu bant gozlenmedi (Sekil 3. 3). OPY-11

primeri ile Hatay Saris1 icin diger iki irktan farkli bir bant profili gézlendi (Sekil 3.

4). Diger ii¢ primerle her ii¢ ik arasinda polimorfik bantlar tespit edilmedi.

Bunlardan OPY-13 primeri ile her {i¢ irkta elde edilen bantlar sekil 3.5’de verildi.
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{Belirlevici)

000 be
2000 be

1000 b
600 be

B

500 be
400 be
300 be
200 be

a. Alaca
1000 be
300 be 900 be
T 300 he
500 be
225 be
300 be
200be ——

b. Bursa Beyazi

1000 be

600 he
500 he

400 he
300 he

c. Hatay Saris1
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Sekil 3. 1. OPL-18 primeri ile elde edilen RAPD bant profilleri

200 be

600 be
500 be
400 be
300 be

a. Alaca

1000 be
900 be

500 be

b. Bursa Beyazi

1000 be
600 be
200 be
400 be
300 be

c. Hatay Saris1




Sekil 3. 2. OPN-05 primeri ile elde edilen RAPD bant profilleri

B

800 be
600 be

200 be

a. Alaca

800 be
600 be
500 be

200 be

b. Bursa Beyazi

B

800 be
650 be
600 be
500 be
200 be

c. Hatay Saris1

Sekil 3. 3. OPU-19 primeri ile elde edilen RAPD bant profilleri



a. Alaca

800 be
600 be
500 be
300 be

200 be -

b. Bursa Beyazi

300 be
600 be
500 be
300 be
200 be

c. Hatay Saris1

PO

800 be
600 be
500 be

300 be
200 be
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Sekil 3. 4. OPY-11 primeri ile elde edilen RAPD bant profilleri

S00 be
400 b 425 be
a. Alaca
B
S00 be
425 be 400 be

b. Bursa Beyazi

500 be

25 be praren S R R 400 be

c. Hatay Saris1
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Sekil 3. 5. OPY-13 primeri ile elde edilen RAPD bant profilleri

3.1.2. Ug Yerli Irkta Genetik Varyasyonun Analizi

Bu ¢alismada o6ncelikle 40 rasgele primerle taranan toplam 60 bireyden elde edilen
68 RAPD band1 ile bantlarin varligi ““1°’ (dominant) yoklugu ise ‘0’ (resesif) kabul
edilerek bir veri tablosu olusturuldu (EK). Sonra veriler paket programi ile

degerlendirilerek asagidaki sonuglar elde edildi.

3. 1. 2. 1. Polimorfik Lokuslarin Yiizdesi

Irk i¢i polimorfik lokuslarin yiizdesi karsilastirildiginda en yiliksek deger Hatay

Sarisi’nda (55.88) en diisiik deger ise Bursa Beyazi1 ve Alaca’da (44.12) belirlendi.

3. 1. 2. 2. Heterozigotluk

En yiiksek heterozigotluk degeri Hatay Sarisi’nda (0.1396) en diisiik deger ise Bursa
Beyazi’nda (0.1176) gozlendi (Cizelge 3. 2). Bu sonuglara gore bir lokusta gozlenen
heterozigotlarin ortalamasinin en yliksek Hatay Sarisi’nda iken en diisiik Bursa
Beyazi irkinda oldugu sdylenebilir. Cizelge 3. 3’de ise her {i¢ 1rk icin heterozigotluk

degeri verilmistir.
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Cizelge 3. 2. Calisilan ii¢ yerli ipekbdcegi irkinda elde edilen 68 lokus icin genetik

varyasyon istatistiginin 6zeti (na: Gozlenen allel sayisi, ne: Etkili allel sayisi, h:

Nei’nin (1973) gen gesitliligi, I: Shannon’un bilgi indeksi, p.lokus: polimorfik lokus)

Irk Ornek | na ne h I p.lokus | %p.lokus
Sayisi
Alaca 20 14412 | 1.2168. | 0.1324 | 0.2038 | 30 44,12
0.5002 | 0.3199+ | 0.1788+ | 0.2639+
+
Bursa 20 14412 |1.1904. | 0.1176 |0.1835 | 30 44,12
Beyaz1 0.5002 | 0.3017+ | 0.1712+ | 0.2496+
+
Hatay 20 1.5588 | 1.2251. | 0.1396 | 0.2203 | 38 55.88
Saris1 0.5002 | 0.3174+  0.1753+ | 0.2521+
+

Cizelge 3. 3. Her ii¢ yerli irkta elde edilen 68 lokus ig¢in

istatistiginin 6zeti

genetik varyasyon

Ornek sayisi na ne h I
Ortalama 60 1.8971 1.2727 | 0.1764 0.2884
Standart 0.3061 | 0.3060 | 0.1626 0.2245
Sapma
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3. 1. 2. 3. Gozlenen ve Etkili Allel Sayisi

Biitiin alleller ayn1 siklikta oldugunda gozlenen allel sayisi etkili allel sayisina esittir.
Ancak zararli genlerin bulunmasi durumunda etkili allel sayisi (ne) her zaman
gozlenen allel sayisindan (na) daha kiicliktiir. Bu ¢alismada etkili allel sayisi (ne)
degerleri gozlenen allel sayisi (na) degerlerinden kiigiik bulundu. Gdézlenen allel
sayist 1.4412-1.5588 arasinda degisirken, etkili allel sayis1 1.1904-1.2251 arasinda

degisti.

3. 1. 2. 4. Shannon’un Bilgi Endeksi

Shannon’un bilgi endeksinin en diisiik degeri Bursa Beyazi’nda (0.1835), en yiiksek
degeri ise Hatay Sarisi’nda (0.2203) gozlendi. Gen farkliligini 6lgen bu degerler

heterozigotluk degerleri ile paralellik gostermektedir.

3. 1. 2. 5. Irk i¢i ve Irklar Arasinda Genetik Farklihk (=Gen Cesitliligi )

Tiim wrklar arasinda genetik farklilik (Hy) 0.1752, 1rk igi genetik farklilik (Hs) 0.1299
bulundu. Gen farklilagsmasinin goreceli biiytikliigii ise (Ggr) 0.2586 olarak gozlendi
(Cizelge 3. 4). Bu degerler wrklar arasindaki genetik varyasyonun 1rk i¢indeki genetik

varyasyondan daha fazla oldugunu géstermektedir.
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Cizelge 3. 4. Calisilan ii¢ yerli irkta gen ¢esitliliginin analizi

Ornek Sayisi H; Hs Gqr
Ortalama 60 0.1752 0.1299 | 0.2586
Standart Sapma 0.0261 0.0126
Polimorfik Lokus 61
Polimorfik Lokuslarin Yiizdesi 89.71

3. 1. 2. 6. Genetik Kimlik ve Genetik Mesafe

Nei’nin (NEI, 1987) gen farklilig1 analizinde belirleyici Olciiler olarak ifade edilen
genetik kimlik ve genetik mesafe degerleri hesaplandi. Bursa Beyazi ile Hatay Sarist
arasindaki genetik kimlik 0.9037, genetik mesafe 0.1012; Bursa Beyaz1 ve Alaca
arasinda genetik kimlik 0.9382 , genetik mesafe 0.0637 ; Hatay Sarisi ile Alaca arasi
genetik kimlik 0.9238, genetik mesafe 0.0793 bulundu (Cizelge 3.5). Buna gore, en
uzak genetik mesafe Bursa Beyazi1 ve Hatay Sarisi irki arasinda gozlenirken en kisa
genetik mesafe Alaca ve Bursa Beyazi arasinda gozlendi. Genetik kimlikler genetik

mesafe kaliplarini takip eder fikriyle genetik olarak en yakin irklarin Alaca ve Bursa

Beyaz1 oldugu sdylenebilir.
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Cizelge 3. 5. Genetik kimlik (caprazin iistiinde verilen) ve genetik mesafenin

(caprazin altinda verilen) dl¢iimii

Irklar 1 (Alaca) 2 (Bursa Beyaz) 3 (Hatay Sarisi)
1 e 0.9382 0.9238

2 0.0637 folalela 0.9037

3 0.0793 0.1012 -

UPGMA kullanarak Nei’'nin genetik mesafesine gore elde edilen dendogram

PHYLIP VERSION 3.5 NEIGHBOUR Yo6ntemine gore olusturuldu. (Sekil 3.6).

oo popl
S SRE— 1
--2 Ao pop2
!
e pop3

Sekil 3. 6. Ug yerli ipekbocegi ki arasmda UPGMA kullanilarak olusturulan
genetik mesafeyi gosteren dendogram (Metod =UPGMA - PHYLIP Version 3.5.

NEIGHBOR Y 6ntemi)
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3. 2. U¢ Yerli Irka Ait Serisin Proteinlerinin SDS-PAGE Yontemi ile Analizi

Her ii¢ wrkin kokonlarindan elde edilen serisin proteinleri SDS-PAGE ile 200

kDa’luk tek bant olusturdu (Sekil 3.7.).

Al A2 A3 A4 A5 Belirlevici

Bl B2 B3 B4 B5 Belirleyici
(Bursa Bevaz)

H1 H2 H3 H4 H5  Belirleyici
(Hatay Sarsi)

Sekil 3. 7. SDS-PAGE’de ii¢ yerli 1rka ait serisin proteinlerinin bant profili
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3. 3. Uc¢ Yerli Irkta Yapilan Morfolojik Calismalar

3. 3. 1. Kokonlarn Isik Mikroskobunda incelenmesi

Isik mikroskobu ¢alismalarinda ii¢ irka ait kokon morfolojilerinde farkliliklar oldugu
tespit edildi. Bursa Beyazinda kokonu olusturan fiberler ¢cok sik dizilirken, Alaca ve

Hatay Sarisi1 irklarinda daha gevsek dizilmistir (sekil 3. 8 ve sekil 3. 9).
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Bursa Beyaz:

Hatay Sarisi

Sekil 3. 8. Bombyx mori irklarimin 1g1k mikroskobundaki kokon morfolojileri (X20)



Bursa Beyaz:

Hatay Sarisi

Sekil 3. 9. Bombyx mori irklarinin 1s1k mikroskobundaki kokon morfolojileri (X100)
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3. 3. 2. Orneklerin SEM’de incelenmesi

3. 3. 2. 1. Kokonlarin Morfolojisi

Taramal1 elektron mikroskopta yapilan incelemeler sonucunda ii¢ irka ait bireylerin
kokon fiber yapilarinda belirgin farkliliklar tespit edildi. Bu farklilik 6nce kokonu
olusturan fiberlerin morfolojisinde gbéze ¢arpmaktadir. Bursa Beyazinda kokonu
olusturan fiberler dah sik dizilirken, Alaca ve Hatay Sarisi irklarinda daha gevsek ve
aralarinda yer yer bosluklar birakacak sekilde dizilmislerdir (Sekil 3. 10). Ikinci
farklilik fiberlerin yiizey yapilarinda goriildii. Hatay Sarist ve Alaca wrklara ait
bireylerin fiber yiizeylerinde nispeten daha piiriizsiiz ve ¢ok az oyuk gozlenirken,
Bursa Beyazina ait fiberlerin yiizeylerinde ¢ok sayida girintili-¢ikintili oyuk gézlendi
(Sekil 3. 11 ve sekil 3. 12). SEM incelemeleri sonucunda kokon ve fiber
morfolojilerinin Hatay Sarisi ve Alaca’da nispeten birbirlerine benzedigi, Bursa

Beyazinda ise oldukga farklilik gosterdigi gozlendi.
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Hatay Sarisi

Sekil 3. 10. Bombyx mori irklarinda gozlenen fiber dizilimi (X200)
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Hatay Sarisi

Sekil 3. 11. Bombyx mori irklariin fiber yiizey morfolojileri (X500)
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Bursa Beyaz:

Hatay Sarisi

Sekil 3. 12. Bombyx mori irklarinin fiber yiizey morfolojileri ( X1000)
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Hatay Sarisi

Sekil 3. 13. Bombyx mori irklarinin fiber kalinlik 6lgtimleri ( X200)
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Ug yerli 1rka ait fiber kalinlik l¢iimlerinin degerlendirildigi ANOVA testinin sonucu

Cizelge 3. 6.” da verilmistir.

Cizelge 3. 6. Grup ortalamalarini karsilastirmak i¢in uygulanan Anova testi sonucu

Fib
Alaca Bursa | Hatay Ortal Oer (gm)d c
Beyaz: | Sansi rtalama | Standart p
Sapma
Grup | Alaca - - 0.34 0.13 |2.51|0.08

Bursa . + 0.35 0.08

Beyazi

Hatay i ¥ 031 | 0.0

Saris1

+ Ortalama kalinlik farkli (p<0.10)
- Ortalama kalinlik ayn1 (p>0.10)
F: Anova testi sonucu

Alaca, Bursa Beyazi ve Hatay Sarisi irklarindan alinan toplam 225 gézlemde yapilan
Anova testi sonucunda, kokonlara ait fiber kalinliklarinin ortalamasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik oldugu tespit edilmistir (p<<0.10). En yiiksek ortalama Bursa
Beyazi’inda en diigiik ortalama ise Hatay Sarisi’nda elde edildi. Analiz sonucunda
ortalamalarda farklilig1 ortaya ¢ikaran gruplarin ‘Bursa Beyazi’ ve ‘Hatay Sarist’
irklar1 oldugu sonucuna varilmistir (p<0.10). Buna goére ‘Bursa Beyazi’ ve ‘Hatay
Sarist” wrklarmin fiber kalinliklarinda faklilik tespit edilirken; ‘Alaca’ ve ‘Bursa
Beyazr’ wrklarinin karsilastirilmasinda farklilik olmadigi tespit edilmistir (p<0.01).
Hatay Sarisit irkina ait fiber kalinligir diger irklara gore daha ince olarak tespit

edilmistir.
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3. 3. 2. 2. Serisini Uzaklastirilmis Fiberlerin Morfolojisi

Ucg 1rka ait kokonlar yiizeylerindeki serisin tabakasmin uzaklasmasi igin distile suda
30 dakika kadar kaynatildi. Ancak kozalarin mikroskobik incelemelerinde fiberlerin
yiizeyindeki serisin protein tabakasinin sadece ¢atlamig oldugu tamamen
uzaklagmadigr goriildii (sekil 3.14). Bu yiizden calisma donemi icinde oOrnekler
sodyum kakodilat (Na;COg3) tamponunda 1 saat siire ile yikanarak tekrar incelendi.
Elde edilen fotograflarda ii¢ irkin serisin proteinin tamamen uzaklagmis oldugu ve

kokon fiber yapilarinda irka 6zgii farkliligin ortadan kalktig: tespit edildi (sekil 3.15).
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Alaca

serisin
tabakasindalka
catlak

Bursa Beyaz1

Hatay Sarisi

Sekil 3. 14. Distile su ile kaynatilarak serisin proteini uzaklastiritlmis Bombyx mori

rklarinin fiber yiizey morfolojileri (X1000)
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Sk B@EE Z9-MAT B9

Saon BEEES

Bursa Beyazi

Hatay Sarisi

Sekil 3. 15. Sodyum tamponu ile kaynatilarak serisin proteini uzaklastirilmis Bombyx

mori rklarinin fiber yiizey morfolojileri (X5000)
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3. 3. 2. 3. Yumurtalarin Morfolojisi

Her ti¢ 1rkin da yumurta morfolojisindeki farklilik hemen dikkat ¢gekmektedir. Alaca
irkinin  yumurta yiizeyindeki motif dizilisi olduk¢a diizensizdir. Hatta hepsi
neredeyse sekil bakimindan birbirinden farkli gériinmektedir. Motiflerin aralarindaki
mesafeler de birbirinden farkli olmakla birlikte tek bir motif igerisindeki 6zel
bdlmeler belirgin degildir. Bursa Beyazi irkinda ise diizenli bir motif yapisi hemen
gbze carpmaktadir. Ciinkii motiflerin hemen hemen hepsi ayni1 boyutta, aralarindaki
mesafe de neredeyse esit gorlinmektedir. Her bir motif yapisi ise birden ¢ok petek
gorinimlii yapinin bir araya gelmesiyle olugmustur. Hatay Sarist1 yumurta
morfolojisi bakimindan daha ¢ok Bursa Beyazi irkina benzemektedir. Hatay Sarisi
irkinda da diizenli bir motif yapist vardir. Ayrica Bursa Beyazi irkinda oldugu gibi
motif igerisindeki 6zel bolmeler dikkat ¢gekmektedir. Ancak Bursa Beyaz1 1rkindaki
belirgin petek yap1 goriintlisi Hatay Sarisi wrkinda o kadar net bir sekilde

gozlenmemektedir (Sekil 3. 16 ve sekil 3. 17).
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Hatay Sarisi

Sekil 3. 16. Bombyx mori wrklarinin yumurta yiizey morfolojileri (X60)
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Hatay Sarisi

Sekil 3. 17. Bombyx mori irklarinin yumurta yiizey morfolojileri (X1000)
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Ug yerli irka ait yumurta drneklerinde yapilan en ve boy uzunlugu &lciimlerinin

SPSS analiz sonucu Cizelge 3. 7.’de verilmistir.

Cizelge 3. 7. Ug yerli 1rka ait yumurta Sl¢iimlerinin ANOVA testi sonucu

IRK
Alaca Bursa Beyazi Hatay Sarisi
Standart Standart Standart
Ortalama| Sapma |Ortalama] Sapma |Ortalamal Sapma |F p
Boy 1.38 0.05 1.27 0.06 1.35 0.06] 4.499, 0.035
(mm)
En 1.03 0.10 1.17 0.08 1.15 0.05 4.792/ 0.030
(mm)

En ve boy wrklarda farklidir (p<0.10). Yumurta boy uzunlugu degeri Alaca’da daha
yiiksek iken Bursa Beyazi irkinda daha diisiik ¢ikmistir. En uzunlugu degeri ise en

yiiksek Bursa Beyazi’nda en diisiik Alaca’da elde edilmistir.

3.3. 2. 4. ipek Bezlerinin Morfolojisi

Ug 1rka ait ipek bez yapilarinda farklilik tespit edilmemistir. Bilindigi iizere Bombyx
mori’nin bas kisminda bulunan ipek bezi bir glandular limen seklindedir. Arka
boliimde fibroin proteinleri salgilanirken orta boliime gelen bu salgi serisin tabakalari
ile sarilir. Ipek bezinin morfolojik yapisinda uzun ve bircok kivrim yapan loblarin
oldugu tespit edildi (sekil 3.18). Bu loblar ¢ok sayida salgilama tiipleri igermektedir.
Salgilama tiiplerinin kdk kismindan uglara dogru inceldigi goriildii. Burada iiretilen
ipek salgis1 once torba seklindeki depo igerisine salgilanir. Fotografdan da goriildiigi
gibi depo boliimi diiz ve genistir. Buradan ipek ince bir ipek kanali yardimiyla

disartya verilmektedir.
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Sekil 3. 18 : a. Bombyx mori irkina ait tirtilin bas kismi (labium bezleri) b. ipek bezinin morfolojisi (X35)

c. ipek bezinde salgi tiiplerinin morfolojisi (X100)
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

RAPD-PCR Calismalari: Son zamanlarda yiiksek verim 6zelligine sahip irklarin 1slahinda
genetik analiz yontemleri klasik yetistirme programlari ile birlikte sik¢a kullanilmaktadir. Bu
calismada Tirkiye’nin ii¢ yerli ipekbocegi irki (Alaca, Bursa Beyazi ve Hatay Sarisi)
laboratuar imkanlar1 ve uygulama avantajlart nedeniyle RAPD-PCR teknigi ile analiz edildi.
Ug yerli ipekbdcegi ki rasgele secilen 40 Operon primeri ile tarandi. Bunlardan 7 tanesi ile
elde edilen 68 RAPD bandi POPGENE paket programi ile degerlendirildi ve her ii¢ yerli irkta
toplam 61 polimorfik lokus belirlendi. Elde edilen sonuglar Alaca ve Bursa Beyazi (iliman
varyete) 1rklarinin birbirine yakin grup, Hatay Sarisi (tropik varyete) irkinin ise bu iki irktan

daha uzak bir grup oldugunu gosterdi.

Benzer sekilde yurt disinda yapilan caligmalardan elde edilen verilerle de farkli ipekbdcegi
irklar1 1liman (ipek kalitesi yiiksek) ve tropik irklar (ipek kalitesi diisiik) olmak tizere farkli
gruplara ayrilabilmistir. Ornegin Nagaraja ve Nagaraju (20), RAPD teknigini 13 farkl
ipekbocegi rkinda genetik polimorfizmi belirlemede kullanmistir. Bu arastirmacilar da 40
rasgele primer kullanmistir. Bu primerlerden 5 tanesinin tropik ve iliman varyeteler i¢in ayirt
edici oldugunu bildirmislerdir. Bir baska ¢alismada ise Thanananta (78), 5 farklt morfolojik

irk1 yilda iki-nesil veren (1liman ) ve ¢ok-nesil veren (tropik) olmak iizere iki gruba ayirmistir.
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RAPD-PCR teknigi ipekbdceginin genetik analizinde de kullanilmistir. Ornegin Promboon ve
ark. (73), P, ve C,y olarak adlandirilan irklarin ¢aprazindan elde edilen F, neslindeki 102

bireyi, 320 primerle tarayarak 243 polimorfik DNA bandi elde etmislerdir.

Son yillarda yapilan birkag ¢alismadan da Ornek verilirse; Iwanagaa ve ark. (66), Bombyx
mori’nin atasi olarak kabul edilen Bombyx mandarina’ya ait hiicre hatlarint RAPD primerleri
ile inceleyerek Bombyx mori’ye ait hiicre hatlar ile iliskili oldugunu bildirmistir. Murthy ve
ark. (110), 5 multivoltin ipekbdcegi genotipi icin 30 RAPD primerini kullanarak 73
cogaltilmig irlin elde etmislerdir. Abe ve ark. (111), Bombyx mori’ye ait W kromozomunun
0zel DNA sekanslariin analizinde RAPD primerlerini kullanmislardir. 12 tane W-6zel RAPD
belirleyici tanimlanmis ve baska organizmalara ait retrotranspozonlarla aminoasit sekans
benzerligi oldugu tespit edilmistir. Bu veriler retrotranspozonlarin W kromozomunun temel

yapisal bileseni oldugunu ortaya ¢ikarmaistir.

Bilindigi tizere, ancak birka¢ molekiiler teknikle desteklenen sonuglar daha giivenli ve yeterli
bilgi verir. Bu nedenle bazi arastirmacilar sonuclarim1 desteklemek icin diger bazi
tekniklerden de faydalanmiglar ve RAPD-PCR metodunun genetik varyasyonu belirlemede
oldukg¢a basarili bir teknik oldugunu gdstermislerdir. Ornek olarak Nagaraju ve ark. (68),
yukarida belirtilen RAPD-PCR caligmalarinda (20) inceledikleri 13 farkli ipekbocegi irkinin
analizinde RFLP ve 3 tane PCR-temelli teknigi (RAPD, ISSR-PCR ve SSR teknigi)
kullanmiglar ve onceki ¢alisma ile destekleyici bulgular elde ettiklerini bildirmislerdir. Bu
dort yaklagim da 13 farkl ipekbocegi irkini tropik ve 1liman irklar olmak iizere ayirt etmede

faydali olmustur.
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Molekiiler tekniklerle irka 6zgii bant profillerinin elde edilmesi 1rklarin karakterizasyonu i¢in
onemlidir. Benzer sekilde yerli irklarimizin karakterizasyonu i¢in ayirt edici bantlarin elde
edilmesi de ileride yapilacak iyilestirme programlari i¢in 6nemli olacaktir. Bu g¢alismada
kullanilan RAPD primerlerinden OPN-05 primeri ile Alaca ve Bursa Beyazi irklarinda 900
be¢’lik bant gozlenirken Hatay Sarisi irkinda bu bant gozlenmedi. OPL-18 primeri ise sadece
Bursa Beyazi bireylerinde 225 bg, 800 bg ve 900 bg’lik bantlar olusturdu. OPU-19 primeri ile
sadece Hatay Sarist’ na ait bireylerde 650 bg’lik bant elde edildi. Daha 6nceki RAPD-PCR
calismasinda 23 adet primer kullanilmis (10) ve bunlardan OPA-02 (g9 be) bant1 sadece Hatay
Sarisi irkina ait bireylerde elde edilmisti. Benzer sekilde Nagaraja ve Nagaraju (20)’ da OPA-
0200 by bantini sadece tropik irklarda elde ettiklerini ve bu bantin belirleyici olarak
kullanilabilecegini bildirmistir. OPL-18 (225 be, 800 be, 900 by Bursa Beyazi irkiin (sekil 3. 1.),
OPN-05 (990 ne) Alaca ve Bursa Beyazi irkinin (sekil 3. 2.), OPU-19 (30 gy (sekil 3. 3.) ve

OPA-02 (300 ¢) ise Hatay Sarisi irklarinin karakterizasyonunda belirleyici olarak kullanilabilir.

Bu calismadan elde edilen verilerin ipek kalitesi yoniinden farkli olan ii¢ yerli irkin 1liman ve
tropik varyeteler olarak ayrilmasinda kullanilabilir olmasi yerli ipekbocegi irklarinin

molekiiler karakterizasyonu agisindan faydali olabilecektir.

Serisin proteinlerinin SDS-PAGE ile analizi: Diinyada Bombyx mori’nin kokonunda
bulunan serisin proteini ile yapilmis cok caligma vardir. Elektroforetik calismalar serisin
proteinine ait sayilarca farkli uzunlukta ve farkli aminoasit iceriginde polipeptidin oldugunu
gostermistir. Bu ¢alismalarda serisin proteinlerinin SDS-PAGE ile molekiiler agirliklar: tespit
edilmistir. Sprague (26) 20’den 220 kDa’a kadar molekiiler agirlig1 degisebilen 15°den fazla

polipeptidin oldugunu bildirmistir.
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Takasu ve ark., (27), kokondan serisin M (400 kDa), P (150 kDa), ve A (250 kDa)
proteinlerini izole ederek SDS-PAGE ile molekiiler agirliklarini tespit etmistir. Takasu ve ark.
(80), bir baska calismalarinda Bombyx morinin orta ipek bezinin farkli bolgelerinden
salgilanan 3 farkli serisin bilesenini SDS-PAGE yontemi ile inceledikten sonra 400 kDa’luk
serisin M ile 150 kDa’luk serisin P’nin birbirlerine aminoasit icerigi ile benzerken 250
kDa’luk serisin A’nin digerlerine benzemedigini bildirmislerdir. Zhang ve ark. (102), Bombyx
mori’ye ait serisin proteinin aminoasit analizini yapmislar ve molekiiler agirligini SDS-PAGE
ile tayin etmislerdir. Serisinin 50-200 kDa arasinda degisebilen farkli molekiiler agirliklara
sahip oldugunu tespit etmislerdir. Dash ve ark. (81), tropikal ipekbdcegi olan Antheraea
mylitta’nin kokonundan serisin proteinini izole ederek SDS-PAGE ile incelemislerdir. SDS-
PAGE’de yaklasik 200 kDa’luk bir bant olustugunu tespit etmislerdir. Ayrica diisiik
molekiiler agirhiga sahip serisinlerin pupayr g¢evresel faktorlerden koruyabilirken yliksek

molekiiler agirliga sahip olan serisinlerin ise ipek direncini artirabildigini bildirmislerdir.

Benzer sekilde bu calismada da {i¢ irka ait kokonlardaki serisin proteinleri literatiirde
belirtildigi gibi elde edildi ve SDS-PAGE yontemi ile beklenen 200 kDa’luk bantin olustugu

gozlendi (sekil 3. 7.).

Kokonlarin morfolojisi: Taramali elektron mikroskopta yapilan incelemeler sonucunda ii¢
irka ait bireylerin kokon fiber yapilarinda belirgin farkliliklar tespit edildi. Alaca ve Hatay
Sarist irklarinda kokonu olusturan fiberlerin daha gevsek dizilirken, ipek verimliligi daha
yiiksek olan Bursa Beyazinda fiberlerin daha siki dizildigi gozlendi. Bunun yani sira
fiberlerin yilizey yapilarinda goriilen farkliliklar da ilgi ¢ekicidir. Bursa Beyazi irkina ait
fiberlerin ylizeylerinde ¢ok sayida girintili-¢cikintili oyuk gozlenirken Alaca ve Hatay Sarisi

irklarina ait fiberlerin ylizeylerinde daha az oyuk gézlendi.
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Mondal ve ark. (84), Bombyx mori’ye ait farkli saf ve hibrid 1rklarina ait kokon filamentlerini
SEM’de incelemislerdir. Morfolojik calismalar, irklar arasinda sekil ve boyut agisindan
varyasyonun oldugunu gostermistir. Bu ¢alismaya benzer sekilde Mondal ve ark. da iki nesil
veren saf irklarda (1liman-ipek kalitesi yiiksek) ¢ok nesil veren saf irklara (tropik- ipek kalitesi
diistik) gore kokon fiberlerinin daha sik dizilimli oldugunu tespit etmislerdir. Diger farkliligin
ise fiberlerin yiizeylerindeki oyuk sayis1 ve sekli oldugunu bildirmislerdir. Ornegin, ¢ok nesil
veren 1rklardaki oyuk sayisi iki nesil verenlere gore daha fazla goriilmiistiir. Bu ¢alismada da
Bursa Beyazi kokonlarinin fiber yiizeylerindeki girinti ¢ikintilarin diger irklara gore fazlalig
ilgi ¢ekicidir. Sonug olarak Mondal ve ark., oyuk sayisinin ve seklinin ipek kalitesinin tespiti
icin bir belirleyici olabilecegi ve bu nedenle yetistirme programlarinda kullanilabilecegini

aciklamistir.

Fiberleri olusturan oyuklarin varligi diger ¢alismalarda da tespit edilmistir. Narumi ve ark.
(85), Bombyx mori ve Bombyx mandarina’nin kokon filamentlerinde oyuklarin varligimn
tespit etmislerdir. Narumi ve ark. (87), bir bagka caligmalarinda yabani ipekbocegi erkek
bireylerinde disi bireylere gore kokon filamentlerinde daha fazla sayida ve daha biiyiik
oyuklarin oldugunu tespit etmistir. Bazi1 arastirmacilar da Mondal ve ark. gibi kokon
filamentlerinde oyuklarin varligini tespit ederek ipek verimliligi ile iliskilendirmistir. Ornegin
Lin ve ark. (88), 5 yabani ipekbdcegine ait kokon filamentlerinin SEM incelemeleri
sonucunda oyuklarin varligimi tespit etmis, bu oyuklarin verimli kokon yapist i¢in
karakteristik oldugunu bildirmislerdir. Bu bulgu farkli ipek kalitesine sahip ipekbdcegi
irklarinin tanimlanmasi ve iyilestirme programlarinda kullanilabilmesi i¢in olduk¢a onemli

olmustur.
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Benzer sekilde bu calismada da {i¢ irka ait kokon morfolojilerindeki farklilik ilgi ¢ekicidir.
SEM analizleri, fiber morfolojilerinin Hatay Saris1 ve Alaca’da birbirlerine benzerken Bursa
Beyazinda oldukga farkli oldugunu gosterdi. Hatay Sarist koza rengi bakimindan farklilik
gostermesine ragmen mikroskobik morfolojisi ile beyaz renkli kozaya sahip Alaca’ya
benzemektedir. Ipek kalitesi daha yiiksek olan Bursa Beyazi irkinda fiber diziliminin daha sik
olmast ve fiber yiizeyindeki oyuklarin daha fazla olmasi yerli irklarin morfolojik

karakterizasyonu i¢in dnemlidir.

Serisini uzaklastirilms fiberlerin morfolojisi: Altman ve ark. (90), Bombyx mori’ye ait
kokon fiberlerini 90°C’de 60 dakika kaynatarak SEM’de incelemistir. Serisin tabakasinin
tamamen uzaklasmasi ve alttaki fibroin tabakasinin incelenebilmesi i¢in bu metodun basarili

oldugunu bildirmistir.

Bu caligmada da benzer sekilde serisin proteini uzaklastirilmis fiberlerin morfolojik
incelemelerinde ii¢ 1rk arasinda farklilik tespit edilmedi. Ciinkii 6rneklerin sodyum kakodilat
tamponunda yikanmasi ile Ustteki serisin tabakasi ¢ozdiiriildii. Elde edilen fotograflarda ii¢
irkin serisin proteinin tamamen uzaklasmis oldugu ve kokon fiber yapilarinda irka 6zgii
farkliligin ortadan kalktig1 tespit edildi. Buradan serisin proteinin alttaki fibroin tabakasini

sararak fibere 6zgli desen kazandirdig1 anlagilmaktadir.

Yumurta Morfolojisi: Bombyx mori’nin yumurta morfolojisi ile yapilmis c¢alisma sinirl
sayidadir. Keino ve Takesue (95), erken gelisim fazindaki Bombyx mori yumurtalarini
SEM’de incelemis ve verimli yumurta yilizeyinin bir seri degisim gecirdigini bildirmistir.
Yumurta yiizeyinin sayilarca parmak seklinde mikrovillilerle dolu oldugunu agiklamistir.
Kumar ve ark. (96), Lepidoptera ailesine mensup bir ipekbocegi tiirii olan Antheraea
assamensis Helf.’in yumurta yiizeyini SEM ile incelemislerdir. Bu arastirmacilar da yumurta

yiizeyinde hava alis-verisini saglayan ve ayni zamanda g¢evre ile yapilan gaz aligverisi
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esnasinda toz partikiillerinin ve patojenlerin girisini kontrol ettigi diisliniilen mikropilar

denilen parmak seklinde deliklerin oldugunu bildirmislerdir.

Bu calismada {i¢ irka ait yumurta morfolojisindeki farklilik dikkat ¢ekicidir. Alaca irkinin
yumurta yiizeyindeki motif yapisi1 diizensiz olarak gozlenirken Bursa Beyazi irkinda motif
yapist oldukca diizenli olarak gozlendi. Hatay Sarisi irkinda da diizenli bir motif yapisi
gbzlendi. Ancak Bursa Beyazi’nda goriilen belirgin petek yapilar Hatay Sarisi’nda o kadar net
degildir. Yumurta morfolojisinde gozlenen irklar aras1 farkliliklar ve yine Bursa Beyazi
irkinin  farkli  bir morfoloji gostermesi ipekbdcegi irklarinin  karakterizasyonu ig¢in

kullanilabilir.

Ipek bezlerinin morfolojisi: Ug irka ait ipek bez yapilarinda farklilik tespit edilmedi.
Bombyx mori’nin bas kisminda bulunan ipek bezinin morfolojik yapisinda uzun ve birgok
kivrim yapan loblarin oldugu goriildii. Bu loblar parmak seklinde olup kdk kismindan uglara
dogru incelerek ¢ok sayida salgilama tiiplerini olusturmustur. Bu goriintiilerden literatiirde
belirtildigi gibi salgilamanin tek yonlii oldugu anlasilmaktadir. Burada iiretilen ipek salgisi
once torba seklindeki diiz ve genis olan depo igerisine salgilanir oradan da disariya ¢ikar.
Gomes ve ark. (94) , Bombyx mori’ye ait ipek bezi ile ilgili mikroskobik incelemelerinde
salgilamanin liimenin merkezinde izotropik oldugunu agiklamislardir. Yani merkezi
salgilamanin 6n bez bolgesinde bir organizasyon gostererek tek yonli oldugunu
bildirmislerdir. Akai ve ark. (112), glandular liimende baslayan salginin makromolekiiler
diizeyde paketlendigini bildirmistir. Arka ipek bezinden {iretilen salginin fibroin proteinleri
oldugunu orta ipek bezi boliimiinde ise serisinlerle bu fibroin tabakasinin sarildigini
aciklamigtir. Zacarin ve ark. (105), ipek olusum mekanizmasinda Hymoneptera ve
Lepidoptera i¢in iki basamagin benzer oldugunu agiklamistir: Bunlar liimen i¢inde protein

polimerizasyonunda tipik yapilarin olusmasi ve bu yapilar arasindan ipek bezi boyunca
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¢oziinmeyen ve iyi diizenlenmis ipek filamenti olusumudur. Sasaki ve Tashiro (92), Bombyx
mori’nin arka ipek bezi hiicreleri ile ilgili SEM ve 1s1ik mikroskobunda ayrintili bir ¢aligma
yaparak fibroini salgilayan iki ¢esit hiicre grubunu tespit etmistir. Bunlar halkasal ve radyal
mikrotiibiil sistem olarak tanimlanmistir. Her ne kadar ipegin fiziksel 6zellikleri ve yapisi ile

ilgili ¢ok ¢aligma yapilmis olsa da hala ipegin yapist ile ilgili cevaplanamamis sorular vardir.

Tiirkiye’de Alaca, Bursa Beyaz1 ve Hatay Saris1 olmak iizere yetistirilen ii¢ yerli irk vardir.
Bunlarin korunarak devamliligi Bursa Ipekbdcekeiligi Arastirma Enstitiisii tarafindan
gerceklestirilirken 2004 yilinda Enstitii’niin kapatilmasiyla bu gérevi simdilik Bursa il Tarim
Midiirliigii iistlenmistir. Tiirkiye’de ham ipek iiretimi i¢cin ekonomik kaygilardan dolay1 yerli
ipekbdcegi irklarindan ziyade Japon x Cin ipekbdcegi irklarinin hibritleri tercih edilmektedir.
Bu durum disariya bagimlilig: siirekli kilmaktadir. Tiirkiye’nin cografik kosullarina uyumlu
bu {i¢ yerli irkin 1slah programlar ile iyilestirilmesi disartya bagimlilig1 ortadan kaldirarak
iilke ekonomisine katki saglayacaktir. Yerli irklarin 1slah programlarina hazirlanabilmesi i¢in
oncelikle bu 1rklarmm karakterizasyonu gereklidir. Tiirkiye’de ipekbdcegi {lizerine bazi
caligmalar vardir. Ancak bu calismalar yerli wrklarla ile ilgili degildir. Bu calismada
Tiirkiye’nin ti¢ yerli ipekbdcegi irki RAPD-PCR metodu kullanilarak molekiiler diizeyde
analiz edildi ve taranan primerler i¢in genetik polimorfizm belirlendi. Taranan primerlerle {i¢
yerli irkta ayirt edicic RAPD-DNA bantlar elde edildi. Irka 6zgii DNA band profillerinin

artirtlmasi ancak 1rk gen havuzlarinin farkli metodlarla da taranmasi ile miimkiin olacaktir.
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Ayrica bu ¢alisma ile yerli ipekbdcegi irklarmin detayli morfolojik karakterizasyonu ilk defa
yapildi. Morfolojik veriler molekiiler verileri destekler niteliktedir. Ipek kalitesi daha yiiksek
olan Bursa Beyazi wrkinin diger irklardan farkli bir morfolojiye sahip oldugu gozlendi. Ug
yerli ipekbdcegi irkinin morfolojisinde gozlenen ayirt edici farkliliklar ipekboceklerinin
karakterizasyonu i¢in énemlidir. Bu calismadan elde edilen molekiiler ve morfolojik veriler
ileride yerli ipekbocegi irklart igin uygulanacak 1slah programlarinin belirlenmesinde yararl
olacaktir. Tiirkiye’nin potansiyel ekonomik gen kaynaklarindan biri olan yerli ipekbdcegi
irklarinin  gelecekteki 1slah programlarinda kullanilabilmesi i¢in kurumsal olarak acilen

koruma altina alinmasi gerekmektedir.
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EK
* RAPD Data Set *

Number of populations = 3

Number of loci = 68

Locus name :

OPL12-1 OPL12-2 OPL12-3 OPL12-4 OPL12-5 OPL12-6 OPL12-7 OPL12-8 OPL12-9 OPL12-10
OPL12-11 OPL12-12 OPL12-13 OPL12-14 OPL12-15 OPL12-16 OPL12-17 OPL12-18 OPL12-19
OPL18-1 OPL18-2 OPL18-3 OPL18-4 OPL18-5 OPL18-6 OPL18-7 OPL18-8 OPL18-9 OPL18-10
OPL18-11 OPL18-12 OPL18-13 OPL18-14 OPL18-15

OPNO05-1 OPNO05-2 OPN05-3 OPN05-4 OPNO05-5 OPN05-6 OPNO05-7

OPU19-1 OPU19-2 OPU19-3 OPU19-4 OPU19-5 OPU19-6 OPU19-7 OPU19-8 OPU19-9 OPU19-10
OPU19-11 OPU19-12

OPY11-1 OPY11-2 OPY11-3 OPY11-4 OPY11-5 OPY11-6 OPY11-7

OPY13-1 OPY13-2 OPY13-3

OPY15-1 OPY15-2 OPY15-3 OPY15-4 OPY15-5

name = ALACA

fis = -0.238

0000110010100000100 000110100100000 0100110 000110000110 ....... 011 10011
0000110010110000000 000110100100000 1000110 100110000110 1100110 011 10011
0000100001000000000 000000100110000 ....... 000111000100 0010110 ... 10011
0000110010100000100 000100100110000 1100110 000110001100 0000110 011 10011
0000110010100000100 000110100110000 1100110 000110000100 1100110 011 10011
0000110001000000100 001100101100000 1000110 000111010100 0000110 011 10011
0000100000000000000 001000100100000 0100110 000110010100 1100110 011 10011
0000110001000000100 000110100100000 1000110 000110010100 0000110 011 10011
0000100001000000100 000000000100000 1000110 000110010100 0010110 011 10010

0000100001010000000 ............... 0100111 000110010100 0010110 ... 10010
0010100000100000000 ............... 1000001 000110010100 0000110 011 10010
0000100000000000000 ............... 1100010 000110010100 ....... ... 10010
................... 000100100100000 0100010 ............ 1100110 011 10011

0000110000100000000 000100100100000 0100010 000110010100 0000110 011 10010
0000110000100000000 001100001100000 1100111 000110010100 0100110 011 10011
0000100000000000000 000100001100000 0100010 000110010100 0100110 011 10011
0000110001100000100 001100001100000 1000110 100110010100 0100110 011 10010
0000110000000000100 000110000000000 1100110 100111000100 1100110 011 10010
0000100001011000110................ 1000011 100111000100 ....... 011 10011
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0000100001010000110 000110000000000 1000011 000111000100 1000110 011 10010

name = BURSA BEYAZI

fis=0.0
0100100000000000000 100100010100001 ....... 010111000100 1100111 011 10011
0010100000000000000 000100110000101 ....... ... 1000110 011 10011

0001100000000000000 000100010100101 ....... 000111000100 1000110 011 10011
0000100000000000000 001101010000101 ....... 000111000100 1000110 011 10011
0000100100000000000 000100000100000 0100110 000111000100 1000110 011 10011
0000100000000000000 000110100100100 0100010 000111000100 0100110 001 10011
0000110100000000000 ............... 0100010 ............ 0000110 ... 10011
0000100100000000000 000100110100101 0100010 000110000100 0000110 ... 10011
0000100010000000000 100110010100101 0100000 000110010100 0000110 ... 10011
1010100000000000000 000100010100101 0100000 000010000100 0000110 ... 00011
1010100000000000000 000100010100101 0100000 000010010100 1100110 ... 00011
0100100000000000000 000100010100101 1100000 000010010100 ....... 011 10011
0000100000000000000 100100010100101 0100000 000111010100 1100110 011 10011
0000100000000000000 100100010100101 0100000 000011010100 0100110 ... 10011
0010100000000000000 100111000100101 ....... 000011000100 0100110 111 .....
0000100000000000000 000000010100101 0100000 ............ 0000110 111 .....
0000100000000000000 000100010100101 ....... 010010000100 1100110 111 10011
0000100000000000000 100101000100000 0100010 000010010100 1100110 111 10011
0000100000000000000 100111000100101 0100010 000010010100 ....... 111 10011
0000100000000000000 100110100100101 ....... 010111000100 ....... 111 ...

name = HATAY SARISI

fis=0.0

0000100010000001000 011110100110010........ 000110100100 1101111 111 10011
0010100000000001000 011110100100010 1001100 000110100100 1101111 111 10011
0010100000100000000 011100100100000 1001100 000110100100 1101111 011 10110
0000101000000000000 011100100100000 ....... 000110100100 0100110 111 11111
0110100010110010001 000010100110000 1001100 010110000110 1100111 111 10111
0000100010110100011 000100100100000 1011000 000010000100 1100111 111 10011
0010100000000000000 000100000100000 1010100 000010000000 1100111 111 10011
0110100000000000000 010110101000000 1011000 000110100100 1100111 111 10011
0110100000000000000 000010100100010 1010000 ............ 1100111 111 10011
0110100000000000000 000100100100000 1010000 010110100100 1100111 111 10011
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0110100000000000000 000100100100000 1010000 000010100100 1100111 111 10011
0110100000000001000 000100100100000 1011100 000010000000 1100111 011 10011
0000100010000000000 000100100100000 1010100 000010000000 1100110 011 10011
0100100000000000000 001100100100000 1010100 000110100100 1100111 111 10011
0110100000000000000 000110100100000 1010100 001110100100 1100111 111 10011
0110100000000000000 000110100100000 1010100 001110100100 1100111 111 .....

0000100000000000000 010110100100000 1010100 000010000100 1100110 011 00011
0000100000000000000 010110100100000 1000000 000010000100 1100110 011 10011
0000100000000000000 000100100100000 1010000 000110000100 1100111 011 10011
................... 000100100101010 1010000 000110100100 1100111 011 10011
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