ANKARA UNIVERSITESI

BIYOTEKNOLOJI ENSTITUSU

TEMEL BIYOTEKNOLOJI

DOKTORA TEZI

ANA ARI (Apis mellifera L.)’NIN YUMURTA KANALLARINDAN SPERM
TORBASINA SPERM GOCU SURECINDE SPERM REKABETININ
PIROSEKANSLAMA TEKNIGI ILE ANALIZI

Yasin Kahya

Danisman Ogretim Uyesi

Prof. Dr. H. Vasti Genger

NISAN

2017



ETiK BEYAN

Bu tez calismasiin; akademik kurallara ve etik ilkelere bagl kalinarak hazirlandigini,
calismada yararlanilan ve bu c¢alisma triinii olmayan biitiin bilgiler i¢in kaynak yayinlara

atifta bulunulmus oldugunu beyan ederim.

Yasin Kahya

Imzas1



ONAY

Prof. Dr. H. Vasfi Genger danismanliginda Yasin Kahya tarafindan hazirlanan bu ¢alisma
04/04/2017 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Biyoteknoloji Anabilim Dali’nda doktora

tezi olarak kabul edilmistir.

Bagkan: Prof. Dr. (Prof.) Cetin FIRATLI imza:
Uye: Prof. Dr. (Prof.) H. Vasfi GENCER Imza:
Uye: Prof. Dr. (Prof.) Aykut OZKUL Imza:
Uye: Prof. Dr. (Prof.) Cengiz ELMACI Imza:
Uye: Yrd. Dog. Dr. (Asst. Prof.) E. Doruk ENGIN imza:

Yukaridaki sonucu onaylarim.

Prof. Dr. Aykut OZKUL

Enstiti Midiiria



OZET

Doktora Tezi

Ana ar1 (Apis mellifera L.)’nin yumurta kanallarindan sperm torbasina sperm gogii siirecinde sperm

rekabetinin pirosekanslama teknigi ile analizi
Yasin Kahya
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Prof. Dr. H.Vasfi Genger

Bal arilarinda sperm rekabetinin ¢iftlesmeden ¢ok kisa bir siire sonra farkli erkek spermlerinin ana arinin
sperm torbasima gogii sirasinda ve/veya ana arinin yumurtalari déllemek igin sperm kullanimi sirasinda
olmasi beklenir. Bununla birlikte, giiniimiiz teknikleri bir kolonideki erkek ebeveyn dagiliminin gog
stirecindeki rekabetin mi yoksa fertilizasyon siirecindeki rekabetin mi bir sonucu oldugunu ayirt etmeyi
saglamamaktadir. Bu tez ¢aligmasinin birinci amaci; yapay tohumlanmig ana arilarin heterospermik sperm
torbasi igeriklerinin genotipik tanimlanmasini ve bdylece sperm torbasina go¢ siirecinde sperm rekabetinin
belirlenmesini saglayacak pirosekanslama teknigine dayali bir yontem gelistirmektir. Tez ¢aligmasinin ikinci
amaci yapay tohumlanmis ana arilarin Sperm torbasi iceriklerinde 2 erkek ebeveyn genotipinin bulunma
oranlarina semen enjeksiyon sirasinin Ve ana ar1 genotipinin (disinin gizli se¢imi) etkilerinin olup olmadigim

ortaya koymaktir.

Kafkas (A. m. caucasica) ve Italyan (A. m. ligustica) ki birer damizlik koloniden yetistirilen ana arilar 2
tohumlama grubuna ayrilmustir. Bir gruptaki Kafkas ve Italyan ana arilar énce Kafkas (4 pl), sonra italyan (4
ul) erkeklerinden esit hacimde (8 pl) toplanan semen ile, diger gruptaki Kafkas ve Italyan ana arilar ise 6nce
Italyan (4 pl), sonra Kafkas (4 pl) erkeklerinden toplanmig semen ile yapay tohumlanmstir. Sperm torbasi
iceriklerinde 2 genotip oraninin belirlenebilmesi i¢in yapay tohumlanmis ana arilarin sperm torbasi
igeriklerinden ekstrakte edilen DNA, Kafkas ve Italyan erkeklerini ayirmay: saglayan tek SNP bakimindan

pirosekanslanmustir.

Pirosekanslama analizi verileri yapay tohumlanmig ana arilarin sperm torbalarinda Kafkas spermlerinin
(%69) italyan spermlerine (%31) gore 6nemli diizeyde daha fazla bulundugunu gostermistir (P<0,05). Ne ana
ar1 genotipine ne de semen enjeksiyon sirasina gore Kafkas ve Italyan spermlerinin sperm torbasi i¢indeki
oranlart degismistir (P>0,05). Sonuglar, gd¢ siirecinde bir erkek ari genotipi lehine sperm rekabetinin

gerceklestigini agikca ortaya koymustur.
2017, 122 sayfa

Anahtar kelimeler: Bal aris1, sperm rekabeti, disinin gizli se¢imi, A. m. caucasica, A. m. ligustica, ana ar1,
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ABSTRACT

PhD Thesis

The analysis of sperm competition during migration of sperm from oviducts into spermathecae of honey bee

(Apis mellifera L.) queens by pyrosequencing technique
Yasin Kahya
Ankara University Biotechnology Institute

Prof. Dr. H.Vasfi Genger

Sperm competition is expected to occur in honey bees during migration of sperm from several drones into the
spermatheca of the queen shortly after mating and/or during sperm use by the queen for fertilizing the eggs.
However, present techniques do not enable to recognise whether the patriline distribution within the colony is
the result of competition during migration or during fertilization process. The first aim of the study was to
develop a pyrosequencing based method enabling the genotypic identity of the heterospermic contents in the
spermathecae of instrumentally inseminated queens (I1Qs) to detect sperm competition during sperm
migration process. The second aim was to disclose whether injection order of semen and queen genotype
(cryptic female choice) affect the proportions of two drone genotypes in spermathecal contents of these 11Qs
or not.

The Caucasian (A. m. caucasica) and Italian (A. m. ligustica) queens that were reared from one breeder
colony of each subspecies were allocated into 2 insemination batches. The first batch of the virgin Caucasian
and Italian queens were instrumentally inseminated with equal volumes of semen (8 pl) collected first from
Caucasian (4 pl) and then from Italian drones (4 pl), while the second batch of queens were inseminated with
the same amount of semen collected first from Italian and then from Caucasian drones. The extracts of DNA
isolated from spermathecal contents of 11Qs were pyrosequenced in order to determine two genotypic
proportions in each spermathecal content by using single SNP discriminating Caucasian drones from Italian
drones.

Pyrosequencing analysis data demonstrated that the mean proportion of Caucasian sperm (69%) was
significantly more than that of Italian sperm (31%) in spermathecae of 11Qs at all events (P<0.05). Neither
queen genotype nor injection order of semen affected the proportions of Caucasian and Italian sperm
(P>0.05). The results clearly proved that sperm competition during migration process occurred in favour of

one genotype.

2017, 122 pages

Keywords: Honey bee, sperm competition, cryptic female choice, A. m. caucasica, A. m. ligustica, queen,

drone, spermatheca, SNP, DNA sequencing, pyrosequencing
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1. GIRIS

Diinya iizerinde 8,7 + 1,3 milyon tiiriin var oldugu tahmin edilmektedir (1). Uluslararasi
Dogay1 Koruma Birligi (The International Union for Conservation of Nature)’nin 2014 yili
raporuna gore, tanimlanmis tiirlerin (yaklasik 1,7 milyon) % 60’a yakiini bocekler
(yaklasik 1 milyon) olusturmaktadir (2). Bocekler diinyasi igerisinde biyolojik ve ekolojik
ozelliklerinin fazlaligiyla dikkat ¢eken Hymenoptera takimina ait (Hymenoptera) tiirlerin
ilging sosyal yasam Oykiileri vardir. Basta arilar olmak {iizere, testere sinekleri, karincalar
ve vasplar igeren zarkanathh takimi; insan saghigimi ve tarimsal faaliyetleri, yararh
(tozlastiric1), zararli ve parazitoid olarak cesitli sekillerde etkilemektedir. Hymenoptera
takiminda tanimlanmis 115 bin’in lizerinde tiir bulunmaktadir (3) ve tanimlanan her 9

bdcekten birisi bu grupta yer almaktadir.

Hymenoptera takiminin ekolojik ve ekonomik bakimdan en 6nemli {iyesi bati bal arisi
(Apis mellifera L.)’dir. Bal arilar1 tozlayici ajan olarak bitkilerin tiremelerinde etkin rol
almaktadirlar. Bu nedenle kiiresel ekoloji ve tarimsal faaliyetler i¢in Onemli ve
gereklidirler. Bal arisindan elde edilen iriinlerdeki ¢esitlilik (bal, balmumu, polen,
propolis, ar1 siitli, ve ar1 zehri), ariciligi diinyada en yaygin yapilan bocek yetistiriciligi
haline getirmistir. FAO verilerine gore (4) giiniimiizde diinya iizerinde 83 milyonun

tizerinde bal aris1 kolonisi ile aricilik yapilmaktadir.

Bal arilar1 bir¢ok bilimsel ¢alismanin canli materyali olmus ve bazi bilim disiplinleri igin
model organizma olarak kabul edilmistir. Bal arilarinin ilk basta sergiledikleri sosyal
davraniglar ilgi ¢gekmektedir. Bal arilarinin iiyesi olduklar1 gergek sosyal boceklerin yasam
ozelliklerinin genetik ve epigenetik temellerini olusturan sosyogenler artik bilinmeye
baslamistir. Ozellikle bal aris1 genom projesinin yayinlanmasindan sonra; koloni yasaminin
diizenlenmesine iliskin igboliimii, koloni bireylerinin yasam siireleri, tireme ile iliskili
genler ve bu ozellikleri diizenleyen molekiiler mekanizmalarin tanimlanma hizi artmustir.

Boylece bal arilar sosyogenomik ¢aligsmalar igin bir model organizma haline gelmistir.

Bal arilar1 sahip olduklari temel iireme ozellikleri nedeniyle de &nemli bir model
organizmadir. Bal arilarilarinin bu 6zelliklerinden; haplodiploidlik, partenogenetik iireme,

erkekler lehine cinsiyet dengesizligi, ana arilarin birden ¢ok erkek ari ile ciftlesmesi



(poliandri), erkek arilarin ¢iftlesme sirasinda 6lmesi (monogami), spermlerin ana armin
sperm torbasinda yillarca canli kalmast ve yumurtalarin déllenmesinde Stok spermin
kullanilmas: gibi tireme Ozellikleri ilk akla gelenlerdir. Literatiir incelendiginde cinsel
secilim kuraminin yogunlukla Hymenoptera takiminda yer alan sosyal bdceklerde,
ozellikle de bal arilarinda arastirilan bir konu oldugu goriiliir (5, 6). Bu nedenle bal arisi
ciftlesme biyolojisinin 6zel konularindan olan cinsel se¢ilim kuramini tartismaya olanak

veren kapsamli veri ile karsilasilmaktadir (7-10).

Ilk kez Darwin tarafindan tartisilan cinsel segilim kurami giiniimiizde ¢ok disiplinli olarak
caligilan sosyobiyoloji konusudur. Cinsel segilim; kisaca bir tiiriin bireyleri arasinda
ciftlesme Oncesi ve sonrast donemde gergeklesen iireme rekabetidir. Ciflesme Oncesi
donemde gergeklesen cinsel segilim; disi ile ¢iftlesmek icin erkekler arasindaki rekabet
(intrasekstiel segilim) ve disinin giftlesecegi erkegi segmesi (interseksiiel segilim) olmak
tizere iki unsurdan olugsmaktadir. Bu tezin konusu olan ¢iftlesme sonras1 donemdeki cinsel

secilimin unsurlar1 ise sperm rekabeti ve disinin gizli se¢imidir.

Ciftlesme sonrasinda disinin tireme kanallarinda farkli erkeklerin spermleri arasindaki
yarig, sperm rekabeti olarak adlandirilir (10). Cok erkek esli tiirlerde sperm rekabetinin
sperm torbasina sperm gogii (inseminasyon rekabeti) ve yumurtalarin déllenmesi igin
sperm torbasindan sperm salimi (fertilizasyon rekabeti) sirasinda olmak iizere iki agamasi
vardir. Inseminasyon asamasindaki sperm rekabeti farkli erkeklerin spermlerinin yumurta
kanallarindan sperm torbasina gogii siirecinde gerceklesmektedir.  Fertilizasyon
asamasindaki sperm rekabeti ise sperm torbasindan salinan spermlerin yumurtay: délleme
yarisidir. Disinin gizli se¢imi ise yumurta hiicresini délleyecek/dollemeyecek spermin disi

tarafindan manipiile edilmesi ya da belirlenmesi olarak tanimlanabilir (11).

Bir bireyin lireme basarisinin 6l¢iitiiniin dol sayis1 olmasi, cinsel secilim arastirmalarinin
yavrularda gerceklestirilmesine yol acar. Bu nedenle bal arilarinda da cinsel secilim
caligmalar1 bir koloniyi olusturan ana armin déllerinde (isci arilarda) erkek ebeveynlerin
belirlenmesi yoluyla yiiriitilmektedir. Molekiiler tekniklerin bilinmedigi donemlerde isgi
arilarin fenotipik varyasyonu (12, 13) kullanilarak erkek ebevenynleri belirleme ¢alismalari
gerceklestirilmistir. Hizli ve ucuz olmasina karsin ebeveyn testlerinde kullanilabilecek

fenotipik  ozelliklerin  azhigi, bu fenotipik 6zelliklerin  kullanim  potansiyelini



siirlandirmaktadir. Molekiiler tekniklerin gelismesine bagli olarak ebeveyn testleri de
kolaylagmistir. Calisilan tiir ister tek ister ¢ok esli olsun giliniimiizde ebeveyn testlerinde
rutin olarak mikrosatellit DNA varyasyonundan yararlanilmaktadir. Cok erkek esli
tirlerde, mikrosatellit DNA analizlerinden elde edilen veriler kullanilarak alt aile
frekanslar1 hesaplanmaktadir. Alt aile frekanslarinda bir ya da birka¢ baba lehine énemli
sapmalarin varligi ¢iftlesme sonras1 donemdeki sperm rekabeti ve/veya disinin gizli se¢imi
mekanizmasinin gostergesidir. Ancak potansiyel olarak sperm rekabeti; inseminasyon ya
da fertilizasyon asamasinda olabilecegi gibi her 2 asamada da gergeklesebilir. Cok erkek
esli tlirlerde erkek ebeveynlerin dol frekanslari hem inseminasyon hem de fertilizasyon
asamasinda olas1 sperm rekabetinin etkisi ile ortaya ¢ikar. Disinin gizli se¢imi olgusunun
potansiyel varligi da dikkate alinirsa isgilerde babalik testi sonuglarindan yola ¢ikarak
cinsel se¢ilim olgusu dogru tartisilamaz. Sonug olarak deneysel ¢alismalarda olasi cinsel
secilim ve sperm rekabetinin asamalarini birbirinden ayirarak arastirmak gereklidir.
Simdiye kadar yapilan deneysel arastirmalarda sadece inseminasyon rekabetini ortaya
cikarabilecek bir yontem gelistirilmemistir. Bu tez c¢alismasinin konusu sperm gogii

stirecinde sperm rekabetinin varligini test edebilmeye yarar bir yontem gelistirmektir.

Cinsel secilim-sperm rekabeti aragtirmalarinda genellikle izlenen yol/uygulanan yontem
sinirlt sayida orneklenmis dollerin mikrosatellit DNA analizidir. Bu arastirmada, doller
yerine sperm torbasi igeriginin tamaminin kitlesel olarak analizini saglayan, boylece
potansiyel erkek ebeveynlerin sperm torbasi icerigindeki paylarint daha dogru tahmin

etmeyi saglayan bir yaklasim gelistirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Bal arilar1 ekonomik ve ekolojik 6nemi biiyiik canlilardir. Diinya iizerinde ¢ogunlugu
Giiney Dogu Asya’da dogal yayillma alan1 gosteren 9 bal aris1 (Apis) tiirti (Mikrapis: A.
andreniformis, A. florea, Megapis: A. dorsata, A. laboriosa, Apis: A. mellifera, A. cerena,
A. nigrocincta, A. koschevnikovi, A. nuluensis) bulunmaktadir (14). Ancak bunlardan
sadece Bati bal aris1 (Apis mellifera L.) dogal yayilma alan1 disinda da yaygin olarak
yetistirilmektedir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Bal arilarinin diinya iizerinde yayilma alam (15).1

Bat1 bal aris1 (Apis mellifera) genis bir gesitlilige sahiptir. Afrika, Asya ve Avrupa’nin
cesitli habitatlarinda evrilmis bu tiiriin, morfolojik, molekiiler, davranmis ve fizyolojik
ozellikler bakimindan birbirinden farklilasmis ¢ok sayida alttiirii (cografi 1rklar)
bulunmaktadir. Bat1 bal arisinda gozlenen bu cesitliligin biiylik Ol¢iide yasadigi genis
cografyaya uyumun bir sonucu oldugu saptanmis ve sadece dogal seleksiyonun etkisi ile
farklilasmis/cesitlenmis alttiirleri dogal irklar ya da cografik irklar olarak adlandirilmistir
(16, 17). Bat1 bal aris1 alt tiirleri; Tropikal Afrika (A), Bati Akdeniz ve Kuzey Avrupa (M),
Orta Akdeniz ve Giiney Dogu Avrupa (C) ve Yakin ve Orta Dogu (O) olmak iizere 4
morfo-genetik soya ayrilmaktadir (16). Yakin ge¢miste gerceklestirilen SNP calismalari

1 Kare dolgu desenli alan bati bal arisinin (Apis mellifera L.) dogal yayilma alanini, kirmizi ile isaretlenmis alan
ise bati bal arisinin gliniimiizdeki yayilma alanini géstermektedir. Diger renkler ile isaretlenen alanlar ise
diger bal arisi tirlerinin yayilma alanlarini géstermektedir. Harita (izerinde 7 bal arisi alt tlri isaretlenmistir.
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(18-20) ile dogrulugu desteklenen bu siniflandirmaya gore; Tirkiye bal arisi
populasyonlar1 (A. m. caucasica, A. m. anatoliaca, A. m. meda, A. m. syriaca) O
morfogenetik soyu iginde yer almaktadir. Molekiiler tekniklerin gelismesine paralel olarak
siniflandirmaya  yonelik arastirmalarin  ¢ogalmasi morfo-genetik  gruplandirmanin
giincellenmesini saglamistir. Nitekim, morfo-genetik siniflandirmaya gére O soyunda yer
alan Yemen bal aris1 (A. m. jemenitica)’nin bu gruptan ayrilmasinin ve 5. soy (Y)’un
temsilcisi olmasinin daha dogru olacagi sonucuna ulagilmistir. Bu saptamanin ardindan
(21) yapilan ¢alismalara dayanilarak bati bal arisinin (Apis mellifera L.) giiniimiizde 5 soya
dagilmig 27 alttiiriiniin (cografi 1rk) bulundugu bildirilmektedir (22-24). Bat1 bal arisi
irklarindan 4°i ise ekonomik 6nemi olan 1rklar olarak kabul edilir. Bunlar sirasiyla; Kafkas
aris1 (A. m. caucasica), Karniyol aris1 (A. m. carnica), Avrupa Esmer aris1 (A. m. mellifera)

ve Italyan aris1 (A. m. ligustica)’dir (25).

Avrupa, Asya ve Ortadogu’nun kavsaginda bulunan ve farkli iklim 6zellikleri gosteren
Anadolu biiyiik bir biyogesitlilige sahiptir (26). Bu biyogesitlilik Anadolu’da dogal yayilim
gosteren bal aris1 populasyonlarma da (cografi irklara) yansimistir. Giiniimiizde
Anadolu’da Kafkas, Anadolu ve Iran bal arisi alttiirleri ve bunlarin ekotipleri egemendir
(16, 17, 27, 28).

2.1. BAL ARISI KOLONISi

Bir bal aris1 kolonisi; bir ana ar1 ve bunun kisir-disi doélleri olan is¢i arilar ve erkek
arilardan olusan sosyal bir topluluktur. ileri derecede is boliimiiniin gerceklestigi ¢ok
sayida bireyden olusan bu topluluk tek bir organizma gibi hareket eder ve siiperorganizma
olarak adlandirilir. Koloninin biiyiik kitlesini olusturan isci arilarin sayist mevsimlik olarak
birka¢ binden 60 bin’e kadar degisim gosterir. Erkek arilar ise sadece iireme mevsiminde

birkag bin civarinda yetistirilen iri yapili bireylerdir.

Normal kosullarda her kolonide tek olan ana ar1, koloni igerisinde yumurtlama faaliyetini
tekeline almis koloninin en 6nemli bireyidir. Koloni {iyeleri arasinda en uzun yasam
siiresine sahip olan ana ar1 (ortalama 2-3 yil), ddllenmis ve dollenmemis yumurta
yumurtlayabilme yetenegindedir (29, 30). Ana arinin saglik, morfoloji ve giftlesme kalitesi
hem kendisinin hem de koloninin iireme ve yasam siiresini etkileyen énemli faktorlerdir

(31-35). Ana armin iireme Ozelliklerindeki herhangi bir olumsuzluk isci arilar tarafindan



algilanabilmektedir. Boylece diisiikk kaliteli ana ar1 is¢i arilarca degistirilerek kolonide

tireme faaliyetini siirdiirecek geng ana ari(lar) yetistirilmektedir (36).

Gelecek nesli olusturacak bireylerin bakim ve beslenmesi is¢i arilarin sorumlulugundadir.
Cok az sayida (2-12) yumurta tiipiinden olusan gelismemis yumurtaliklar ve dejenere
olmus sperm torbast bulunmasina karsin, is¢i arilar ciftlesebilme yetenekleri olmadigi igin
kisirdirlar. Ana ar1 salgiladigi feromonlar araciligi ile is¢i arilarin yumurtaliklarin
baskilamaktadir. Boylece is¢i ar1 yumurtaliklarinda programlanmis hiicre Oliimii
mekanizmas: tetiklenmektedir. Isci arilar larva asamasindaki yavru bakim ve beslemesinin
yani sira, ana armin bakimi, koloni i¢i ortamin diizenlenmesi, balmumu salgilama ve petek
orme, nektar1 olgunlastirarak bala doniistiirme, koloniyi savunma, nektar ve polen toplama
(tarlacilik) gibi birgok faaliyetin yiiriitiilmesini iistlenirler. Is¢i arilarin yasam siireleri

ilkbahar ve yaz aylari i¢in 3-6 hafta, kis mevsiminde 3- 4 aydir (29).

Erkek arilar koloni igerisinde iiremenin yogunlastigi donemde (ilkbahar ve yaz) bulunurlar.
Isci ar1 sayis1 bakimindan belirli giice ulasan kolonilerde erkek ar1 yetistiriciligi, uygun
mevsim, besinlerin varligi ve kolonide bulunan erkek ar1 yavrusu (larva-pupa) miktar1 gibi
cesitli ¢evre faktorlerinin etkisi altinda diizenlenmektedir (37). Erkek arilarin iireme
faaliyeti disinda koloni i¢i islere herhangi bir katkis1 yoktur ve genel olarak ilkbahar ve yaz
aylarinda yasamlarini 40-60 giinde tamamlarlar (30).

2.2. BAL ARILARININ TEMEL UREME OZELLIiKLERI
2.2.1. HAPLODIPLOIDLIK

Haplodiploidlik Hymoneptera takimmin tim tyelerinde goriilen cinsiyet belirleme
mekanizmasidir. Bu {lireme mekanizmasina sahip tlirlerde yumurtanin  dollenip
dollenmemesine bagli olarak bireyin cinsiyeti belirlenmektedir. Eseysiz tiremenin dogal bir
formu olan partenogenez; ddéllenmemis yumurtadan embriyonun ve sonucunda bireyin
gelismesidir. Partenogenetik iiremenin ise arhenotoki ve telitoki olmak iizere iki formu
vardir (38). Hymenopterada partenogenetik {iremenin arhenotoki formu goriiliir.
Arhenotoki’ye sahip tiirlerde dollenmis yumurtalardan disi kastlar (ana ar1 ve is¢i ar1),

dollenmemis yumurtalardan ise erkek bireyler olusmaktadir. Erkek arilar haploid olduklari



icin ana ar1 genomunun rasgele yarisini igeren kromozom setine sahiptirler. Bu nedenle bir

erkek arinin tirettigi spermler otozomal hiicrelerin klonlaridir.
2.2.2. POLIANDRI

Cinsel segilimin temelini olusturan ¢iftlesme sistemleri; bir ya da birka¢ tireme sezonunda
disi ya da erkek bireyin karsi cinsten kag¢ birey ile ¢iftlestigini belirten bir kavramdir.
Ciftlesme sistemlerinden biri olarak poliandri; bir iireme sezonunda bir disinin birden fazla

erkek ile ciftlesmesidir.

Dogada bir disinin birden ¢ok erkek ile giftlesmesi; (1) en iyi erkegin belirlenmesindeki
zorluklar, (2) materyal kazanglar1 (besinsel hediye vb), (3) erkekleri elde etme
maliyetinden kac¢inma, (4) daha fazla sperm gereksinimi, (5) genetik uyum sorunlar
(akrabalik dejenerasyonu), (6) en iyi erkege erisim zorluklar1 ve (7) yavrularda genetik
cesitliligin sagladig: yararlar (adaptasyon) nedenleriyle gergeklesmektedir (39). Cok erkek
ile ¢iftlesmenin sagladigi avantajlara iliskin yukarida verilen 7 genel maddeden ilk 3’
sosyal boceklerde goriilen poliandrinin  gerekgeleri  olarak  kabul edilebilir
goziikmemektedir. Daha fazla sperm gereksinimi, yavrularda genetik ¢esitliligin avantajlari
ve genetik uyum sorunlar1 sosyal boceklerdeki ¢ok erkek eslilik i¢in kabul edilebilir
gerekgelerdir (5, 39-41).

Disilerin fazla sperm gereksinimi ¢ok erkek esliligin 6nemli gerekgelerinden birisidir.
Sosyal boceklerde koloni biiyiikliigii erkek ebeveyn sayisi ile pozitif iligkilidir (42). Genis
koloniler kuran kraligelerin yeterli spermi elde edebilmek igin birden fazla erkek ile
ciftlesmeleri gerekmektedir (43-45). Diger yandan sosyal bocek disilerinin fazla sperm
gereksinimi; ¢iftlesmelerin kisa siireli ve belirli bir zaman diliminde ger¢eklesmesi, sperm
depolama organinda yeteri kadar sperm depolanabilmesini ve gelecekte sperm torbasindaki

stok kullanilarak binlerce bireyin iiretilebilmesini garanti altina almak igindir (39).

Sosyal Hymenpotera’da poliandri olgusunun ortaya ¢cikmasinin gerekgeleri arasinda en ¢ok
desteklenen kuram koloni i¢inde genetik varyansin artirilmasi kuramidir (46, 47).
Yavrularda yiiksek genetik ¢esitliligin Kimi avantajlarinin bulundugu bilinmektedir. Sosyal
boceklerde doller arasindaki genetik cesitlilik; hastaliklara (41, 48-51) ve parazitlere



direnci (41, 52), farkli gorevlerin (is bolimii) yerine getirilmesini (53-55), koloni

tiretkenligini (56, 57) ve ¢evre degisimlerine toleransi (58) saglamaktadir.

Sosyal Hymenoptera’da ¢ok erkek esliligin gerekgelerinden birisi de cinsiyetlerin
tamamlayici cinsiyet mekanizmasi ile cinsiyetlerin belirlenmesidir (40, 59). Hymenoptera
takiminda cinsiyet kromozomlari yoktur ve cinsiyet, tamamlayici cinsiyet belirleme (CSD)
geni allellerinin heterezigot, homozigot ve hemizigot olmasi1 durumuile belirlenir (60-63).
Tamamlayici cinsiyet geninin 87 alleli tanimlanmustir (61). Bu genin allelleri bakimindan
heterezigot yumurtalar disi birey olarak gelismektedir. Bir yumurta cinsiyet belirleme
lokusu bakimindan homozigot ise erkek olmaktadir (diploid erkekler). Haploid yapidaki
erkeklerin aksine diploid erkek bireyler kisirdirlar ve yumurtadan larva olarak ¢ikista
bakici is¢i arilar tarafindan imha edilerek gelisimleri sonlandirilmaktadir. Cok erkek ile
ciftlesme, hem diploid erkeklerin iiretimini hem de bu erkeklerin larva donemide isgiler
tarafindan belirlenip yok edilme maliyetini azaltmaktadir (40, 64, 65). Dolayisiyla bir
kolonide cinsiyet allelerinde goriilen genetik ¢esitlilik koloninin yasam siiresini etkileyen

onemli unsurlardan birisidir.

Cok erkek esliligin koloni yapisina énemli etkileri vardir. Poliandrinin bir sonucu olarak
koloni igerisinde genetik c¢esitliligin artmasi, farkli babalarin dollerinin bir arada
bulunmasina neden olmaktadir. Bir bal aris1 kolonisi; ana arinin birden ¢ok erkek ar1 ile
ciftlesmesi sonucunda ana bir baba ayri livey kiz kardes gruplarindan olusan bir siiper
ailedir (66-68). Bir kolonideki alt aile sayis1 ana ar1 ile ¢iftlesen erkek ar1 sayisi kadardir.
Ancak alt aileleri olusturan birey sayisinda (alt aile biiytikliigiinde) 6nemli farkliliklar
bulunabilmektedir (68, 69). Ana ar ile ¢iftlesen erkek arilarin ana arinin sperm torbasina
katkisindaki esitsizlik (farklilik) alt aile frekansini etkilemektedir. Ornegin, semen hacmi

ve sperm sayisi digerlerine gore fazla olan erkek arilarin dol frekanslar1 da fazla olmaktadir

(70).

Polinadrinin alternatifi olarak bazi sosyal bocek kolonilerinde poligini yolu ile koloni i¢i
genetik ¢esitlik artirlmaktadir. Ornegin; bazi birden fazla kraligeli karinca tiirlerinde

dollere babalik eden erkek birey sayisi ile koloni icerisindeki kralice sayist arasinda negatif
iligki vardir (71, 72).



Cok erkek eslilik tiirlerin sperm ozeliklerini de etkileyebilmektedir. Sperm uzunlugu ile
poliandri arasindaki iligkinin arastirildigi bir ¢alismada karinca ve ari tiirlerinde erkek
ebeveyn frekanslar1 incelenmistir. Cok erkek esliligin goriildiigii tiirlerin erkeklerin sperm
uzunluklarinda gozlenen varyasyonun az sayida erkek ile ¢iftlesen tiirlerin erkeklerinde
gozlenen varyasyondan diisikk oldugu, yani poliandri olgusunun sperm uzunlugundaki

varyasyonu azalttig1 saptanmugtir (73).
2.2.3. KAST FARKLILASMASI

Sosyal Hymenoptera’da kastlar, bir kolonide farkli islevleri olan disi formlar1 ifade
etmektedir. Kast farklilagmasi ayn1 genom yapisina (2n) sahip disi bireylerin ana ar1 ya da
is¢i ar1 olarak gelismesidir. Erken larva doneminde larvalarin bulunduklari petek gozlerine
gore (is¢i ar1 petek gozii ve ana art yiiksiigli) farkli diyetler ile beslenmeleri kast
farklilasmasinin temel nedenidir (30). Kolonide larvalarin bakim ve beslenmesinden
sorumlu is¢i arilarin mandibula ve hipofarinks bezlerinin salgilarinin bilesim iirtinii olan ar1
siitlinlin icerigi ve larva beslenmesinde kullanilan miktar bu siliregte Snemli rol
oynamaktadir (74, 75). Ana ar1 olarak yetistirilecek larvalar larva dénemi boyunca bakici
isci arilar tarafindan zengin igerikte ve bol miktarda ar siitii ile beslenir. Isci ar1 petek
gozlerindeki larvalar ise ilk 3 giin boyunca azalan miktarda yavru besini ile sonraki larva
doneminde ise bal ve polen karisimindan olusan diyet ile beslenirler. Larva diyetlerindeki

bu farklilik ana ar1 ve is¢i arilara 6zgii doku ve organlarin gelisimini tetikler.

2.3.  ANA ARI UREME ORGANLARI

Ana ar1 lireme organlarinin temel iglevleri yumurta tiretmek ve ¢iftlesme sirasinda erkek
artlardan alinan spermleri sperm torbasinda yagami boyunca canli tutmaktir. Ana ar1 tireme
organlari; abdomenin dorso-lateralinde bulunan bir ¢ift yumurtalik, her bir yumurtaligin
acildig1 bir yan yumurta kanali, yan yumurta kanallariin birlesmesinden olusan bir ana
yumurta kanali ve vaginaya ag¢ilan bir sperm torbasindan (spermateka) olusmaktadir (76).
Ana an ireme organlart igne odacigi ile viicut disina agilmaktadir. Vajinadan sonraki

kisim Bursa copulatrix olarak isimlendirilir (Sekil 2.2).

Her bir yumurtalik; yiizden fazla (100-180) yumurta tiipii (ovariol) igeren (77) meroyistik
politrofik yumurtalik tipinde organlardir (Sekil 2.2). Yumurtalik; terminal kisim,



germaryum ve vitallariumdan olusur. Yumurta tiipleri igerisinde silsile halinde yumurtay1
besleyen besleyeci hiicreler ve bunlara bagli yumurtalar bulunmaktadir. Yumurta tiipleri
icerisinde yumurta yan yumurta kanallarina dogru ilerledikce besin hiicreleri kii¢iiliir ve en
sonunda yok olur. Her bir yumurta tiipii kaliks denilen yap1 ile yan yumurta kanallarina

acilir (Sekil 2.2).

Yumurtahk

s

Yan yumurta
) kanali
Ince bagwsak gy erm torbas

Sag yumurtalik

Sperm torbasi

igne

Sag yan yumurta / Vaijina valfi
kanah Ana yumurta lgne odacign
kanal

Sekil 2.2. Ana ar1 ireme organlari (78)

Yumurtaliklar ana ar yiiksiikten ergin olarak ¢iktigr donemde gelismemis durumdadir ve
cinsel olgunlasma doénemi boyunca aktif degildir. Ana armin yumurtaliklari,
ciftlesme/ciftlesmeler tamamlandiktan sonra gelisir ve abdomenin biiyiik bir boliimiinii
kaplayarak canli agirhigin yaklasik %25’ini olusturur (79). Yumurtaliklar ana arinin koloni

gereksinime bagl olarak gerceklestirdigi yumurtlama faaliyetine gore gelisip biiylime-
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kiiciilme yetenegine sahiptir. Dolayisi ile farkli yumurtlama hizinin sergilendigi
mevsimlerde ana arinin yumurtaliklariin biyiikliigi de farklidir (80). Her bir yumurta
tiipti icerisinde giinde 5-7 kadar yumurta iiretilebilmektedir. Bir ana arinin yilda 200.000
yumurta yumurtladigi tahmin edilmektedir (30, 76).

Yan yumurta kanallarinin etrafi kaslarla cevrilidir ve genisleyebilme yetenegine sahip
oldugu icin ¢iftlesmeden sonra gegici sperm depolama organi olarak goérev yapar. Ana
yumurta kanal1 0.3 mm genislikte (yumurtanin kalinligi 0.35 mm), 0.9 mm uzunlukta daha
kasli bir kanaldir. Ana yumurta kanalinin Bursa copulatrix’e agilan boliimiiniin etrafi bir
sifinkter ile ¢cevrelenmistir ve yumurtanin yumurtlanmasi asamasinda ana yumurta kanalini

daraltan bu yapimin uyguladigi basing embiryonik gelisimi tetiklemektedir (81).

Sosyal boceklerde spermin uzun siireli depolanmasi 6nemli bir gerekliliktir. Sperm torbasi
(spermateka); spermin uzun siireli depolanmasina olanak verecek bi¢cimde 6zellesmis disi
iireme organidir (Sekil 2.3). Sperm torbasi vaginanin iizerinde yer alan yaklasik 1mm?3
hacimde (79) kiiresel yapili bir kesedir. Sperm torbasinin ¢apt 0.7-1.3 mm arasinda
degismektedir. Sperm torbasinin epitelyum doku kalinligr 27-30 um’dir ve ana ar1 yasinin
artmastyla kalinligt artmaktadir (1 yaslh ana arilarda 60 pm). Sperm torbasinin {izeri trake
ag1 ve bir ¢ift tlip yapida sperm torbasi bezi ile kaplidir. Sperm torbasi, sperm salinimint
kontrol eden kaslarla ¢evrili Breslau sperm pompasi ve valfi bulunan bir kanal ile vaginaya
acilmaktadir (Sekil 2.3) (76). Sperm torbasinin epitel dokusu organik iyonlarin gegisine

izin vermektedir (82).

Sperm torbasinin etrafini saran trake aginin sperm torbasi lumeni ile bir baglantis1 yoktur.
Sperm torbasinin yan-6n kisminda trake agi faklilasarak 1 ¢ift sperm torbasi bezini
olusturmus ve uzun kivrimli bir yapi olusturarak hem torba hem de kanal ile baglantili hale
gelmistir. Sperm torbasi bezleri S yapidadir ve spermlerin sperm torbasindan salimi

sirasinda spermin aktivasyonunda rol aldiklari diigiiniilmektedir.
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Sperm torbasi
bezi Sperm torbasi

Sperm pompasi
ve valfi

Yumurta kanah

Vajina valfi

Sekil 2.3. Sperm torbasinin yapisi (83)

Sperm torbasi iizerindeki pompa ve valf araciligi ile sperm salimi kontrol edilerek
yumurtanin doéllenmesi i¢in benzer sayida sperm ¢ikist saglanmaktadir. Bir yumurtanin
dollenmesi i¢in ana arinin sperm torbasindan salinan sperm sayist i¢in farkli (1-100 sperm)
bildirigler vardir (84, 85). Spermler yumurtanin mikrofilinden yumurta igerisine giris
yapmaktadir. Spermlerin yumurta igerisine girisinden en fazla 15 dk sonra déllenmenin
gerceklestigi tahmin edilmektedir (85). Bir ana arinin yasami boyunca 1.5 milyon
yumurtay1 délleme kapasitesinde oldugu tahmin edilmektedir (86).

2.4. ERKEK ARI UREME ORGANLARI

Erkek ar1 tireme organlari; 1 ¢ift testis, 1 ¢ift vas deferens, 1 ¢ift seminal kese (Vesicula
seminalis), 1 ¢ift mukus bezi, ejakiilasyon kanali (Ductus ejaculatorius) ve ciftlesme

organi (endofallus)’nindan olugmaktadir (87, 88).

Testisler, sperm hiicrelerinin tiretiminin gergeklestigi testiollerin birlesiminden olusan,
yasst organlardir. Her bir testis i¢inde 200 civarinda testiol bulunur (88). Testislerin
biiyiikliik ve sekilleri erkek ar1 yagima gore degismektedir. Erkek arilar petek gozlerinden
ergin olarak ¢iktiklar1 donemde testisleri yapi olarak en gelismis durumdadir (0 giinliik
yas) ve abdomenin biiylik bir kismmi kaplamaktadir. Ancak ergin olarak ¢ikistan sonra
testisler dejenere olmakta ve biiylikliikleri cinsel olgunlagma siireci ve sonrasinda siirekli

azalarak yesilimsi sar1 bir renk (Sekil 2.4) almaktadir (76, 89-91).

Her bir testisin testiolleri bir odaciga, bu odaciktan da Vas deferens’e agilmaktadir.

Vasdeferens, testisi seminal keseye baglayan kivrimli bir kanaldir. Sperm hiicreleri
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testiollelerde gelismelerini tamamladiktan sonra Vas deferens’ten gegerek seminal keselere

ulasirlar.

Her bir Vas deferens abdomenin iki tarafinda bulunan sperm muhafazasi i¢in 6zellesmis bir
seminal keseye acilmaktadir. Seminal keseler mukus bezleri ile birlikte ejakiilasyon
kanalina, ejakiilasyon kanali da endofallusa agilmaktadir. Erkek arilar ergin olarak petek
gozlerinden ¢iktiktan sonra spermlerin testislerden seminal keselere gocii 2—3 giinliik yasta
baslamakta ve 6-7 giinliik yasa kadar biiyiilk oranda tamamlanmakla birlikte (89, 91) 12
giinliik yasa kadar devam etmektedir (88). Bu donemde testislerdeki kiigiilmeye karsilik
seminal keseler ve mukus bezlerinde boyut ve agirlik artisi gozlenmektedir (89, 90).
Seminal kese duvarlarinda bulunan epitel hiicreler sperm olgunlagsmast ve muhafazasi
stirecinde kritik oneme sahip seminal siviy1r iiretmektedirler (92). Testislerden seminal
keselere go¢ eden spermler seminal keselerin epitel dokularina tutunmakta ve
olgunlagmaya devam ederek motilitelerini artirmaktadir. Bu siiregte spermlerin beslenmesi
ve olgunlagmasina katki yapan seminal kese epitel dokularindaki hiicreler kii¢iilmektedir
(93, 94). Seminal keseler sperm hiicreleri ile dolduktan sonra sarimtrak renkli bir yapiya
kavusmaktadir (89, 95).

Seminal keseler mukus bezlerine proksimal ugtan baglhidir. Kalinliklar1 erkek ar1 yagina
gore degisen kas tabaka, epitel doku ve lumen olmak iizere mukus bezleri 3 katmana
sahiptir. Mukus bezlerinin epitel dokusunda bulunan salg:t hiicrelerinin aktiviteleri ergin
cikisin ilk gilinlerinde yiiksek diizeye ulasir ve mukus iiretimi 6 giinliik yasta tamamlanir

(96). Tam dolu bir mukus bezi beyaz renkli ve siskindir (89, 96).

Erkek arilarin ireme organlarindaki degisim (agirlik ve boyut) sadece cinsel olgunlagsma
donemi ile smirl degildir. Cinsel olgunlasma donemi tamamlandiktan sonra testislerde
biiylik bir degisim olmamasima karsin seminal keseler ve mukus bezlerinin boyut ve

agirliklarinda kismi azalmalar gergeklesmektedir (89).

Ejakiilasyon kanalinin agildigi endofallus; sogan, serviks ve vestibulum olmak iizere 3
bolgeden olusmaktadir (76, 96). Abdomen igerisinde paketlenmis halde bulunan
endofallusun (Sekil 2.4) temel islevi mukus bezleri ve seminal keselerden ejakiile edilen

mukus ve semenin giftlesme sirasinda ana arinin tireme kanalina aktarimini saglamaktir.
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Sekil 2.4. Erkek ar1 iireme organlar1 (EPH: Endofallus, vst; vestibulum, crv; serviks, blb;
sogan, ED; ejakiilasyon kanali, SV; seminal keseler, MG; mukus bezleri) (97)

2.5. BAL ARISI SEMENIi VE SPERM HUCRESI
2.5.1. BAL ARISI SEMENI

Krem renkli bir s1v1 olan bal aris1 semeni; sperm hiicreleri ve seminal sividan olugmaktadir.
Bal aris1 semeninin pH’s1 6,0 ile 7,1 arasinda degismektedir (92). Semenin konsantrasyonu
arttikca rengi koyulasir. Bal arisi semeninin renginde iklim kosullari ve mevsimden
etkilenen bir varyasyon vardir (98). Bir erkek ar1 cinsel olgunlagsmasini tamamladiginda
1,50-1,75 mm? semen iiretir ve bu hacim ortalama 10-11 milyon sperm hiicresi igerir (99).

Bal aris1 semeninin sperm konsontrasyonu ise 7,0-7,5 milyon/ul civarindadir (92, 100).

Bal aris1 seminal sivisinin kimyasal yapisinin %0,21’i karbonhidratlardan olusur. Testisler,
seminal keseler ve mukus bezlerinde bulunan bu karbonhidratlarin (fruktoz, glukoz ve
trehaloz) hemolenften lireme sistemine tasindig: diistiniilmektedir. Seminal sivida bulunan
bu karbonhidratlarin baslica gorevi spermlerin enerji gereksinimini karsilamaktir (100,
101).
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Seminal sivinin protein konsantrasyonu %0,67 dir (101). Seminal sivi proteinleri; farkl
fonksiyonlara sahip enzimler, diizenleyici ve yapisal proteinlerdir (102, 103). Bu
proteinlerin baslica fonksiyonlari sperm canliliginin sperm gogii siirecinde koruma
edilmesi, mikrobiyal kontaminasyona ve sperm canliligini olumsuz etkileyebilecek disi

fizyolojisine kars1 korumadir (87, 95, 102, 104).

Bal aris1 seminal sivisi igerisinde ¢cogunlugu fosfolipidlerden olusan, serbest yag asitleri,
trigliseritler, steroller gibi lipidler bulunmaktadir (105). Seminal siv1 lipidlerinin sperm
hiicrelerinin i¢ solunum siirecindeki enerji kaynaklarindan birisi oldugu diisiiniilmektedir
(92). Bunlarin yani sira seminal s1v1 igerisinde; Mg*, Ca*, Na*, Fe*, Cu* ve Mn" iyonlarinin
bulundugu bilinmektedir (92, 106).

2.5.2. SPERMATOGENEZ

Erkek arida spermatogenez pupa doneminin sekizinci giiniinde baglamakta (17. giin) ve
ergin birey olarak petek goziinden ¢ikista (24. giin) tamamlanmaktadir (107). Testis
tiiplerinin iist uclarinda konumlanmis tireme hiicreleri primer spermatogonia olarak bilinir.
Apikal besin hiicreleri ile stoplazmik kopriiler kurarak gelisen her spermatogoniyum ileri
dogru itilmektedir (94). Bir spermatogoniyum c¢ok sayida spermatosit igermektedir.
Spermatositler ise mayoza hazir hiicrelerdir. Spermatogenez sirasinda tiim spermatositler

ayn1 anda mayoz bdliinme gercirmektedir.

Hymenoptera takiminda spermatogenezin mekanizmasi farklidir. Bu mekanizmada bir
abortiv mayotik boliinme (erken ya da prematiire mayoz-I) gerceklesmektedir. Boylece
diploid (2n) organizmalarda oldugu gibi kromozom sayisi yariya indirgenmemektedir. Bu
slireg, kromozom sayisini yariya indiren bolinmenin gergeklesmedigi “erken mayoz-1” ve
“anormal mayoz-I1I” asamalarindan olugmaktadir (94). Spermatogenezin mayoz-I
asamasinda primer spermatosit ¢ekirdeginin disinda ig iplik¢ikleri olusmaktadir. Ancak bu
asamada primer spermatosit hiicrelerinin g¢ekirdek zari erimemekte, bdylece mayoz-|
sonunda kromozom seti yariya indirgenmemektedir. Ozel kosullarda yetistirilen diploid
erkek arilarin diploid sperm hiicreleri tiretmesi erken mayoz-l asamasina iliskin bulgular
desteklemektedir (108). Mayoz-1 asamasi sonunda olusan 2 adet sekonder spermatositten
birisi 16 kromozom igerirken digeri kromatin yap1 (DNA) icermeyen stoplazmik tomurcuk

seklindedir (94, 108). Ancak olusan stoplazmik tomurcuk kromatin yapi icermemesine
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karsin ¢ekirdek disi ig iplikgikleri ve proteinlerine sahiptir (94). Mayoz-II asamasi mitoz
ozellik gostermektedir. Bu agsamada ¢ekirdek zar1 erimekte ve aciga ¢ikan kromozomlar ig
iplikleri yardimu ile kutuplara dogru ¢ekilmektedir. Mayoz-1l sonunda olusan her 2 hiicre
de (spermatid) 16 kromozom setine sahiptir. Ancak stoplazma boliinmesi esit olmadigi igin
yeni hiicrelerden birisi biiylik digeri ise kiigliktiir. Sadece biiyiik hiicreden sperm hiicresi
gelistigi goriisiine karsin (94), her 2 hiicrenin de sperm hiicresi olarak gelistigi ileri
strilmistir (109). Ergin ¢ikisin 3. giiniinde seminal keselere go¢ etmeye baslayan
spermler bas kisimlar1 kesenin epitel dokusuna gémiilii olarak ejakiilasyon &ncesi son

hallerine kavusurlar.

Hymenoptera takiminin erkeklerinde goriilen bu 6zel spermatogenez bigimi molekiiler
mekanizmalar ile kontrol edilmektedir. Testere sineginde (Athalia rosae) Deleted in
Azoospermia (DAZ) gen ailesinin bir iiyesi olan “bol” geninin, spermatogenez mayozunda,
hayvan hiicre dongiisii 25 geninin translasyonunun diizenlenmesinde 6nemli rol oynadigi
saptanmigtir (110). Daha sonra bu genin ortologlarinin tiim Hymoneptera genomlarinda
korunmus oldugu saptanmis ve bu 6zel spermotogenezin nasil gerceklestigi kismen

aydinlatilmistir (110).
2.5.3. SPERM HUCRESI

Erkek ar1 sperm hiicresi yaklasik 240-250 um uzunlugunda, ince bir iplik¢ik seklindedir
(111, 112). Sperm hiicresi, kolayca ayirt edilemeyen bir bag ve flagellum olmak {izere 2
ana bolime ayrilmaktadir. Bas bolgesi (akrozomal kompleks) akrozom ve genetik
materyalin bulundugu niikleustan olugmaktadir. Sperm hiicresinin bas ve kuyruk birlesim
bolgesinin ardindan flagellum ve kuyruk sonu boliimleri gelmektedir. Sperm hareket
organi flagellum; aksonem, aksoneme paralel uzanan mitokondri tiirevleri (2 adet) ve
aksesuar cisimlerden (2 adet) meydana gelmektedir (111). Kristal yapidaki (113)
mitokondri tiirevlerinin uzunlugu spermin toplam uzunlugunun yaklasik % 80’1 kadardir

(106, 114).

Bal arilarinda sperm morfolojisi ve ince yapisi birgok arastirmanin konusu olmustur (111,
112, 115). Bal arist sperminin ince yapist diger bdceklerle oldukga benzerlik

gostermektedir (115-117). Sperm hiicresinin bas ve kuyrugu birbiri ile siki bir bi¢cimde
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kaynasarak i¢ ige gegmistir (115). Sperm hiicresinin en genis boliimii ortalama 0.7 um

kalinligindadir (112).

Akzonem (aksiyal filament); tim bocek tiirlerinde 9+9+2 tiip diizenindedir (116, 117).
Kuyruk boyunca uzanan akzonem i¢ ige tiiplerden olusur. Bal aris1 sperminin akzonem tiip
yapisi diger boceklerde oldugu gibi en dista 9 aksesuar tlip, ortada 9 c¢ift mikrotiip ve
merkezde 2 mikrotiip diizenindedir (113, 115). Filament demetlerinden olusan mikrotiipler
bir matriks ve sperm hareketini saglayacak sekilde (Sekil 2.5) 6zellesmis motor protein

kollari ile birbirine baglanmustir (113).

R) | at
akrozom CE
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nitkleus 9% cs ﬁ/
O cét T itm
bas ve kuyruk
birlesim bilgesi O 0
________________ da
Ikuyruk
2000 -
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.......
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Sekil 2.5. Bal aris1 sperminin yapist (A). (B) akrozom yapisi, ar: akrozom ¢ubugu, av:
akrozom kesesi, el: dis akrozom katmani. (C) niikleusun enine kesiti, n: niikleus. (D) bas-
kuyruk birlesim bolgesi, ca: birlesim materyali, ax: akzonem, md: mitokondri tiirvlerinin
ucu. (E) kuyruk, ab: aksesuvar cisimcik, md1-md2: mitokondri tiirevleri, pc: parakristalin
materyal. (F) kuyruk sonu. (G) 9+9+2 akzonem yapisi, d: mikrotiip ¢ifti, da: motor kollari,
rs: radyal cubuk, ct: merkezi mikrotiipler, cs: merkezi kilif, at: aksesuvar tiipler, itm: tlipler
arast materyal. (H) mikrotiip ciftlerinin A ve B alt tiipgiiklerinin protofilament
diizenlenmesi, rs: radyal ¢ubuk, ia: i¢ motor kol, oa: dis motor kol (113).
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2.6. DOGAL CIiFTLESME

Ergin birey olarak ¢ikistan sonra ana arilar yaklasik 1 haftada, erkek arilar ise 10-12 giinde
cinsel olgunlagsmalarini tamamlamaktadir (30). Ana ar1 ve erkek arilar 6zel ¢iftlesme
alanlarinda giftlesirler. Erkek ar1 toplanma alanlari olarak isimlendirilen bu alanlardaki
ciftlesmeler agik havada gergeklesmektedir. Bir bolgede bulunan bal arisi kolonilerinin
erkek arilar1 birden ¢ok erkek ar1 toplanma alani olusturulabilir (118). En azindan birkag
y1l boyunca konumu sabit kalan (118) bu alanlarin olusturulmasinin mekanizmasi belirgin
olmamakla birlikte, 1s1k yogunlugu ve fiziki cografya seklinin 6nemli rol oynadigina iliskin
bulgular bulunmaktadir (119).

Bir erkek ar1 toplanma alaninda ¢evredeki bal aris1 kolonilerinden gelen binlerce (10 000-
15 000) erkek ar1 bulunabilmektedir (120). Genellikle giiniin 6gleden sonraki saatlerinde
uygun hava kosullarinda (sicaklik, riizgar hiz1 vb) erkek ar1 ve ana arilar ¢iftlesme uguslari
gerceklestirirler (121). Ana arilar bir ya da birkag ¢iftlesme ugusu yapar (30, 79). Ana ar1 5
dakikadan daha az siiren 1 veya 2 yon belirleme ugusunun ardindan ¢iftlesme ugusuna
¢ikar (122). Her bir ciftlesme ugusunun stiresi ise 10-30 dk arasinda (ortalama 22 dk)
degismektedir (122). Erkek ar1 toplanma alanlarinda ortalama 2.7 ms ugus hizinda
ciftlesmeler gerceklesmektedir ve bir ana ari ile ¢iftlesmeye yarisan 100’e yakin erkek ari
bulunabilmektedir (120).

Ana ar ile ¢iftlesmeyi basaran her bir erkek ar1 ejakiilatini ana arinin ana yumurta kanali
ve yan yumurta kanallarina bosaltir. Bir ¢iftlesme ugusu sirasinda ardi sira gergeklesen
ciftlesmeler 5 saniyeden az siirmektedir (123). Ciftlesme sirasinda erkek ar1 paraliz olur ve
endofallusunun bir pargasi koparak ana aridan ayrilir. Ciftlesme sirasinda genital kanali
tikayan ciftlesme isareti bir sonraki erkek ari tarafindan uzaklastirilir. Ana an tek ya da
birkag ¢iftlesme ucusunda erkek arilar ile ciftlestikten sonra ¢iftlestigi son erkek aridan

kalan ¢iftlesme isareti ile kovanina doner (124, 125).

Bir ana armin ¢iftlesme ucuslar sirasinda ¢iftlestigi erkek ar1 sayisina iliskin farkl
bildirisler bulunmaktadir. Cesitli arastirmalarda tahmin edilen ortalama c¢iftlesme
frekanslar1 6,5 (66) ile 41,3 (44) arasinda degismektedir. Ana arilarin tek ya da birkag
ciftlesme ugusu sirasinda 10-17 erkek ari ile ¢iftlestigi kabul edilebilir (35, 59, 99, 126,
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127). Ciftlesme frekansi ana ar1 kalitesi ile iligkili olabilmektedir. Ciftlesme frekansi iri
viicutlu ana arilarda 16,2, kiigiik boyutlu olanlarda 12,7 bulunmustur (34).

2.7.  SPERM GOCU VE SPERM DEPOLAMA

Ciftlesme uguslar1 ve sperm torbasinin dolmasi, ana arilarin 6nemli anatomik, fizyolojik ve
davranis degisikliklerine neden olan olaylardir. Erkek arilar ¢iftlesme sirasinda spermlerini
ana armin yumurta kanallarina bosaltmaktadirlar. Ciftlesme ugusu doniisiinde ana arilarin
yumurta kanallarinda bulunan spermler sperm torbasina dogru go¢ etmeye baslar (67).
Ciftlesme ugusundan donen bir ana arinin yumurta kanallarinda bulunan ortalama 100
milyon spermin (99) %5 kadar1 sperm torbasina go¢ eder. Ciftlesmeden sonraki ilk 10 saat
icinde sperm torbasinin biiyiik boliimii dolar, ancak sperm gogiiniin biitiiniiyle sona ermesi
24-48 saati bulur (128, 129). Ana arinin yumurta kanallarina ejakiile edilen spermlerin
biiytik bir kism1 ana arinin tireme kanallarindan geri atilmaktadir. Bat1 bal arisinda sperm
gocti, spermlerin sperm torbasina aktif hareketi ve tireme kanali kasilmalarina bagli sperm
aktariminin kombinasyonudur (130). Ana arilarin yan yumurta kanallarinda gegici olarak
stoklanmis spermlerin Bursa kopulariks e ittirilmesinde abdominal kasilmalarin roli vardir
(76). Sperm gog¢ii siirecinde rol alan onemli yapilardan birisi de sperm torbasi tizerinde
bulunan Bresslau sperm pompasidir. Ciftlesmelerin ve sperm gogiiniin tamamlanmasindan

birkag giin sonra ana arilar yumurtlamaya baslarlar (79).

Ciftlesme sonrast donemde Sperm go¢ mekanizmasinin; sperm kalite ve motilitesi, ana
armin kasilmalart ve seminal sivi ve sperm torbast sivisinin katkilarmin bilesiminden
etkilenmesi beklenebilir. Erkek ar1 ireme basarisi ile sperm kalite diizeyi arasinda yiiksek
iliski vardir (100, 131). Sperm kalitesi, sperm torbasina sperm gog¢ii ve sperm torbasinda
spermlerin yillarca canli kalma basarisini etkileyecek onemli unsurlardandir. Bu nedenle
yiiksek kalitede sperm {iiretimi ve bunu korumanin maliyetini olumsuz etkileyebilecek stres
faktorleri gesitli arastirmalarin konusu olmustur (76). Bu aragtirmalarda baslica sperm
canlilifi, sperm sayisi, semen hacmi, sperm konsantrasyonu, sperm uzunlugu, sperm
motilitesi, ozmolite gibi semen ve sperm Ozellikleri iizerine erkek arilarin yasi, 1rki,
kolonide maruz kalinan sicaklik ve kimi hastalik ve zararlilara karsi kullanilan ilaglarin

etkisi lizerinde durulmustur.
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Sperm canliligi, erkek ar1 iireme basarisini etkileyen baslica parametrelerden birisi olarak
kabul edilmektedir. Ancak bal aris1 sperm canliligi arastirmalarinda geligkili sonuglarla
karsilasilmaktadir. Ornegin; erkek arilarin cinsel olgunlasma déneminde sperm canliliginin
yas ile birlikte azaldigimi (132) bildiren ¢alismalarin yani sira sperm canliliginin yastan
etkilenmedigine iliskin bulgularla da karsilasilmaktadir (89, 133). Erkek arilarin iireme
basarisini etkileyen diger onemli parametreler; sperm sayisi, sperm konsantrasyonu ve
sperm uzunlugu gibi sperm 6zellikleridir. Sperm canliliginda oldugu gibi sperm sayist ve
konsantrasyonuna iliskin yiiriitiilen arastirmalarin sonuglarinda da biiyiik bir gesitlilik ile
karsilagilabilmektedir. Ciinkii; sperm sayiminda kullanilan yontemlerde (mikroskobik ve
spektrofotometrik), sperm sayiminin gergeklestirilmesi i¢in semen elde etme yontemine
(seminal kese veya ejakiilat), erkek ar1 genotipine ve yetistirme kosullarinda biiyiik

farkliklar bulunmaktadir (100, 134, 135).

Sperm torbasi bezlerinin salgilar1 torba igerisindeki spermlerin canli kalmasina katki
saglamaktadir. Erkek ar1 seminal sivi proteinlerinin ana ari1 sperm torbasi bezleri
proteinlerine benzemedigi ve ana arinin sperm muhafazasi siirecinde erkek arilar tarafindan
sentezlenen proteinlerden farkli oldugu saptanmustir (87). Sperm torbasi igerisinde sperm
muhafazasinda rol oynayan enerji metabolizmasi ve antioksidan savunma enzimleri ise
dikkate deger sekilde yogundur (136). Yaslhi ana arilarin sperm torbasi bezlerinde
poliploidisyon ve heterojen kromatin dagilimi gozlenmis ancak hiicre o6liimiine iligkin
isaretler ile karsilasilmamistir. Bu sonuglara dayanilarak sperm torbasi bezlerinin salgi
tiretimlerinin yaslanma ile degisebilecegi diisiiniilmektedir (137). Sperm torbasi igerisinde
fosfolipid konsantrasyonunun da uzun siireli sperm depolamada 6nemli rolii olabilecegi

diistiniilmektedir (138).

2.8. CINSEL SECILIiM

[lk kez Darwin tarafindan tartisilan, daha sonra {inlii genetik ve istatistik¢i Fisher
tarafindan gelistirilen cinsel se¢ilim kurami son donemlerde yogun arastirilan bir konudur
(6, 139). Cinsel segilim, dogal se¢ilimin araglarindan biridir. Kuramin temeli, bireyin
dollerinin sayisinin o bireyin ger¢ek iireme basarisi Olgiitii olduguna dayanir. Darwin,
cinsel se¢ilim kuramini; erkekler arasindaki goriilen disi ile giftlesme rekabeti ve disinin
ciftlesecegi esi segmesi olmak iizere iki ana yapiya ayirmistir. Bu gergeveden bakildiginda

cinsel secilim (genellikle disilerin) kars1 cinsiyetten es se¢imi (interseksiiel secilim) ve ayni
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cinsiyet grubu icerisinde (genellikle erkekler arasinda) goriilen karsi cinsiyet ile ciftlesme
yarigi (intraseksiiel secilim) olarak tanimlanir. Ancak cinsel se¢ilimin ¢iftlesmeden sonra
da devam eden bir siire¢ olduguna iliskin bulgular, yukarida verilen tanimin ¢iftlesme
oncesi donem ve c¢iftlesme sonras1 donemi kapsayacak bigimde gelistirilmesine neden
olmustur. Ciftlesme sonrasi donemde goriilen cinsel se¢ilim kuraminin unsurlari sperm

rekabeti ve diginin gizli se¢imi olmak iizere iki ana bagliga ayrilmaktadir (Sekil 2.6).

Cinsel
Secilim
| |

Ciftlesme oncesi ‘ [ Ciftlesme sonrasi ‘

|
Ciftlesme ‘ \ES secimi

| |
[ Sperm rekabeti Disinin gizli se¢imi

(3)

rel%l;eti ©)

_ | |
Fertilizasyon

Inseminasyon
rekabeti rekabeti
(&) ()

Sekil 2.6. Cinsel segilim kuramnin unsurlari?

Ciftlesme sonrasinda goriilen cinsel segilim ve unsurlarinin gergeklesmesi igin ¢ok erkek
eslilik on sarttir. Sosyal bocek kraligelerinin ¢ok erkek ile ¢iftlesmesinin ¢evreye uyum
bakimindan 6nemi yaklasitk 30 yildir bir¢cok arastirmacinin dikkatini ¢ekmekte ve
poliandri, ¢esitli hipotezler one siiriilerek tartisiimaya devam etmektedir (9, 46, 47, 140,
141). Cok erkek eslilik diginin lireme organlarinda farkli erkeklere ait ejakiilatlarin bir
arada olmasina (heterospermi) neden olmaktadir. Boylece, ciftlesme sonrast donemde
cinsel secilim ve sperm rekabetinin ortaya ¢ikma sanst dogmaktadir. Biraz daha agmak
gerekir ise; ciftlesme sonrasinda, disinin {ireme kanallarinda farkli erkek spermlerinin
yumurtay1 déllemek i¢in yarigmasi (Sperm rekabeti) (10) ve disinin hangi spermin yumurta
hiicresini dolleyecegini etkilemesi (disinin gizli se¢imi) yoluyla (11) cinsel segilim
gerceklesebilir (142). Ciftlesme sonrasi donemde gergeklestigi diisiiniilen boyle bir

secilimin disi ve erkek Ozelliklerinin olusumunu etkileyen 6nemli bir selektif gii¢ oldugu

2 Tez kapsaminda irdelenen cinsel secilim kurami konulari kirmizi renkle yazilmistir.
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kabul edilmektedir (143). Bunlarin yani sira bal arilar1 gibi ticari yetistiriciligi yapilan
tirlerin cinsel seg¢ilim unsurlarimin anlagilmasi etkin 1slah-yetistiricilik programlarinin

tasarlanmasina katki saglamaktadir (8).

Cinsel secilim siirecinde sperm rekabeti ve disinin gizli se¢ciminin ayr1 ayr1 ve birlikte
etkilere sahip olmasi beklenir. Ancak genellikle cinsel secilim kurami daha ¢ok sperm
rekabeti {izerine odaklanmistir. Bu nedenle disinin gizli se¢imi olgusunun kismen goz ardi

edilmis bir konu oldugu sdylenebilir (6).
2.8.1. SPERM REKABETI

Ciftlesme sonrasinda bir diginin tireme kanallarinda farkli erkeklere ait spermler arasindaki
yarig sperm rekabeti olarak adlandirilir (10). Sperm rekabetinin gergeklesmesi igin on
kosul; disinin birden fazla erkek ile giftlesmesi ve bir yumurtanin doéllenmesi igin
gerekenden fazla spermin bir arada bulunmasidir (144). Sperm rekabeti mekanizmasinin
islemesi i¢in 4 6nemli gereklilik daha vardir. Bunlar: ejakiilatlarin rekabet edebilmesi igin
uygun bosluk, yumurta hiicresini dolleme olasiligi olan ejakiilatlar arasindaki dogal
esitsizlikler, ejakiilatlarin karisim diizeyi ve ejakiilatin hem erkek hem de disi tarafindan

fiziksel manipiilasyonudur (145).

Apis tiirlerinin ¢ogunlugunda erkekler diger boceklerde oldugu gibi spermlerini dogrudan
sperm torbasina transfer etmemekte, ciftlesmelerde alinan ejakiilatlar ana armin 6nce ana
yumurta kanalina, sonra da yan yumurta kanallarina itilerek burada gecici olarak
stoklanmaktadir. Sperm torbasina sperm gocii siirecinde ana armnin yan yumurta
kanallarinda bulunan spermlerin ¢ok az bir kismi (%5-10) 24-48 saat igerisinde sperm
torbasina go¢ etmektedir (128, 146). Ana arilarin ¢ok esli olmasi ve yasamlart boyunca
yumurtlayacaklar1 yumurtalarin déllenmesi igin gerekli olandan daha fazlasini sperm

torbasinda stoklamalar1 sperm rekabetinin gergeklesebilmesi i¢in uygun platform olusturur

(7).

Sperm rekabeti; (1) farkli erkeklere ait sperm hiicrelerinin Sperm torbasina goci
(inseminasyon) ve (2) yumurta hiicresinin doéllenmesi igin sperm torbasindan sperm
hiicrelerinin salimi (fertilizasyon) sirasinda olmak tizere 2 farkli asamada gergeklesmesi

beklenir.
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Bal arisinda inseminasyon asmasinda sperm rekabetinin siirl diizeyde gergeklestigi ileri
stiriilmektedir. Bu goriisii destekleyen kimi bulgular bulunmaktadir. Bunlardan birincisi
farkli erkek arilara ait ejakiilatlarin yan yumurta kanallari igerisinde yar1 kiimelesmis halde
bulundugunun ileri stiriilmesidir (147). Bu saptamaya dayanarak Baer (7), tam karisim
halinde bulunmayan sperm hiicreleri arasinda sperm rekabetinin gergeklesmesini olanakli

gormemektedir.

Cok erkek esli bazi tiirlerde, disi ile ¢iftlesen erkeklerden sonucusunun dollerde temsil
edilme iistiinliigiiniin (son erkek {istiinliigii) olduguna iliskin bulgular vardir. Ornegin
Hymenoptera takiminda yiin tarayici (Anthidium manicatum) arilarda bu olgudan s6z
edilmektedir (148). Ancak bir arastirma disinda (13) bal arilarinda son erkek iistiinliigi ile
ilgili arastirmalarin higbirisinde son erkek ari lehine sonug ile kasilasilmamustir (7, 70,
147). Bal arilarinda son erkek avantaji gériilmedigi gibi is¢i ar1 dollerinde ana arimnin
ciftlestigi erkeklerin biri veya birkaci lehine 6nemli bir sapma da s6z konusu degildir (70,
127, 147, 149). Dogal ¢iftlesmis ana arilarda son erkek avantajinin bulunmamasinin sperm
gocli  silirecinde sperm rekabetinin  ger¢eklesmedigi  gorisiinii  destekledigi ileri
stirilmektedir (7, 147). Ancak bu goriisiin dogrulugunu dogrudan test eden herhangi bir

arastirma ile karsilagilmamustir.

Ana arinin sperm torbasinda spermler tamamen karigmis haldedir (68, 69). Bu durumda
Baer’e gore (7) Apis tirlerinde sperm rekabetinin sperm gogii siirecinden ¢ok sperm
torbasindan sperm salindiktan sonraki asamada (fertilizasyon asamasinda) olmasi beklenir.
Sperm rekabeti; sperm &zelliklerinden canlilik (7) ya da motilite (113) ile ilgili olmalidur.
Sperm rekabetini etkileyecek sperm 6zelliklerinden birisi de sperm uzunlugudur. Bal arisi
spermi (240-250 um) bazi bocek tiirlerinin spermleri ile karsilastirildiginda daha uzundur.
Ornegin bombus arilarinda spermler 166-169 um (150), ates karincalarinda ise yaklagik 70
um (151) uzunluktadir. Spermin uzun olmasi daha hizli hareket etmesi igin bir avantajdir.
Bazi karsilagtirmali ¢alismalarda sperm uzunlugunun rekabette avantaj sagladigina iliskin
kanitlar bulunmaktadir. Baer’e (7) gore, sperm depolama (inseminasyon) basarisi ejakiilat

hacminin, fertilizasyon basaris1 ise bireysel sperm kalitesinin bir fonksiyonudur.

Sperm depolama ve go¢ siirecini etkileyebilecek sperm uzaklastirma, sperm OGldiirme,

sperm yikama ve sperm inkapasitasyonu gibi sperm rekabetini olumsuz etkileyebilecek
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olgularin bulundugu bilinmektedir. Ancak bu olguarimn bal arilar1 ve diger ¢ok yillik koloni

kuran sosyal Hymenoptera tiirlerinde bu olgularin olmasini beklemek mantikli degildir (7).
2.8.2. DISININ GiZLi SECIiMI

Cok erkek esli tiirlerde dollerin erkek ebeveynlere oransal dagilimini etkileyebilecek bir
diger onemli faktor; disinin gizli se¢imidir. Disinin gizli se¢imi; yumurta hiicresini
dolleyecek spermin (ya da sperm hareketlerinin) disi tarafindan fiziksel ya da kimyasal
mekanizmalar ile kontrol edilmesidir (11). Sperm rekabetinde oldugu gibi disinin gizli
secimi de potansiyel olarak sperm depolama ve/veya sperm kullanimi sirasinda

gerceklesebilir.

Sosyal olmayan boceklerde disinin gizli segiminin gergeklestigine iligkin kanitlar
bulunmaktadir (10). Ancak bal arilarinda disinin gizli se¢iminin gergeklestigine iliskin
tartigmalar spekiilatiftir. Ornegin bu spekiilasyonlardan birisi, ana armin bazi erkeklere ait
spermleri giftlesme gergeklesir gergeklesmez viicut digina atabilecegidir. Bir diger hipotez,
sperm torbasina go¢ siirecinde hem yumurta kanallarindaki kasilmalar hem de sperm
torbasi tizerindeki sperm pompasi araciligi ile ana arinin bazi erkeklere ait spermleri farkli
sekilde isleyebilecegi {iizerinedir (7). Disinin gizli se¢iminin yumurtanin déllenmesi
asamasindaki sperm kullanimi (fertilizasyon) sirasinda da gergeklesebilme potansiyeli
vardir. Bu asamadaki se¢im sperm se¢imi olarak da adlandirilir (10) ve bazi bocek
tiirlerinde bu durumun gergeklestigi kabul edilmektedir (7). Bununla birlikte bal arilarinda
bir sperm torbasi igerisinde tamamen karigmis halde bulunan spermlerden hangisinin
yumurtay1 dolleyeceginin nasil belirlendigine iliskin mekanizmalar1 tahmin etmek zordur.
Sperm depolama sperm torbasinin hacmi ile sinirlidir ve boyle bir “istenmeyen sperm
seciminin” depolama siirecinden once gerceklesmesi daha mantiklidir. Sonug olarak bal
artlarinda sperm sec¢imi yolu ile diginin gizli se¢imi olgusunun gergeklestigini beklemek

zordur, ancak bu konuyu aydinlatacak ¢alismalarin yoklugu da dikkat cekmektedir (7).

2.9. CINSEL SECILIiM VE MOLEKULER GENETIK

Tim organizmalarin faaliyetleri basta genotip olmak {izere, ¢evrenin ve genotip-gevre
interaksiyonunun kontrol ve diizenlemesi altindadir. Genom siirekli bi¢cimde hiicresel

faaliyetleri kontrol ederek organizmanin yagamimi siirdiirmesinde rol alan en islevsel
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yapidir. Her ne kadar hiicrenin kii¢iik bir kismmi olustursa da biosfer iizerindeki tiim
yasam formlarinin sahip oldugu bu yasam molekiiliiniin 50 milyar ton agirliga sahip
oldugu tahmin edilmektedir. Diger taraftan bu organizmalarin toplam DNA transkripsiyon

hizinin saniyede 10?* DNA alt iinitesi oldugu diisiiniilmektedir (152).

DNA’nm ikili sarmal yapisinin 1954’te ¢6ziilmesinden giiniimiize molekiiler genetikte
onemli gelismeler yasanmis ve yasam bilimlerinin neredeyse tiim dallar1 bu gelismelerden
etkilenmistir. Molekiiler genetik yoOntemlerin gelistirilmesi ve yayginlasmasi ebeveyn
testlerinin yapilabilmesini de kolaylastirmistir. Gliniimiizde ebeveynler ve doller arasindaki
iliskinin ortaya konulmasinda molekiiler genetik tekniklerden siklikla yararlanilmaktadir.
Molekiiler genetik, ebeveyn testlerinin yogun kullanildig: cinsel segilim ¢alismalarinin da

Onemli bir aract haline gelmistir.

Ebeveyn testleri i¢in genom iizerinde yer alan belirteglere (marker) gereksinim duyulur.
Giiniimiizde ebeveyn testlerinde siklikla mikrosatellit DNA  varyasyonundan
yararlanilmaktadir. Mikrosatellitler 1-6 niikleotidlik kisa tekrar motifleridir. Okaryot
genom iizerinde bulunan ve 4-20 kez tekrarlanabilen mikrosatellitler genetik yapinin
belirlenmesinde sik¢a kullanilan belirte¢lerdir. Genom iizerinde yer alan basit tekrar
dizileri (mikrosatellit belirtecler) ebeveyn testlerinin yani sira popiilasyon genetigi
calismalarinda, filogenetik iliskilerin ortaya konmasinda ve marker destekli seleksiyonda
ve ebeveyn testlerinde kullanilmaktadir. Giiniimiizde floresan isaretli primerler
kullanilarak mikrosatellit lokuslarin ¢ogaltimi yapilmakta ve cogaltilan fragmentlerin

biiyiikliikleri kapiller jel elektroforez sistemlerinde dl¢iilmektedir.

Ebeveyn testinde kullanma potansiyeli olan diger 6nemli genomik varyasyon kaynagi ise
SNP (tek niikleotid polimorfizmi)’dir. Genom {iizerinde tek niikleotidlik degisimler 6nemli
ozellikleri etkileyebilmektedir. SNP’e dayali genotiplendirme g¢alismalart DNA dizileme

tekniklerinin gelismesine bagl olarak kullanim potansiyeli bulmaktadir.

2.10. DNA DIiZILEME

Yirminci yilizyilin son g¢eyreginde organizmalarin genomlarmin DNA dizileme
yontemi/yontemleri ile belirlenebilmesi molekiiler genetik ve yasam bilimleri alaninda

(biyoteknoloji, biyoloji, adli tip, tani, sistematik vb) acilim saglayan en Onemli
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gelismelerden birisidir. Maxam-Gilbert (153) ve Sanger (154) tarafindan 1970’lerde DNA
dizileme teknolojisinin Onciilerinin gelistirilmesi, 6zellikle genetik arastirmalarda devrim
sayllmaktadir. DNA dizileme teknolojilerinin gelistirilmeye baglamas1 molekiiler genetik
caligmalarin 6niinii alabildigine agmistir. Zaman igerisinde DNA dizileme tekniklerinin hiz
ve kapasitelerinin artirilmasi genom projelerinin yliriitiilebilme olanaklarini da artirmis ve
tiim genom dizilemesi ilk bitirilen tiirler sirke sinegi ve insan olmustur. Daha sonra énemli
goriilen diger organizmalarin genom projelerine baslanmis ve basta Bat1 bal aris1 olmak

tizere bazi bal aris1 tiirleri de bunlar igerisinde yerini almistir.

Bal Aris1 Genom Dizileme Konsorsiyumu’nun tamamladigi Bal Arisi Genom Projesi
sosyal boceklerin yasamina genom boyutunda ilk bakistir (155). Bal Arist Genom
Projesi’ni ekonomik ve ekolojik 6nemi olan diger Hymenoptera tiirlerinin genom dizileme
projeleri izlemekte ve veriler kaynak genom veri tabanlaninda (Hymenoptera Genom
Veritabani, HGV) (156) toplanmaktadir. HGV; Apis mellifera (157), Bombus terrestris ve
Bombus impatiens (158), parazitoid vasp Nasonia vitripennis (159), ve 7 karinca tiiriiniin
dahil oldugu karinca genom portalindan olusmaktadir. Yakin gelecekte HGV’da bal arisi
tirlerinden Apis dorsata ve Apis florea’nin genom verileri de kamunun kullanimina
acilacaktir. Hymenoptera takimindan tiirlerin genom verileri tek veri tabaninda toplanarak
bazi1 sosyal bocek tiirlerinin birbirleri ile karsilastirilmalari saglanabilmis (156, 160),

boylece bal arisint konu alan molekiiler ¢alismalarin hizi ve sayisi artmistir.

DNA dizileme; bir DNA molekiilii icerisinde yer alan niikleotid bazlarin (Adenin,
Gunanin, Sitozin, Timin) siralamasinin belirlenmesidir. DNA dizilemesi isleminde en
yaygin kullanilan ydntem; zincir sonlandirma (Sanger) yontemidir (154). Insan genomu
dahil gesitli tiirlerin genom projeleri (161-163) bu yontem ile tamamlanmistir. Bu
yontemin PCR asamasinda normal niikleotitlerin yani sira floresan isaretli dideoksi
niikleotidler (ddNTP: ddATP, ddTTP, ddGTP ve ddCTP) kullanilarak ¢ogaltimi yapilan
(yeni sentezlenen) DNA zinciri rasgele sonlandirilmaktadir. Bir DNA zincirinde onceki
niikleotidin 5" ucundaki karbon atomu ile izleyen niikleotidin 3" karbon atomlar1 arasindaki
fosfodiester baginin kurulmasi DNA polimerizasyonu icin gereklidir. Ancak DNA
zincirinin sonlandirilmasi islemi i¢in 3" hidroksil grubunun (OH) yerine 3'H getirilerek
niikleik asitler modifiye edilmekte (Sekil 2.7) bdylece zincirin uzamasi olanagi ortadan

kaldirilmaktadir. Zincire en son baglanan modifiye niikleotid (ddNTP) floresan isaretli
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oldugu i¢in bir DNA dizisine en son eklenen niikleotidin hangi baz oldugu
belirlenebilmektedir. Uzama asamasi rasgele sonlandirilan DNA dizilerinin biyiikliiklerine
gore siralanmasi gerekmektedir. Bunun igin PCR islemi ile ¢ogaltilan DNA fragmentleri
otomatik dizileme sistemlerinde 6nce denatiire edilerek eksenlerin birbirlerinden ayrilmasi
saglanmakta, sonra da kapiller jel elektroforezi gergeklestirilerek fragmentlerin verdigi
floresan 1s1malar kaydedilmektedir (Sekil 2.8). Sanger yontemi 300-1000 baz arasi

bliyiikliikteki DNA fragmentlerinin dizisinin belirlenmesinde basar1 ile uygulanmaktadir.

Baz Baz
o O O— CH; (I)- ?- ?—
-OPOPODOCH \ ‘O*P'"O'FOF’OCH‘/\
I I | 1 | |
0 o} O 4C C! 0 O 0 P
|;1/ H ”/I
—c, e —c
’| |? i Vi
OH H H H
{ I
Zincirin uzamast Zincirin uzamast
icin gerekli 3'OH sonlandirmale igin 3'-OH

yerne getirllen 3'-H

Sekil 2.7. Zincir sonlandirma islemi i¢in niikleotidlerin modifiye edilmesi (164)
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Sekil 2.8. Sanger DNA dizileme yontemi (165)

Kromatograf

Modern biyolojide DNA dizileme i¢in ucuz ve yiiksek islem giicline sahip platformlarin
gelistirilmesine gereksinim duyulmustur. Gilinlimiizde Sanger yonteminin dezavantajlarin
ortadan kaldiran yiiksek islem giiciine dayali farkli yontem ve teknolojiler kullanilarak
daha hizli yeni nesil DNA dizileme teknikleri ile genom aragtirmalari siirdiiriilmektedir.
DNA dizleme igin ¢ok sayida yontem kullanilmaktadir. Ozellikle son 15-20 yilda etkin
bigimde gelistirilen ve ikinci, tigiincli ve dordiincii nesil olarak adlandirilan DNA dizileme
teknikleri kullanima sunulmustur. Bu yontemlerin her birinin digerine gore avantaj ve
dezavantajlart bulunmakla birlikte (166-168) DNA dizileme hizi ve kapasitesi giderek
artirllmigtir. Pirosekanslama teknigi yeni (ikinci) nesil DNA dizileme tekniklerinden
biridir.

2.11. PiROSEKANSLAMA TEKNIGi

P. Nyren ve M. Ronaghi tarafindan gelistirilen (169) pirosekanslama teknigi; tek tiip
icerisinde 4 enzim arasindaki isbirliginden yaralanarak DNA sentezinin eszamanli
izlenmesini olanakli kilan elektrofretik olmayan bir yontemdir. Bu yaklasim; temeli Nyren

tarafindan atilan (170, 171) enzimatik luminometrik inorganik fosfat (PPi) belirleme
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yontemi (ELIDA) tizerine kurulmustur. Bu yontemde DNA polimerazin her bir niikleotidi
zincire baglanmasindan sonra agiga ¢ikan PPi, ATP siilfiirilaz tarafindan ATP’ye
doniistiiriilmekte ve devaminda ATP ates bocegi lusiferazi tarafindan 1s18a gevrilmektedir.
Kalip DNA’ya baglanan niikleotid miktarina bagl olarak olusan eszamanli oransal 1sima
CCD kameralar tarafindan algilanmakta ve sistem tarafindan piklere doniistiiriilmektedir
(163, 172, 173). Reaksiyona katilan niikleotidlerin reaksiyon ortamina katilma sirasi

bilindigi i¢in sentezlenen DNA’nin baz dizisinin igerigi belirlenebilmektedir (163).
2.11.1. PIROSEKANSLAMA VE HETEROPLAZMI

Pirosekanslama yontemi hem bilinen bir DNA dizisinin dogrulanmasi i¢in yeniden
dizileme analizlerinde hem de de-novo DNA dizileme analizlerinde kullanilabilmektedir.
Pirosekanslama teknigi; gercek niikleotid degisimi ve degisimin seviyesini dogruya yakin
tahmin edebilme, otomasyona sahip olma, hizli performans ve sonug¢ verebilme, SNP
analizi i¢in kullanilabilme, kompleks ikincil yapilari analiz edebilme gibi avantajlara
sahiptir. Ancak yontemin en biiyiikk dezavantaji uzun baz dizilerini (200 b¢’nden biiyiik)
okumaya uygun olmamasidir (163). Diger dezavantajlar ise, 6zel donanim gerektirmesi,
reaksiyonda kullanilan enzimlerin kalite ve etkenliginin dl¢iimlerin kesinligi i¢in kritik
olmasi, enzimlerin aktivitelerini kaybedebilmeleri ve 6rnek sulandirma isleminin okuma
cercevesi uzunlugunu azaltabilmesidir (174, 175). Pirosekanslama sistemi insersiyon,
delesyon, SNP tarama, DNA metilasyon analizleri, kantitatif allel ekspresyonu vb bir¢ok
alanda basart ile kullanilmaktadir (176-179).

Pirosekanslama teknigi ile zincire eklenen niikleotidlerin seviyesinin oldukg¢a basaril
olarak belirlenebilmesi heteroplazmi c¢alismalarinda kullanim potansiyelini ortaya
cikarmistir. Heteroplazmi bir hiicre veya doku igerisinde birden fazla organel genomunun
bir arada bulunmasi olarak tanimlanir (174, 180, 181). Heteroplazmi ¢alismalarinda
pirosekanslama teknigi son yillarda yogun olarak kullanilmaktadir (180, 182, 183). Bu
durumun en 6nemli nedeni Sanger dizileme yonteminin mutant allel seviyesini belirleme
hassasiyetinin diisiik olmasidir (184, 185). Pirosekanslama teknigi; kullanimi kolay, hizli
ve daha kesin miktar belirleyen bir sistem oldugu i¢in heteroplazmi seviyesi ister yiiksek
ister diisiik olsun basariyla kullanilabilmektedir (174, 177, 185-187). Cok erkek esliligin

bir sonucu olan sperm torbasindaki heterospermi, heteroplazmi olgusuna oldukga
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benzerdir. Bu nedenle pirosekanslama tekniginin yaygin kullanim potansiyeli bulunan

alanlardan birisi de heterospermi ¢alismalaridir.

2.11.2. PIROSEKANSLAMA REAKSiYONU

Kati ve sivi faz olmak {iizere iki farkli pirosekanslama stratejisi vardir. Kati faz
pirosekanslama prosediiriinde DNA Polimeraz I’in Klenow fragmenti, ATP Siilfiirilaz ve
Lusiferaz olmak tizere 3 enzim rol almaktadir (188). Siv1 faz pirosekanslama sisteminde,
bu 3 enzime Apiraz da katilmakta, boylece sistemde 4 enzim bir arada galismaktadir (163,
169). Reaksiyon karisimi adenozin fosfosiilfat (APS), d-lusiferin ve sekanslama primeri
gibi bilesen ve enzim substratlarini da igermektedir (172). Sivi faz pirosekanslama

reaksiyonunun asamalari (Sekil 2.9) asagida adim adim agiklanmustir.

Pirosekanslamanin ilk reaksiyonunda niikleotid ilavesi oldugunda kalip DNA’ya eslenik

olarak Klenow polimeraz tarafindan bir baz ¢ifti olusmaktadir (1).

(1) (DNA)s + dNTP (Polimeraz) (DNA)n+1 + PP

Bu adimin ardindan Klenow Polimeraz | tarafindan inorganik fosfat (PPi) serbest

birakilmakta, bu molekiilde ATP siilfiirilazin substrati olarak rol alip ATP iiretiminde

kullanilmaktadir (2).

(2) PPi + APS (ATP Siilfiirilaz) ATP + SO%4

Ucgiincii ve 4. reaksiyon adimlarinda ATP, lusiferaz tarafindan, belirlenebilen 151k sinyaline
doniistiiriilmektedir. Boylece reaksiyon karisimina kalip DNA’da yer alan diziye uygun

niikleotid eklendiginde 151k olugmaktadir (3-4).

(3) Lusiferaz-Lusiferin + ATP ———— Lusiferaz-Lusiferin-AMP + PP;
(4) Lusiferaz-Lusiferin-AMP + O, — Lusiferaz + oksilusiferin + AMP + CO; + Isik

Sonraki reaksiyon adimmda ortamda bulunan DNA zincirine baglanmamig niikleotidleri

Apiraz ortadan kaldirmaktadir (5-6).

(5) ATP (Apiraz) AMP + 2Pi
(6) ANTP gAQiraQ dNMP + 2Pi)
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Pirosekanslama teknolojisinde ¢ift eksenli DNA fragmentlerinin baz dizisinin
belirlenmesine olanak verecek yontemler gelistirilmis ise de (190) yaygin olarak kullanilan
formu tek eksenli DNA zincirinin kullanilmasidir. Bu yontemde birisi biyotinle
isaretlenmis primer ¢ifti kullanilmaktadir. Béylece PCR’da olusturulan DNA’nin bir zinciri
biyotinlenmis olmaktadir (163, 191).

Pirosekanslama analizine baslamadan ©6nce DNA’nin Streptavidin  kapli manyetik
boncuklara baglanmasi islemi gerceklestirilmektedir. Streptomyces avidinii bakterisinden
elde edilen dort altbirime sahip streptavidin, biyotine karsi yiiksek afinitesi nedeniyle
biyoteknolojide yogun kullanim alani bulmustur. Sedimantasyondan sonra PCR’dan kalan
komponentler saf ¢ift zincir DNA elde etmek icin yikanmaktadir. Bu agamadan sonra ¢ift
zincit  DNA’y1 tek zincir haline getirebilmek i¢in alkali ortamda denatiirasyon
gerceklestirilmektedir. Boylece manyetik boncuk {izerinde sadece biyotinle isaretli tek
zincir DNA tutulmaktadir (163, 173). Yaygin kullanilan bu ydntemin yani sira enzimatik

yontem ile alternatif pirosekanslama hazirlik proserdiirii de bulunmaktadir (163, 190).
2.11.3. PIROSEKANSLAMA ENZIMLERI

Pirosekanslamada kullanilan 4 enzimin performanst DNA dizileme teknolojisinin
dogrulugu icin Onemlidir. Bu enzimlerin &zellikleri ve pirosekanslama reaksiyonu

sonuglarina etkileri asagida verilmistir.

2.11.3.1.Klenow DNA Polimeraz

Replikasyon ve tamir siirecinde DNA polimerizasyonunu katalize eden bir enzim oldugu
icin DNA polimeraz (E.C. 2.7.7.7) canli tim hiicreler i¢in yasamsaldir. Escherichia coli
DNA polimeraz |, polimeraz aktivitesinin yani sira 3°-5" ve 5°-3" ekzoniikleaz aktivitesinin

her ikisine de sahip olan ve molekiiler ¢alismalarda ¢ok kullanilan enzimdir.

Polimeraz I’in (109 kDa) subtilisin proteaz ile kesilmesi sonrasinda 3'-5" eksoniikeaz
aktivitesini kaybetmis bilyiik parcacigina Klenow Polimeraz adi verilmektedir (192). Daha
sonra 2 amino asit mutasyona ugratilarak yeni bir polimeraz varyanti (ekzo Klenow
Polimeraz) elde edilmistir. Pirosekanslamada Klenow Polimeraz; primer uzamasi ve
ortama PPi salimi i¢in kullanilmaktadir. Pirosekanslamada kullanilan Klenow polimerazin

3’-5" eksoniikeaz aktivitesini kaybetmesine karsin, bu enzimin kinetik mekanizmasinin
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yavas olmasi ve reaksiyonda Apiraz kullanimi yanlis niikleotidlerin zincire baglanma

olasiligini azaltmaktadir (163, 172).

2.11.3.2. ATP Siilfiirilaz

Pirosekanslama teknolojisinde kullanilan ikinci reaksiyon, DNA polimerizasyonuna bagh
olarak serbest kalan PPi molekiilinden ATP {iretiminin ATP siilfiirilaz (E.C. 2.7.7.4)
tarafindan katalize edilmesidir. Canlilarda ATP siilfiirilaz siilfiir aktivasyonunda SO%4 ve
ATP’den Adenozin fosfosiilfat (APS) iiretimini katalize eder. Uretilen APS, APS kinaz
tarafindan fosforlanarak 3’-fosfat 5’-fosfosiilfat’a ¢evrilir ve bu bilesik ¢esitli siilfiir icerikli
maddelerin sentezinde kullanilir. ATP siilfiirilaz tarafindan katalize edilen reaksiyon
esitligi aslinda APS iiretimi i¢in elverigli degildir. Fakat APS kinaz tarafindan APS ve PPi
ortamdan uzaklastirilmasi ve inorganik pirofosfatlar reaksiyonu sag tarafa dogru kaydirir.
Boylece ATP siilflirilaz tarafindan katalize edilen reaksiyon PPi’tan ATP {iretimi igin
elverigli hale gelir ve bu durumdan yararlanilarak pirosekanslama teknolojisinde ikinci
reaksiyon gerceklestirilir. IIk defa bir maya tiiriinden (Saccharomyces cerevisiae) izole
edildigi i¢in bu organizmadan klonlanan ATP siilfiirilaz ticari olarak piyasada yerini
almigtir. Homo hekzamer yapidaki 315 kDa biiytikliige sahip bu enzim E. coli bakterisi
kullanilarak tiretilmektedir. Pirosekanslamada kullanilan enzimin rekombinant formu 470
kDa biyiikliiginde ve oktamer yapidadir. Bu enzim tarafindan pirosekanslama
reaksiyonunda ATP olusumu yaklagik 1,5 sn siirmektedir (163, 172, 193).

2.11.3.3. Lusiferaz

Lusiferaz (E.C. 1.13.12.7) pirosekanslama reaksiyonunda ATP’den belirlenebilir 151k
tiretimini katalize etmektedir. Bu enzimin ¢esitli tipleri tiim biyoliiminesans organizmalar
tarafindan kullanilmaktadir. Ancak ticari olarak en ¢ok kullanilan tipi Kuzey Amerika Ates
bocegi (Photinus pyralis)’nden klonlanmistir. Lusiferaz fizyolojik pH diizeyinde 562 nm

dalga boyunda yesil-sar1 bolgede maksimum 1sima yapan 61 kDa biiyiikliikte bir enzimdir.

Ik lusiferaz kataliz reaksiyonunda enzim magnezyum iyonlarmin varliginda yapisal
degisime giderek d-lusiferin ile bir kompleks olusturmaktadir. Reaksiyonda 11k iiretimi,

Lusiferiladenilat’in oksidatif karboksilasyonu yoluyla ger¢eklesmektedir (172).
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Pirosekanslama yonteminin darbogazlarindan birisi ortamda bulunan serbest ATP’nin hem
DNA’nin yapisinda kullanilabilmesi hem de lusiferaz tarafindan 1s18a ¢evrilebilmesidir. Bu
durum DNA polimerizasyonu i¢in normal dATP yerine lusiferaz tarafindan taninmayan
dATP-a-S (deoksi adenozin alfa-tiotrifosfat) kullanilarak asilmistir (Sekil 2.10) (169, 188).
Pirosekanslama teknolojisinde lusiferazin diisiik termostabilitesi reaksiyonun sicakliginin
25 °C’ye ayarlanmasina neden olmaktadir. Pirosekanslama reaksiyonunda kullanilan diger
enzimler igin ise optimum sicaklik daha yiiksektir (172). Lusiferaz tarafindan 1s1k olustuma
asamasi 0,2 sn’den az siirmektedir (163).
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Sekil 2.10. dATP-a-S ve dATP nin yapisal farkliligi (194).

2.11.3.4. Apiraz

Apiraz (E.C. 3.6.1.5) pirosekanslama reaksiyonunda kalip DNA’ya baglanmayan
niikleotidlerin parcalanarak ortamdan uzaklastirilmasi i¢in kullanilir. Apiraz ve ekto-
ATPazlar E tipi ATPazlar grubunda yer almaktadir ve ¢esitli yonleri ile diger ATPazlardan
farkhidirlar. Bu enzimlerin en 6nemli ozellikleri aktivitelerinin Ca?* veya Mg?* gibi
divalent katyonlara bagli olmasidir. E tipi ATPazlar, sinir hiicresi aktivitelerinin
diizenlenmesi, pithtilagmanin 6nlenmesi, immun sistemin diizenlenmesi, seker diizeyinin ve
glukozilasyonun kontrolii gibi bir¢ok biyolojik siirecte rol alirlar. Bununla birlikte apiraz
tri-, di-, ve mono-fosfat niikleozitleri hidrolize edebildigi i¢in diger ekto-ATPazlardan
faklidir (172).
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Apiraz gesitli hayvan ve bitki organizmalarinda tanimlanmig bir enzimdir. Ancak yaygin
olarak kullanilan ticari apiraz formlar1 patates (Solanum tuberosum) kokenlidir. S.
tuberosum’un ¢esitlerinden klonlanan farkli apiraz izoenzimleri bulunmaktadir. Ancak
bunlarin en ¢ok bilinenleri Pimpernel ve Desire’e tipleridir (195). Her iki tip apiraz da 49
kDa biiyiikliikte ancak farkli izoelektirik noktalara sahiptir (196). Bu enzimlerin ATP ve
ADP’yi parcalama yetenegi yiiksek oldugu i¢in pirosekanslamada kullanimi tercih

edilmistir (172).

Pirosekanslama reaksiyonunda polimerizasyondan olusturulan 1s18in belirlenmesine kadar
gecen siire oda sicakliginda 3-4 sn’dir. Bir pmol DNA iirliniinden pirosekanslama
reaksiyonunda 6x10* ATP iiretilmekte, bu da 560 nm dalga boyunda 1s1ma veren 6x10°
foton’a ¢evrilmektedir. Bu miktardaki 1sik fotodiyot, fotogogaltici tiip ve CCD kamera
tarafindan kolaylikla belirlenebilmekte ve reaksiyon eszamanli olarak izlenebilmektedir

(163).

35



3. GEREKCE VE AMAC

Sperm rekabetini etkileyebilecek sperm sayisi, sperm konsantrasyonu, sperm canliligi,
sperm motilitesi, semen hacmi, erkegin ¢iftlesmedeki sirasi, erkek ar1 ve ana ar1 genotipi
vb unsurlar1 konu alan birgok ¢alisma vardir. Ne var ki sperm rekabetinin sperm gogli ve
sperm kullanimina etkisinin analiz edildigi deneme tasarimlarinda kullanilan yontemlerde
bazi kisitlar bulunmaktadir. Bu kisitlardan birisi 6rnekleme ile ilgilidir. Sosyal bocek
kolonileri ¢ok sayida bireyden olusmaktadir. Ornegin bal arilar1 60.000 (30), baz1 karinca
tirleri ise 20 milyon (7) bireyden olusan koloniler kurabilmektedir. Erkek ebeveynler ise
her bir is¢i bireyde teker teker mikrosatellit DNA analizine dayali olarak belirlenmektedir.
Maliyet ve zaman almasi gibi nedenler ebeveyn testi i¢in 6rneklenebilecek birey sayisini
sinirlandirmaktadir. Ayni1 zamanda disilerin zamana bagli olarak sperm kullanimindaki
degisimler (197) ve oOrnekleme hatalarindan (198) kaynaklanan sapmalar bir kolonide

hesaplanan alt aile frekanslariin giivenilirligini azaltmaktadir.

Sperm rekabeti calismalarinda karsilasilan bir diger 6nemli kisit, farkli erkek spermlerinin
sperm torbasina gd¢ ve sperm torbasindan sperm salimi siireglerinin birbirinden ayirt
edilemesidir. Ciinkii in vivo kosullardaki spermlerin goc¢, hareket ve motilite yeteneklerini

irdeleyebilecek yontemler gelistirilmemistir (134).

Bu tez ¢alismasinin biri genel, digeri 6zel olmak tizere 2 amaci vardir. Genel amaci; bal
arist spermlerinin ana arimnin yumurta kanallarindan sperm torbasina gogli sirasinda olasi
sperm rekabetini (inseminasyon rekabeti) test edebilmeyi-irdeleyebilmeyi saglayacak tek
niikleotid polimorfizmine (SNP) dayali kantitatif analizleri olanakli hale getirecek bir

yaklagim gelistirmektir.

Doktora calisgmasmin 6zel amaci ise gelistirilen bu yaklagimdan yararlanarak yapay
tohumlamada kullanilan ana ar1 ve erkek ar1 irkinin, semen enjeksiyon sirasinin ve bazi
sperm kalite 6zelliklerinin (sperm canliligi, semen hacmi, sperm sayisi vb) ana arinin yan

yumurta kanallarindan sperm torbasina goce etkisinin olup olmadigini belirlemektir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

Tez calismast 5 ana asamadan olusmaktadir. Canli materyali olusturma islemleri
arastirmanin 1. asamasidir. Bu asamada Kafkas ve Italyan irkindan deneme ana arilar1 ve
erkek arilar1 yetistirilmis, ana arilar 2 irkin erkeklerinin 2 farkli sirada toplanmis semenleri
ile yapay tohumlanmigtir. Bu uygulama ile yapay tohumlanmig ana arilarin sperm
torbalarinda heterospermik icerik olusturulmustur. Ikinci asamada denetimli yetistirilen
erkek arillarin sperm Gzellikleri belirlenmistir. Arastirmanin 3. asamasinda yapay
tohumlanmis ana arilarin sperm torbalarinin diseksiyonu, sperm torbasindaki spermlerden
ve erkek arilarin viicut dokularindan DNA izolasyonu yapilmistir. Buraya kadar tim
islemler A.U.Z.F. Zootekni Boliimii Bal Aris1 ve Aricilik Arastirma ve Uygulama
Birimi’nin saha ve laboratuar olanaklari ile gergeklestirilmistir. Arastirmanin dordiincii ve
besinci asamalar1 molekiiler genetik calismalarini icermektedir. Dérdiincii asamada; yapay
tohumlamada kulanilan Kafkas ve Italyan erkek arilarin sperm torbasi iceriginde genotipik
ayrimi saglayacak irka 6zgii SNP taranmistir. Bu agamanin polimeraz zincir reaksiyonu
calismalart A.U.V.F. Viroloji Anabilim Dali Laboratuvar’inda, DNA dizi analizleri ise
REFGEN Sirketinde yiiriitilmiistiir. Tezin son asamasinda sperm torbalarinin
heterospermik iceriklerinden izole edilen DNA Orneklerinin  kantitatif —tayini
pirosekanslama teknigi ile yapilmistir. Pirosekanslama islemi ise Ankara Onkoloji Egitim
ve Arastirma Hastanesi Tibbi Patoloji Klinigi’nde yiiriitiilmiistiir. Projenin tiim bu

asamalar1 kronolojik olarak asagida ayrintili anlatilmistir.

41. MATERYAL

Doktora tezinin canli materyalini A. U. Z. F. Zootekni Boliimii Bal Arisi ve Aricilik
Arastirma ve Uygulama Birimi’ndeki koloniler olusturmustur. Birimde bulunan Kafkas ve
Italyan 1rki kolonilerden segilen birer koloni ana ar1 ve erkek ar1 yetistirmede

kullanilmislardir.

Calismanin ¢esitli asamalarinda bazi kimyasallar ve kitler kullanilmistir. Sperm
canliligmin belirlenmesinde sperm canlilik kiti (L-7011, Molecular Probes), DNA
izolasyonu i¢cin DNA izolasyon kiti (Invitrogen, PureLink® Genomic DNA Kkit),
elektroforez agamasinda; Tris-HCI (10 mM) tampon maddesi, Etidyum bromiir soliisyonu
(EtBr, 10 ml -10 mg/ml), EDTA (BioShop Canada, Katalog No: EDTO0L1.R), Borik asit
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(BioShop Canada, Katalog No: BOR001.R), PCR asamasinda; dNTP (Thermo Scientific
dNTP Set), ileri ve geri primer (Macrogen), Taq. buffer (Thermo Scientific Fermentas),
Taq polimeraz (Thermo Scientific Fermentas), Pirosekanslama analizinde; PyroMark
Custom Assay (Qiagen, Katalog No: 978776), PyroMark PCR Kit (Qiagen, Katalog No:
978703), PyroMark Gold Q24 Reagents (Qiagen, Katalog No: 971802), PyroMark
Baglanma Tamponu (Qiagen, Katalog No: 979306), PyroMark Denaturasyon Solusyonu
(Qiagen, Katalog No: 979307), PyroMark Yikama Tamponu (Qiagen, Katalog No:
979308), PyroMark Baglanma Tamponu (Qiagen, Katalog No: 979309),
ImmucorStreptavidin Sepharose HP, kimyasal ve kitleri kullanilmistir.

4.2. YONTEM
4.2.1. ERKEK ARI YETiSTiRME

A. U. Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliimii Bal Aris1 ve Aricilik Arastirma ve Uygulama
Birimi Ariligi’ndaki kolonilerin bakimlar1 (varroa parazitine karsi ilaglama, gelisen
kolonilere kabartilmig petek verme ve ballik ilave etme, ogul vermeyi dnleme) yapilmistir.
Ilkbahar mevsiminde (Mayis ay1) Kafkas ve Italyan 1rki kolonilerden giiclii (kulugkaligini
tamamlamis) 1 Kafkas ve 1 Italyan kolonisi erkek ari iiretiminde kullanilmak iizere
diizenlenmistir. Secilen her koloniye May1s ay1 sonunda kabartilmig 1 erkek ar1 petegi ana
ar1 1zgaral plastik kafes i¢inde kulugkaliga yerlestirilmistir. Erkek ar1 petegi iizerinde

hapsedilmis ve ana arinin erkek ar1 petek gozlerine yumurtlamasi saglanmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Ana ar1 1zgarali plastik kafes icerisine alinmis erkek ar1 petegi
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Ana arilarin erkek ar1 peteklerine yumurtlamasi izlenmis, ana ar1 petegin tamamina
yumurtladigi giin belirlenmistir. Ana arilar erkek ar1 petek gozlerinin tamamina
yumurtladiktan sonra, kafesler kovanlardan ¢ikartilmis, ana arilar koloniye salinmis, erkek

ar1 petegi kafessiz olarak yerine geri konulmustur (Sekil 4.2).

| R
o GO OBREEN 1"
"g’, L] "~ ‘s A%
& ahe LS

>4

3 .
","* ‘h o1

Sekil 4.2. Pupa agamasina ulagmis erkek ar1 petek gozleri

Ana arilarin erkek ar1 peteklerine yumurtlama tarihlerinden erkek arilarin olasi ergin ¢ikis
giinleri géz Oniine alinarak ¢ikistan 1-2 giin 6nce erkek ar1 petekleri ana ar1 1zgaral plastik
kafeslere yeniden aktarilmistir. Bu uygulama ile ¢ikis yapan erkek arilarin kovan igine

dagilmalar1 6nlenmistir (Sekil 4.1).

Ergin erkek ar1 ¢ikislart diizenli kontroller ile takip edilmis ve ayni gilinde ¢ikis yapan
erkek arilar gogiislerinin lizerinden renkli boya kalemleri (Edding 751 sari, mavi, beyaz,
kirmizi) ile markalanmiglardir (Sekil 4.3). Boylece erkek arilarin yetistirildikleri
kolonilerin ve yaslarinin izlenmesi olanakli olmustur. Kafkas irkindan toplam 2100 erkek

ari, italyan irkindan 1960 erkek ar1 markalanmaistir.
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Sekil 4.3. Erkek ar1 markalama

Markalanan ergin erkek arilarin serbest ugusuna izin verilmemis ve cinsel olgunlagma
siirecinde (0-12 gilin) 6zel hazirlanmis ana arisiz banka kovaninin iginde (erkek ari
bankalama kovani) tutulmuslardir. Erkek ar1 banka kovani yapay tohumlama giiniine kadar
karanlik serin bir odada tutulmustur. Yapay tohumlamadan 1 giin 6nce arilikta nispeten
izole bir yere konumlandirilan erkek ar1 banka kovaninin giris deligi agilmistir. Boylece
cinsel olgunlagsmasin1 tamamlamis erkek arilarin uguslarina izin verilerek Yyapay

tohumlama 6ncesinde sindirim kanallarin1 bosaltmalar1 saglanmistir.
4.2.2. ANA ARI YETISTIRME

Kafkas ve Italyan wrkindan ana ar1 yetistirmek igin 1 baslatict ve 1 bitirici koloni
hazirlanmistir. Ana arilar asilama yontemi ile yetistirilmistir (109) Bu amagla arilikta
bulunan saf Kafkas ve italyan kolonilerden 1’er koloni damizlik (larva kaynagi) koloni
olarak belirlenmistir. Asilama giinii hazirlanan asilama ¢ergevelerindeki 50 temel
yiiksiikten 25’ine Kafkas, diger 25’ine ise Italyan kolonisinden larvalar agilanarak baslatici
koloniye verilmistir. Asilama gercevesi 2 giin sonra bitirici koloniye aktarilmistir. Birinci

parti asilamadan 2 giin sonra ilkinde oldugu gibi 2. parti yedek asilama yapilmustir.

Deneme ana arilarinin verilecegi ciftlestirme kutular1 mevsim baginda hazirlanmistir. Bu

ciftlestirme kutularina kapali yiiksiik asamasindaki deneme ana arilarinin kabul ettirilmesi
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icin kapali yiiksiiklerin verilmesinden 4 giin 6nce kutularin yumurtlayan ana arilar
alimmistir. Ana arilarin ¢ikis giinlinden 1 giin 6nce yiiksiikler ¢iftlestirme kutularina
verilmistir. Ana ar1 yiiksiikleri giftlestirme kutularina dagitildiktan sonra kutularda ana ari
¢ikis kontrolii yapilmis, ¢ikmayan ana arilarin yerine yedek yiiksiikler kullanilarak eksikler
tamamlanmistir. Dagitilan yiiksiiklerden (60 adet) 53’1 ciflestirme kutulari tarafindan

kabul edilmistir.
4.2.3. YAPAY TOHUMLAMA

Cinsel olgunlasma siirecini ¢iftlestirme kutularinda geciren deneme ana arilar1 4 deneme
grubuna dagitilmistir. Ana arilar dnce irka gore (Kafkas ve Italyan) gruplandirilmus,
ardindan her irk grubundaki ana arilar enjekte edilecek 2 farkli semen kompozisyonu
(1: Kafkas + Italyan semeni, 2: Italyan + Kafkas semeni) icin rasgele 2 gruba ayrilmistir.
Kafkas 1rk1 ana arilar A ve B, Italyan ik ana arilar C ve D gruplarini olusturmustur. Ana
arilarin her biri 6-7 giinliik yasta 8 ul semen ile yapay tohumlanmistir. Semen toplama ve
enjeksiyon islemleri Schley yapay tohumlama aleti ile yapilmistir. Erkek arilardan semen
toplama islemi geleneksel yontem uygulanarak yapilmistir. Erkek ar1 banka kovanindan
toplanarak laboratuvara getirilen erkek arilarda fiziksel uyar1 yolu ile everziyon ve
ejakiilasyon islemi gergeklestirilmistir. A grubundaki ana arilar i¢in 6nce Kafkas irki1 erkek
arilardan 4 pl, ardindan Italyan irki erkek arilardan 4 pl semen mikrosirmganin cam ucuna
toplanarak tek ana ar1 i¢in gerekli doz tamamlanmistir. B grubu ana arilara enjekte edilecek
semen kompozisyonu ise once Italyan irki erkek arilardan toplanmis 4 pl semen ve
ardindan Kafkas irki erkeklerden toplanmis 4 pl semenden olusmustur. Ayni semen
toplama diizeni Italyan 1irki ana arlar icin de uygulanmis, C grubu ana arilar
Italyan+Kafkas erkeklerinin semen kombinasyonu, D grubu ana arilar ise Kafkas+italyan
erkeklerinin semen kombinasyonu ile yapay tohumlanmistir. Erkek arilardan semen
toplama islemi sirasinda her erkek aridan yaklagik 1 pl semen Gilmont mikrometreli Harbo
siringasi (Gilmont Instruments, Barrington, IL) olgiilerek alinmig, boylece her ana ariya
enjekte edilecek semenin dogru hacimde ve kompozisyonda olmasi saglanmistir (199). Bu
diizenleme ile erkek ar1 irkinin (sperm rekabeti), ana armin irkinin (diginin gizli se¢imi) ve
semen enjeksiyon sirasinin etkisini bir arada test etmeye uygun bir kurgu olusturulmustur
(Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Yapay tohumlama ile olusturulan deneme gruplari (Cau; Kafkas, Ita;italyan)

Yapay tohumlamanin her asamasinda her ana ar1 teker teker islem gOrmiistiir. Yapay
tohumlanan ana ar1 ayilir ayllmaz kutusuna (kendi kolonisine) dogrudan salinarak kabul
ettirilmistir. Yapay tohumlama isleminden 1 giin sonra ana arilar kutularinda kontrol
edilmistir. Kontrol giinii ana arilar yumurtlamaya baslamalarini tesvik amagli, ikinci CO2
uygulamasina (5 dk) maruz birakilmig ve yine ayilir ayilmaz kolonilerine geri
verilmiglerdir. Yapay tohumlama isleminden 3 giin sonra ¢iftlestirme kutular1 diizenli
araliklarla (her giin 2 kez) kontrol edilmistir. Bu kontrollerde yumurtlamaya baslayan ana
arillarin  yumurtlamaya baslama giinleri kaydedilmistir. Ciftlestirme kutularmma kabul

ettirilen 53 ana ar1 yapay tohumlanmustir.
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Yapay tohumlanmis ana arilarin ¢iftlestirme kutularinda ilk yumurtlamaya baglama
giiniinden itibaren 1 ay kadar yumurtlamayi siirdiirmelerine izin verilmistir. Ardindan ana
arilar giftlestirme kutularindan alinarak etil alkol (% 96) igeren mikrotiiplere (1,5 ml)
aktarilmis ve diseksiyon islemi ve molekiiler genetik analizlere kadar derin dondurucuda
(-20 °C) muhafaza edilmislerdir. Yapay tohumlanmis deneme ana arilarinin yani sira dogal
ciftlesmis 15 ana ar1 diseksiyon ve DNA izolasyonu 6n c¢aligmalarinda kullanilmak tizere

derin donrurucuda muhafaza edilmistir.
4.2.4. ERKEK ARILARIN SPERM OZELLIKLERIi

Yapay tohumlamada kullanilmak iizere Kafkas ve Italyan irkindan birer koloniden
yetistirilen erkek arilarin bir kismi sperm 6zelliklerini belirlemek i¢in tutulmustur. Cinsel
olgunlagmasini tamamlamis bu erkek arilarda ejakiilat hacmi, sperm sayist ve sperm
konsantrasyonu ve sperm canliligi belirlenmistir. Her irktan 9 erkek ar1 sperm sayisi, spem
konsantrasyonu ve ejakiilat hacmi, 6 erkek ar1 ise sperm canliligr testinde kullanilmistir.
Sperm o6zelliklerinin analizi 6ncesi her erkek arinin canli agirligi hassas terazi (Sartorius

BP-121S + 0.1 mg) ile tartilarak belirlenmistir.

4.2.4.1. Sperm Sayisi, Sperm Konsantrasyonu ve Ejakiilat Hacmi

Ejakiilat hacmi; fiziksel uyar1 sonucu ters yliz olarak aciga ¢ikmis endofallus tlizerindeki
ejakiilatin stereomikroskop altinda Gilmont mikrometreli Harbo siringasinin cam ucuna
¢ekilmesi yoluyla belirlenmistir. Hacmi belirlenmis semende sperm konsantrasyonunu
belirlemek i¢in, mikrosiringanin cam ucundaki semen kullanilmistir. Semen iginde 1000 pl
Modifiye Kiev Soliisyonu bulunan kuvars kiivete (Hellma, 1.4 ml) aktarilmistir (Sekil 4.5).
Kiivet iginde semen iyice dagitilmis ve hemen ardindan kiivet spektrofotometreye
(Shimadzu UV1800) yerlestirilerek Kiev-semen karisiminin 260 nm dalga boyunda verdigi
absorbans degeri saptanmistir (200).
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Sekil 4.5. Semen 6rneginin spektrofotometre ile analizi igin hazirlanmasi

Elde edilen absorbans degerlerinin sperm sayisina doniistiiriilmesi i¢in farkli
konsantrasyonlarda 12 semen-soliisyon karisimi Ornegi once spektrofotometre ile
Olgiilmiis, ardindan 151k mikroskobu altinda Thoma lami ile sperm sayimi yapilmistir.
Farkli konsantrasyonlarda semen-soliisyon karisimi elde etmek i¢in Gilmont mikrometreli
Harbo siringasina farkli hacimlerde semen ornekleri toplanmigtir. Toplanan her semen
ornegi 1 ml MKS soliisyonu igeren kiivette dagitilmis ve spektorfotmetre ile abzorbans
degerleri elde edilmistir. Abzorbans degerleri elde edildikten sonra mikroskop altinda
sayiminin rahat yapilabilmesi i¢in semen orneklerinin yogunluguna gore belirli oranlarda
cesme suyu ilave edilerek seyreltilmis ve sperm hiicrelerinin halkasal konfigrasyonlar
olusturmasi saglanmistir. Sulandirilmis semen 6rneginden 1’er damla Thoma lami tizerinde
bulunan 2 sayim alanma damlatilmistir. islemler 3 kez tekrar edilerek her bir semen
karisiminda 6 kez sayim yapilmis ve sayimlarin ortalamasi alinmigtir. Thoma lami
tizerinde sayilan ortalama sperm sayist degeri sulandirma faktoriine gére uygun katsayi ile
carpilarak sperm sayisi tahmin edilmistir. Ardindan Thoma lami sayimlari ile
spektrofotometre  Ol¢iimlerinden  kalibrasyon egrisi  olusturulmustur (Sekil 4.6).
Kalibrasyon egrisi, abzorbans Ol¢iimiinde kullanilan spektrofotometrenin = yazilimi
(Shimadzu-UV Probe, Version 2.33) ile elde edilmistir.
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Sekil 4.6. Sperm sayilarinin tahmininde kullanilan kalibrasyon egrisi.

4.2.4.2. Sperm Canhhgi

Diseksiyon islemi gerektirmedigi i¢in ejakiille edilmis semende sperm canliligini
belirlemek sperm depolama organlarinda (erkek arida seminal kese, ana arida sperm
torbasi) sperm canlilig1 belirlemekten daha kolaydir. Ancak, erkek arilarda endofallusun
everziyonu ve bunu izleyen ejakiilasyon siireci sperm canliligimin azalmasina neden
olmaktadir (97). Bu nedenle tez c¢alismasinda seminal keselerde sperm canlilig
belirlenmistir. Bunun igin erkek arilar tek tek disekte edilerek seminal keseler biitiin halde
viicut disina ¢ikartilmistir. Disekte edilecek erkek ari alt yiizeyi yukar1 bakar pozisyonda
prafin blok iizerine gégsiinden ve abdomen ucundan bocek igneleri ile sabitlenmistir (Sekil
4.7). Makroskop goriintii alaninda erkek arinin karin halkalarinin 3.-5. sternitlerinin her 2
yani ince ug¢lu diseksiyon makasi (Hammacher, Solingen) ile kesilerek genis bir pencere
acilmis, bu agikliktan seminal keseler ve mukus bezleri ince uglu bir forsep ile alinmistir
(Sekil 4.8). Seminal keseler mukus bezlerinden forsep yardimiyla ayrilmis, ardindan iginde
150 pl MKS bulunan bir saat camina aktarilmistir. Seminal keselerin i¢indeki semen
dikkatlice bosaltildiktan sonra bos keseler sividan alinmig, sonra saat cami yavasca
calkalanarak semen kitlesinin MKS igerisinde homojen dagilmasi saglanmistir. Ardindan

MKS-semen karisimi bir mikrotiipiin (0,5 ml) i¢ine aktarilmistir.
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Sekil 4.7. Parafin blok {izerinde sabitlenmis bir erkek ar1

Sekil 4.8. Seminal kese ve mukus bezlerinin abdomenden ¢ikartiimasi

Sperm canlilig: testinde ikili floresan boyama teknigi kullanilmistir. Bunun i¢in SYBR-14
ve Propidiyum Iyodid (Pl) floresan boyalar1 iceren bir sperm canlilik kiti (L-7011,
Molecular Probes) kullanilmistir. Mikrotiip igerisindeki MKS-semen karisimina 0,7 pl
SYBR-14 ve 0,7 pul Pl ilave edilmis, ardindan sperm hiicrelerinin boyanmasi i¢in drnekler
su banyosunda (Niive BM 302) 35 °C’de 10 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
tamalandiktan sonra mikrotiip icerisindeki karisimdan lam {izerine 3 farkli alana 3 damla
birakilarak tizerleri lamel ile kapatilmistir. Hazirlanan preparatlar floresan atagmanl

arastirma mikroskobu (Leica DM3000, mavi eksitasyon filtresi: I3 ve yesil eksitasyon
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filtresi: N21, Sekil 4.9) altinda incelenmistir. Membran biitiinliigli bozulan sperm hiicreleri
Pl floresan boyasini alabildikleri i¢in 6l hiicreler floresan mikroskop altinda kirmizi
1sima, SYBR 14 boyasini1 kabul eden canli hiicreler yesil 1s1ma yaymaktadir (Sekil 4.10).
Lam tizerindeki 3 farkli alanin farkli yerlerinde canli ve 6lii hiicreler sayilmis, ayni tiipten
2 preparat daha hazirlanarak toplam 3 lam iizerindeki 6rneklerde 400’{in {izerinde sperm

sayimi yapilmistir. Sperm canliligi (%); canli spermlerin (adet) sayilan toplam (6lii+canli)

sperm hiicreleri i¢indeki pay1 olarak hesaplanmustir.

Sekil 4.10. Olii (kirmiz1) ve canl (yesil) spermlerin floresan mikroskopta gériiniimii
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4.2.4.3. Sperm Uzunlugu

Sperm uzunlugu ol¢iimii i¢in Kafkas ve ltalyan ki erkek arilarin ejakiilatlarindan
ornekleme yapilmistir. Her erkek arinin MKS-semen karisimindan 3 damla bir lamin 3
farkli alanina damlatilmis ve tizerleri lamel ile kapatilmistir. Her bir erkek armin 20
sperminin gorilintiisii  floresan atagmanli aragtirma mikroskobu kullanilarak (Leica
DM3000) alinmistir. Sperm uzunlugu (um), mikroskop yazilimi (Leica Application Suite,
Version 3.3.1) yardimiyla belirlenmistir (Sekil 4.11).

1: 242.168

Harduave Conbgurason: Santard Conlgursson R- G- 8- a1 X- V- Sage - Y- 2

Sekil 4.11. Sperm uzunlugu 6l¢tiimii

4.2.5. ERKEK ARILARDAN DNA iZOLASYONU

Bir erkek armin {rettigi spermler viicut hiicrelerinin klonlaridir. Buna bagli olarak
spermden izole edilen DNA ile viicut dokularindan izole edilen DNA aynidir. Bu nedenle,
yapay tohumlanmis ana arilarin sperm torbalarinin heteroplazmik igeriginde ayrim igin
gerekli referans (genetik bilgi) erkek ar1 viicut dokularindan saglanmigtir. DNA

izolasyonunda izlenen yontem asagida agiklanmustir.

Yapay tohumlamada kullanilmis erkek arilar DNA izole edilinceye kadar %96°lik etil alkol
iceren cam kavanozlar icerisinde derin dondurucuda (-20 °C) muhafaza edilmistir. DNA
izolasyonu i¢in DNA izolasyon Kkiti (Invitrogen, PureLink® Genomic DNA kit)

kullanilmistir. DNA izolasyonunda izlenen asamalar asagida sirasiyla 6zetlenmistir.

48



DNA, erkek arilarin gogsiindeki ugus kasi dokularindan izole edilmistir. Erkek arilarin
gbgiis kismi bag ve abdomenden ayrilmisg, kanatlar ve bacaklar gdgiisten uzaklastirilmistir.
Daha sonra erkek ar1 gogsii bistiiri ile ortadan iKiye boliinmiis, par¢alardan birisi bistiiri
yardimiyla petri kabi {izerinde daha kii¢iikk pargalara ayrilarak mikrotipe (1.5 ml)
aktarilmistir. Mikrotiipdeki dokular iizerine 180 pl “PureLink® Genomic Digestion
Buffer” ve 20 ul Proteinaz K eklenmis ve 55 °C’ye ayarlanmis su banyosunda (Niive BM
302) 4-5 saat tutulmustur. Inkiibasyonun ardindan &rnekler oda sicakliginda santrifiij
edilmis (15 000 rpm) ve tiip dibine ¢okertilen dokularin {lizerinde kalan {ist s1v1 yeni bir
mikrotiipe aktarilmistir. Yeni mikrotiipdeki 6rnegin RNA’simin parcalanmasit ig¢in 20 pl
RNaz eklenerek 5-10 sn vortekslenmis ve oda sicakliginda 2 dk inkiibe edilmistir.
Ardindan mikrotiipe 200 pl “PureLink® Genomic Lysis/Binding Buffer” eklenmis ve iyice
karistirildiktan sonra igerisine 200 pl %99’luk etil alkol eklenmistir.

Lizat icerisindeki DNA’nin ayristirilmasi igin toplama tiiptine “PureLink® Spin Column”
yerlestirilmis ve lizat spin kolona aktarilarak 1 dk santrifiij (10 000 g) edilmistir. Spin
kolonlar bagka bir toplama tiipiine yerlestirilmis ve tizerine 500 pl “Wash Buffer 17
eklenerek 1 dk santrifiij edilmistir (10 000 g). Spin kolonlarin yeni tiiplere aktarilmasindan
sonra 500 pl “Wash Buffer 2” eklenmis ve 3 dk santrifiij edilmistir (15 000 rpm).

Saflagtirilmis DNA’nin spin kolondan ayristirilmasi igin spin kolon yeni bir mikrotiipe
yerlestirilmis ve lizerine 25 pl “PureLink® Genomic Elution Buffer” eklenmistir. Oda
sicakliginda 1 dk bekletmeden sonra mikrotiip 1 dk 15 000 rpm santrifiij edilereck DNA
izolasyon islemi tamamlanmistir. izolasyonun ardindan her erkek aridan izole edilen DNA
miktar1 (ng/ul) ve safligi nanodrop spektrofotometre (260/280 dalga boyu, ND-2000) ile
belirlenmis, DNA’larin saglamliklar1 ise TAE tamponu ile hazirlanmis %]1°lik agaroz jelde
kosturularak test edilmistir. Agaroz jel goriintileme UV goriintileme sistemi (Vilber
Lourmat) ile yapilarak dijital ortamda kayit edilmistir. Izolasyonu tamamlanan &rnekler
analizlerde kullanilincaya kadar derin dondurucuda (-20 °C) depolanmistir. PCR analizleri

oncesi erkek ar1t DNA o6rnekleri sulandirilarak 10 ng/pl konsantrasyonda tutulmuslardir.
4.2.6. SPERM TORBASI iCERIGINDEN DNA iZOLASYONU

Sperm torbasinin igindeki spermlerin sperm torbasi dokularina bulastirilmaksizin

ayristirilmasi dogru sonug elde etmenin temel kosuludur. Ana ar1 sperm torbasi dokusunun
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sperm torbasi igerigine bulastirilmasi yapay tohumlanmis heteroplazmik igerikte ana ar1 ile
ayni irktan erkek arilarin DNA miktarinin yanhs 6lgiilmesine (olmasi gerekenden fazla
¢ikmasina) neden olacaktir. Bu nedenle ana arilarin sperm torbasi igeriklerinden DNA
izolasyonunun basariyla gergeklestirilmesi arastirmanin en kritik asamalarindan birisidir.
Ana arinin diseksiyonu ve sperm torbasinin yabanci doku bulastirilmaksizin bosaltilmasi

icin On calisma yapilmis ve asagidaki asamalar izlenerek islem tamamlanmistir.

Diseksiyon 6n ¢alismasi derin dondurucuda (-20 °C) etil alkolde (%96) tutulan deneme dist
dogal ciftlesmis ana arilar kullanilarak yapilmistir. Sperm torbasi diseksiyon protokolii ana
artya ait dokularin varligini floresan boyama yontemi ile test edilerek olusturulmustur. Ana
arilarin sperm torbalarindan ¢ikarilan sperm, 150 ul serum fizyolojik i¢inde 0,7 ul Pl ile
boyanmis ve su banyosunda (35 °C) 10 dk inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra lam
izerine karisimdan 1 damla Ornek alinmis ve fléresan atagmanli arastirma mikroskobu
(Leica, DM3000) ile farkli biliylitmelerde (4x, 10x, 20x, 40x ve 60x) inceleme yapilmistir.
Yapilan incelemede sperm hiicrelerinden farkli doku ve hiicreler taranmis ve uygulanan
diseksiyon protokoliiniin herhangi bir yabanci doku bulagmasina neden olmadig
kesinlestirmistir. Uygulanan diseksiyon protokolii asagida 6zetlenmistir. Sperm torbasinda
elde edilen spermlerin farkli biiyiitmelerdeki goriintiilerine iliskin bir 6rnek Sekil 4.12°de

verilmigtir.

20 X

Sekil 4.12. Floresan boyama ile farkli biiylitmelerde (20x ve 40x) cekilmis bulasiksiz
sperm torbasi igerigi

Diseksiyon stereomikroskop altinda (Leica, Z16 APO) yapilmigtir. Ana ar1 parafin blok
lizerine bocek igneleri yardimiyla gdgiisten ve karnin son segmentinden sabitlenmistir.

Diseksiyona engel olmamasi i¢in kanat ve bacaklar bocegin her iki yanindan bocek igneleri
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ile geriye alinmistir. Abdomen halkalarinin 2.-5. tergitleri 2 yandan (arkadan 6ne dogru)
diseksiyon makasi ile kesilmigtir. Kesilen karin plakalar1 ince uglu forsep ile
uzaklastirilmistir. Ardindan sindirim kanali abdomenden uzaklastirilmis ve sperm torbasi
aciga c¢ikartilmistir. Sperm torbasi sperm torbasi kanalindan forsep ile tutularak 150 pl

serum fizyolojik igeren saat camina aktarilmistir (Sekil 4.13).

Sekil 4.13. Ana arinin sperm torbasinin ¢ikarilmasi

Serum fizyolojik icerisindeki sperm torbasinin iizerini saran trake agi ince uglu forsep ile
sperm torbasi patlatilmaksizin dikkatlice siyrilmistir. Sperm torbasi temiz bir steril saat
camu igerisine aktarilarak serum fizyolojik ile yikanmistir. Sperm torbasi ayni yolla tiglincii
kez yikandiktan sonra yiizeyinde trake ag1 ve sperm torbasi bezlerine ait dokularin bulunup
bulunmadig1 mikroskop altinda kontrol edilmistir. Ardindan serum fizyolojik icerisindeki
sperm torbast bir forsepin uglari ile kavranarak patlatilmistir. Sperm torbasindan agiga
¢ikan sperm Kkitlesi, i¢erisinde 150 pl serum fizyolojik bulunan saat camina mikro-pipet
ucu ile aktarilmistir. Sperm kitlesi ince uglu bocek ignesi ile didiklenerek (Sekil 4.14)

dagitilmistir.
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Sekil 4.14. Saat camina aktarilan sperm torbasinin bosaltilmasi asamalari; (a) biitlin sperm
torbasi, (b) sperm torbasindan c¢ikartilmis kitlesel haldeki sperm kitlesi, (c) dagitilmis
sperm torbasi icerigi.

Sperm torbasindan bulasiksiz sperm elde etme yontemi gelistirildikten sonra deneme ana
arilarmin sperm torbalari igeriklerinden DNA izolasyonu c¢alismalarina baglanmistir.
Sperm torbasi igeriginden DNA izolasyonu i¢in de DNA izolasyon kiti (Invitrogen,
PureLink® Genomic DNA Kit) kullanilmistir. 1zole edilen DNA’nin miktar ve saflik
olgtimii nanodrop spektrofotometre (ND-2000) ile yapisal biitiinligii ise TAE tamponu
kullanilarak hazirlanmis %]1°lik agaroz jel elektroforezi ile saptanmistir. Agaroz jel
goriintiileme UV 1s1k lizerinde gerceklestirilmis ve jel goriintiileri goriintiileme sistemi
(Vilber Lourmat) ile dijital ortamda kayit edilmistir. Sperm torbalari i¢eriklerinden PCR ve
pirosekanslama analizleri Oncesinde Orneklerin  DNA konsantrasyonu saf su ile

seyreltilmistir (7 ng/pl).
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4.2.7. TEK NUKLEOTID POLIMORFIZMi (SNP) TARAMASI

Doktora tezinin bir diger kritik asamas1 Kafkas ve Italyan bal aris1 irklarmi birbirinden
ayirmay1 saglayacak irka ozgii SNP’lerin belirlenmesidir. Bu belirleme heteroplazmik
sperm torbasi igerigini olusturan Kafkas ve Italyan erkekleri spermlerinin molekiiler
genetik teknikler ile ayrimmin &n kosuludur. Calismada once Kafkas ve italyan arilarina
0zgii tek niikleotid polimorfizmi (SNP) mtDNA’da arastirilmigtir. Ancak mtDNA’da
Kafkas ve Italyan kolonilerine 6zgii oldugu saptanan 2 SNP’in etrafindaki niikleotid
dizileri A+T bakimindan zengin oldugu i¢in primer baglanmasina uygun bulunmamis,
bunun {izerine ¢ekirdek DNA’da SNP’lerin taranmasina karar verilmistir. Cekirdek DNA
tizerindeki bolgeler ise rastgele taranmamustir. Farkli bal arisi irklariin ¢ekirdek DNA’s1
tizerinde goriilen SNP farkliliklarini konu alan ¢aligmalar bulunmaktadir (19, 20). Ne var
ki genom veri bankalarinda bu ¢aligmalarin SNP verilerinin ger¢ek pozisyonlarina
ulasilamamaktadir. Bu nedenle, farkli bal arisi irklarimin ¢ekirdek DNA’s1 tizerindeki SNP
farkliliklar1 iizerine arastirmalari olan Dr. Amro Zayed (York Universitesi, Kanada)’in veri
tabanindan yararlanilmistir. Kafkas irki ile ayni soyda (O soyu) yer alan A. m. yemenitica
wrkini Italyan ki ile karsilastiran Dr Zayed, Hymenoptera genom veri tabani 10.
kromozom 10. scaffold’da  yer alan (http://hymenopteragenome.org/cgi-

bin/gb2/gbrowse/bee_genome45/) SNP’lerin tam konumlarin1 kisisel istek {izerine

vermistir. Ardindan bal aris1 genom veri tabanindan aday SNP’lerin lokasyonlarini igeren
alan 1000-1500 b¢ uzunlugunda DNA dizileri Fasta formatinda kaydedilmistir. Boylece
Kafkas ve Italyan irklarim birbirinden ayirmay: saglayacak aday SNP’lerin arastirilacag
27 primer ¢ifti primer tasarim modiilii (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-blast/)
kullanilarak tasarlanmigtir (201). Tasarlanan 27 primer ¢iftinden bir 6n se¢im yapilmis ve
5-6 SNP tasima olasihigr olan 5 primer (Cizelge 4.1) segilmistir. Bu primerler uygun
oranlarda sulandirilarak stok soliisyonlar olusturulmus ve PCR kosullar1 optimize

edilmistir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.1. Kafkas (K) ve Italyan (I) irki erkek arilarinin ¢ekirdek DNA’sinda SNP
taranmast i¢in kullanilan primerler

Primer Adi Primerler (5°-3")
3] TGCCAGCAAGCCGAAAATTG
AATGGCCTTGAGTAGCCGAC
p TTCCCGATCCCTTTTGACGG
TCGAGCTTGTTCATTCCGCT
T TCGCGTGATCGTGAATGACA
TGCACCGTAAACCCTTTCGT
W AAAGCGAGCTACACACCGAA
GCACACCGAAGTTCCAACAC
X CTGCGACGGTCACCGATTAT
GAGGAGGGTTGACCTTTGGG

Cizelge 4.3 teki her primer c¢ifti i¢in toplam 30 ul hacimde PCR gergeklestirilmistir. PCR
isleminde dNTP (Thermo Scientific dNTP Set), ileri ve geri primer (Macrogen), Tag.
buffer (Thermo Scientific Fermentas) ve Tag polimeraz (Thermo Scientific Fermentas)
kullanilmistir (Cizelge 4.2). Termal dongii cihazinda uygulanan, sicaklik ve dongii sayisi
programi Cizelge 4.3’te sunulmustur. PCR asamasindan sonra tirtinler (3 pul) 1X TAE ile

hazirlanmis % 1,6’lik agaroz jelde goriintiilenmistir.

Cizelge 4.2. DNA dizi analizinde kullanilan PCR komponentleri ve konsantrasyonlari

Komponent Konsantrasyon
dNTP 0,167 mM
[leri primer 0,167 uM
Geri primer 0,167 uM
Taq Buffer 1X
MgCl, 2,0 mM
Taqg Polimeraz 1 U/ul
DNA 30 ng
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Cizelge 4.3. Erkek arilarin DNA dizi analizi i¢in gergeklestirilen PCR kosullar

Sicaklik (°C) Siire (dK) Dongii Sayisi
95 1 -
94 1
55 1 35 Dongli
72 2,5
72 5 -

Kafkas ve Italyan erkek arilarindan izole edilen DNA kullanilarak yapilan PCR’1
tamamlanan 6rneklerde Sanger DNA dizileme analizi yapilmistir. Orneklerin dizi analizi
REFGEN Gen Arastirmalar1 ve Biyoteknoloji Sirketi’nde ger¢eklestirilmistir. Baz dizisi
belirlenecek PCR iiriinleri, GSCN-Silika soliisyonu ve etanol kullanilarak saflastiriimistir.
Saflagtirma sonrasinda PCR fragmentlerinin konsatrasyonu 5-20 ng’a kadar seyreltilmistir.
Sekans PCR ise Bigdye Cycle Sequencing Kit V3.1 (Applied Biosystems PN 4336935) ile
yapilmistir. PCR reaksiyonu igin, 96 °C’de 1 dk baslangi¢ denatiirasyonu, 96 °C’de 10 sn,
55 °C’de 5 sn ve 60 °C’de 4 dk olacak sekilde termal dongii cihazi ayarlanmistir. Sekans
PCR’1 NaOAc (3 M, pH 5,2) + Etanol ile saflastirilmistir. DNA dizi analizleri ABI PRISM
3100 Genetic Analyzer cihazinda yapilmistir.

4.2.8. PIROSEKANSLAMA ANALIiZi

Sanger DNA dizileme analizleri sonucunda Kafkas ve italyan irkina 6zgii oldugu saptanan
SNP’lerden biri secilmis ve bu SNP’in ana arilarin sperm torbalarinda oranlar
pirosekaslama analizi ile belirlenmistir. Pirosekanslama analizi igin birisi biotinle
isaretlemis bir primer ¢ifti ve 3. primer olarak sekanslama primerine gereksinim vardir. Bu

gereksinimi karsilamak igin tasarlanan primer dizileri Cizelge 4.4’te sunulmustur.

Cizelge 4.4. Pirosekanslama analizinde kullanilan primerler

Primer Dizisi (5°-3")
F Primer Biotin-CTTCGCTGCTCTTTTCCATC
R Primer CCTGCGATATCAAACAATCG
S primer AATGGCCCCACTCA

Pirosekanslama igin tasarlanan birisi biyotinle isaretli primer ¢ifti kullanilarak hem saf

Kafkas ve Italyan irki erkek arilardan hem de ana arilarin sperm torbalarmdaki
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spermlerden izole edilen DNA orneklerinin kullanildigit PCR toplam 25 pl hacimde
gerceklestirilmistir. PCR komponentleri ve termal dongii programi Cizelge 4.5 ve Cizelge

4.6’da sunulmustur.

Cizelge 4.5. Pirosekanslamada kullanilan PCR komponentleri ve konsantrasyonlari

Komponent H(.er. reaks_lyon Son konsantrasyon
icin hacim
ddH20 7 ul -
Pyro Master Miks 12,5 ul 1X
Coral Load 2,5l 1X
PyroMark PCR primer miks 1 ul 0,2 uM
DNA 3ul 21 ng
Cizelge 4.6. Pirosekanslama analizinin PCR kosullar
Sicaklik (°C) Siire (sn) Dongii Sayisi
95 15 -
95 0,5
56 0,5
72 0,5 45 Dongii
72 10 -

Pirosekanslama oncesi PCR ile gogaltilan DNA’nin saflagtirilmas: ve tek zincirli hale
getirilmesi gerekmektedir. Bunun i¢in, baglanma tamponu, yikama tamponu, niikleotidler,
sekans primeri, denatlirasyon solusyonu, streptavidin, reaksiyonun ger¢eklesebilmesi i¢in
gerekli pirosekanslama enzim ve substratlarina gereksinim duyulmaktadir. Pirosekanslama

protokolii asagida sunulmustur.

Pirosekanslama analizi 6ncesi, Pyromark yazilimi (PyroMark Q24, Versiyon 2.0.6)
araciligi ile reaksiyonun gergeklestirilecegi cihazi galistiracak bir ¢alistirma dosyasinin
hazirlanmistir Bunun icin kullanilan kartus ile ayn1 enstriiman metodu (Instrument Method
10) kullanilarak, yazilimin SNP miktar1 analiz modu (AQ) segilmistir. Pirosekanslama
analizi i¢in uygun olan W bdlgesi (T/C, Dizi ID: XR_412396.2, LOC102654728) igin
sekanslanacak DNA dizisi (GT/CATGTTAC) c¢alisma dosyasina kaydedilmis ve niikleodit
atim sirasi (AGCTATGT) olusturulmustur. PyroMark Q24 yazilimi igerisinde ¢alisilacak
kuyular (24 kuyudan hangilerine 6rnek konuldugu) secildikten sonra ornek bilgileri

kaydedilmistir. PyroMark Q24 kartusu kuyularina yliklenecek enzim, substrat ve niikleotid
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(A, T, G ve C) miktar1 bilgileri print edilmistir. Olusturan cihaz calistirma dosyasi
PyroMark Q24 cihazina aktarilmak {izere tasinabilir bellege aktarilmistir.

Bir ekseni biyotin ile isaretlenmis PCR {iriiniiniin streptavidine baglanmasi i¢in hazirlanmis
baglanma miksi (Cizelge 4.7) 6rnek basina 70 ul olacak sekilde, PCR {iriiniiniin bulundugu
Costar tablast kuyularma aktarilmigtir. Ardindan 10 pl PCR {iriinii Costar tablasi
icerisindeki baglanma miksi ile karistirllmistir. Costar tablasinin iizeri kaplandiktan sonra
biyotin ile isaretli DNA eksenlerinin streptavine baglanmasini artirmak igin ¢alkalayiciya

(T-shaker) yerlestirilmis ve 1400 rpm’de 10 dk ¢alkalanmuistir.

Cizelge 4.7. Ornek basina baglanma karisimi soliisyonunun igerigi

Komponent Hacim
Streptavidin 2 ul

Baglanma tamponu 40 pul
ddH20 28 ul

Hazirlanan pirosekanslama karigimi Q24 tablasinda yer alan kuyularin herbirine 25 pl
dagitilmigtir. Calkalama isleminden sonra costar tabla hizlica vakum istasyonuna (Sekil
4.15) yerlestirilmis ve el tnitesi ile tabla igerisindeki karisim hizlica gekilerek (5-10 sn)
saflastirma islemine baslanmistir. Ardindan el tnitesi %70’lik etil alkolde 5 sn
vakumlanarak sirasiyla igerisinde yikama tamponu 1 (5 sn) ve yikama tamponu 2 (10 sn)
kiivezlerine aktarilmigtir. Vakum istasyonunun vakum pompasi kapatildiktan sonra el
tinitesi, icerisinde pirosekanslama reaksiyon miksi bulunan Q24 tablasina yerlestirilerek 2
dk hafif hareketlerle calkalanmistir. Boylece streptavin kapli manyetik boncuklara
baglanmis biyotinle isaretli tek eksenli DNA iplik¢iklerinin pirosekanslama karisimi
(Cizelge 4.8) igerisinde ¢oOziinerek el initesinden ayrilmasi saglanmistir. Ardindan el

tinitesi saf su icerisinde 2 kez yikanarak temizlenmistir.
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Sekil 4.15. Vakum istasyonu

PyroMark Q24 tablasi tutucusu ile birlikte 1sitict blok iizerinde 80 °C’de 2 dk tutulmus,
ardindan oda sicakliginda 10 dk bekletilerek sogutulmus ve sekans primerlerinin
streptavidin-biyotin kompleksindeki tek zincir DNA molekiiliine eslenerek baglanmasi

saglanmistir.

Cizelge 4.8. Her bir 6rnek bagina pirosekanslama karigimi igerigi

Komponent Hacim
Baglanma tamponu 24,2 ul
Sekans primeri 0,8 ul

Pyromark Q24 cihazi kartusunun ilgili kuyularina enzim, substrat, niikleotidler PyroMark
yazilimi tarafindan hesaplanan miktarlarda dagitilmig ve kartus, cihazin (Sekil 4.16) kartus
tutucu boliimiine yerlestirilmistir. Oda sicakliginda sogutulan Q24 tablasi ise cihazin tabla
tutucusuna sabitlenmis ve daha once bilgisayarda olusturulan analiz ¢alistirma dosyasi
program meniisiinden segilerek pirosekanlama reaksiyonu baglatilmistir. Pirosekans
reaksiyonu tamamlandiktan sonra ilgili dosyamin yazilimmin yardimi ile analizi

gergeklestirilerek reaksiyonun sonuglari elde edilmistir.
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Sekil 4.16. Pyromark Q24 pirosekanslama cihazi

Toplam 36 ana armin sperm torbasi 2 kez pirosekanslanmis ve ortalamasi alinarak her ana

ar1 i¢in tizerinde durulan SNP bakimindan oran (%) hesaplanmustir.

Pirosekanslama reaksiyonunun dogru ¢alisip ¢alismadigi test edilmistir. Bunun igin Kafkas
ve Italyan irki erkek arilarindan elde edilen DNA 6rnekleri karistirilmistir (Cizelge 4.9).
Boylece toplam hacimde SNP paylari bilinen Kafkas ve Italyan DNA karisiminda

pirosekanslama yapilarak beklenen ve gergeklesen degerler karsilastirilmistir. He karigim

en az 3 kez pirosekanslanmis ve ortalamalar1 hesaplanmigtir.

Cizelge 4.9. Validasyonda kullanilan Kafkas ve Italyan DNA’s1 karisim oranlari (%)

Sira | Kafkas erkek ari DNA’s1 | italyan erkek ar1 DNA’s1

1 0 100
2 20 80
3 40 60
4 50 50
5 60 40
6 80 20
7 100 0

59




4.2.9. ISTATISTIK ANALIZ

Kafkas ve Italyan ki erkek arilarin semen hacmi, sperm konsantrasyonu, sperm sayisi,
sperm canliligi, sperm uzunlugu, everziyon-cjakiilasyon yetenekleri ve sperm torbasi
igeriklerinde saptanan oransal SNP verilerinin erkek ar1 genotipi, ana ar1 genotipi ve semen
enjeksiyon sirasi bakimindan karsilatirilmasinda t-testi kullanilmistir. Yapay tohumlanmis
ana arilarin yumurtlamasina kadar gecen siireler ve sperm torbasi igerikleri basit varyans
analizi (ANOVA) ile, grup ortalamalar1 arasindaki farklar Duncan ¢oklu karsilastirma testi
ile analiz edilmistir. Istatistik analizlerde SPSS (15.0) paket programi kullanilmustir.
Sanger DNA dizi analizi sonuglari; FinchTV (1.4.0) (202), Bioedit (Hall, 1999) ve Mega

6.0 (203) paket programlari ile goriintiilenmis ve baz dizileri hizalanmustir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

Kafkas ve Italyan irkindan yetistirilmis erkek arilarin semen kompozisyonu ile yapay
tohumlanmis, K ve | irkindan ana arilarin yapay tohumlamadan yumurtlamaya kadar gegen
stireleri, K ve | irki erkek arilarin tireme Ozellikleri, erkek arilardan ve ana arilarin sperm
torbalarindan izole edilen DNA sonuglari, K ve | irkina 6zgii SNP verileri ve belirlenen
SNP’lerden en uygun olani kullanilarak gergeklestirilen pirosekanslama analizi bulgulari

sirayla sunulmustur.

51. YAPAY TOHUMLAMA

Yapay tohumlanmis ana arilarin ortalama yumurtlamaya baslama siiresi 10,2 giindiir. Ana
arilar en erken 6 giin, en ge¢ 19 giin sonra yumurtlamaya baslamiglardir. A grubunda yapay
tohumlanmis Kafkas ana arilardan 11°’i, B grubunda yapay tohumlanmis Kafkas ana
artlardan 10’u, C grubunda yapay tohumlanmis italyan ana arilardan 8’i, D grubunda
yapay tohumlanmis italyan ana arilardan 10’u yumurtlamistir. Yapay tohumlama-
yumurtlamaya baglama arasi siire A, B, C ve D gruplarinda sirasiyla 8,7, 11,2, 9,1 ve 11,6
giin bulunmustur. Gruplarin yumurtlamaya baslamasina kadar gegen ortalama siire
bakimindan farkliliklar istatistik olarak 6nemli bulunmamustir (P>0,05). Kafkas irki ana
arilarin (A+B grubu) ortalama yumurtlama siiresi 9,9 giin, Italyan irk1 ana arilarin (C+D
grubu) ise ortalama 10,5 giindiir. K ve I irki ana arilarin ortalama yumurtlamaya baglama
siireleri arasindaki fark (0,6 giin) istatistik olarak ©nemsizdir (P>0,05). Ana arilarin
yumurtlamaya baslama siiresi ana armin irkina bagli olarak degismemistir (P>0,05).
Mikrosiringanin cam ucuna O6nce Kafkas irki erkek arilarin semeni alinarak yapay
tohumlanan ana arilarin (A+D grubu) ortalama yumurtlama siiresi 10,1 giin, dnce Italyan
erkek art semeni alinarak yapay tohumlanan ana arilarin (B+C grubu) ortalama
yumurtlama siiresi 10,3 giindiir. Ana ariya enjekte edilen semen kombinasyonundaki erkek
art Onceligi de ana arilarin ortalama yumurtlamaya baslama siiresini etkilememistir
(P>0,05; Cizelge 5.1).
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Cizelge 5.1. Yapay tohumlanmis ana arilarin yumurtlama siireleri (giin)*

Yapay
Ozellik Tohumlama| N | Ortalama | Std. Hata | Min. | Maks.
Grubu
A 11 8,7a 0,73 6 14
Yapay tohumlamadan B 10 112 a 1,15 7 17
yumurtlamaya kadar C 8 9,1la 0,74 7 13
gegen siire D 10 116 a 1,59 6 19
Genel 39 10,2 0,58 6 19

* Ayni harfi tagiyan ortalamalar arasindaki farkliliklar istatistik olarak 6nemsizdir (P>0,05).

52. ERKEK ARILARIN UREME OZELLIKLERI

Kafkas ve Italyan irkindan erkek arilarm canli agirlik (15 giinliik yas), ejakiilat hacmi,
toplam sperm sayist ve sperm konsantrasyonu Ozelliklerine (Cizelge 5.2) iliskin
ortalamalar farkli bulunmamistir (P>0,05). Ancak, K ve | irki erkek arilarin sperm
uzunluklar1 arasindaki fark (3,3 um) 6nemli bulunmustur (P<0,05). Kafkas spermlerinin
(242,8 pm) Italyan spermlerinden (246,1 pm) 3,3 um daha kisa oldugu saptanmistir
(Cizelge 5.2).

Ana arilarin her biri 8 pl semen ile yapay tohumlanmislardir. Toplam hacmin yarisi (4 pl)
Kafkas ki erkek arilardan diger yarisi (4 pl) Italyan irki erkek arilardan toplanmistir.
Yapay tohumlama iglemi sirasinda 4 ul semen toplamak i¢in manuel uyar: uygulanmasina
yanit verev (everziyon ve ejakiilasyonu tamamlayan) erkek ar1 sayisi bakimindan genotipik
farklilik 6nemlidir (P>0,05). Kafkas irkinda 4 pl semen toplamak i¢in ortalama 7 erkek ari
kullanilmigken, Italyan irkinda ortalama 8,3 erkek aridan semen toplanabilmistir (Cizelge
5.3). Bunun yani sira denemede kullamlan Kafkas erkek arilarin Italyan erkek arilara gore
daha kolay everze olduklar saptanmis ve erkek arilardan ¢ok azinin ejakiilatsiz everziyon

yapmis olduklar1 gézlenmistir.
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Cizelge 5.2. Kafkas ve Italyan irkindan erkek arilarin canh agirlik (mg), ejakiilat hacmi
(ul), sperm sayisi, sperm konsantrasyonu (milyon/ul), sperm canliligi (%) ve sperm

uzunluguna (um) iliskin tanimlayici degerleri*

Ozellik Irk N | Ortalama | Std. Hata Min. Maks.
Kafkas | 6 2094 a 4,98 187,1 220,6
Canh Agirhk _
(ma) Italyan | 6 208,7 a 3,14 198,1 217,2
m
J Genel | 12 209,0 2,81 187,1 220,6
Kafkas | 6 1,03 a 0,033 0,9 11
Ejakiilat Hacmi |
@ Italyan | 6 1,05a 0,034 1,0 1,2
: Genel | 12 1,04 0,023 0,9 1,2
Kafkas | 6 6,93 a 0,190 6,18 7,51
Sperm sayisi i
(109) Italyan | 6 6,85 a 0,205 6,13 7,57
X
Genel | 12 6,89 0,134 6,13 7,57
Sperm Kafkas | 6 6,71a 0,069 6,42 6,87
Konsantrasyonu | Italyan | 6 6,65 a 0,214 6,13 7,35
(x108) Genel | 12 6,68 0,107 6,13 7,35
Kafkas | 5 98,4 a 0,42 96,9 99,5
Sperm Canhhgr |
%) Italyan | 5 98,5 a 0,32 97,9 99,7
0
Genel | 10 98,5 0,25 96,9 99,7
Kafkas |200| 2428a 0,29 234,0 252,9
Sperm Uzunlugu | .
(um) Italyan | 224 | 246,1b 0,28 236,7 256,2
m
: Genel |424 2446 0,21 234,0 256,2

* Her 6zelik satirrmda ayni harfi tagiyan ortalamalar arasindaki farklhlik 6nemsiz (P>0,05), farkli harfi tagiyan
ortalamalar arasindaki farklilik ise 6nemlidir (P<0,05).

Cizelge 5.3. Yapay tohumlamada her 4 ul semen toplamak i¢in kullanilan erkek ar1 sayisi*

Ozellik Irk Ortalama | Std. Hata Min. Maks.
4 pl semen Kafkas 7,0a 0,31 4 12
toplamak i¢in | fta]yan 8,3b 0,58 4 19
kullanilan erkek
ar1 sayist Genel 1,7 0,34 4 19
* Farkh harfi tasiyan ortalamalar arasindaki farkliliklar istatistik énemlidir (P<0,05).

5.3. KAFKAS VE iTALYAN IRKINA OZGU SNP’LER

Kafkas ve Italyan irki erkek arilarin viicut dokularindan ve ana arilarin sperm torbasi

iceriklerinden DNA izolasyonu verileri EK-1 ve Ek-2°de sunulmustur. Kafkas ve italyan
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ikt erkek arilardan DNA ekstraksiyonu sonrasi jel goriintiilerine ve SNP analizi yapilan 5

bolgenin PCR iirlinlerinin jel goriintiisii 6rnekleri Ek-3 ve Ek-4’te verilmistir.

Kafkas ve Italyan irki erkek arilarin DNA dizi analizi, 10. kromozomun 10. scaffold’u
tizerinde segilen 5 bolgede birgok SNP’in varligini gostermistir. Ancak bu farkliliklarin
biiyiik boliimiiniin cografi irka bagli olmayip bireysel farkliliklar oldugu belirlenmistir.
Saptanan SNP’lerden sadece 3’liniin (P bolgesinde 2 SNP, W bolgesinde 1 SNP) Kafkas ve
Italyan 1rkin1 birbirinden ayirabilme yetenegine sahip oldugunu gostermistir (Cizelge 5.4,
Sekil 5.1-5.3).

Cizelge 5.4. Kafkas ve Italyan irki bal arilarini ayrimini saglayan SNP’ler

Kafkas italyan Genom adresi (NCBI)
P Bolgesi Dizi ID: XR_001704350.1
AAGGGTGCCATGAGTGGGG AAGGGTGCCGTGAGTGGGG
(134. be) (LOC102656656)
P Bolgesi Dizi ID: XR_001704350.1
TTCAAGTTGTACATTGTAGT TTCAAGTTGCACATTGTAGT
(531. bg) (LOC102656656)
W Bolgesi Dizi ID: XR_412396.2
@5, b0 AGAAATGGTATGTTACTAG | AGAAATGGCATGTTACTAG (LOC102654728)7
.be

- UGENE - [PR (all samples) [m] Multiple alignment]
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Sekil 5.1. P bolgesinde saptanan SNP (Kafkas: A, Italyan: G)
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Sekil 5.2. P bolgesinde saptanan SNP (Kafkas: T, Italyan: C)
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Sekil 5.3. W bélgesinde saptanan SNP (Kafkas: T, italyan: C)
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5.4. PIROSEKANSLAMA

Pirosekanslama analizi 6ncesinde yukarida verilen 3 SNP’in her biri i¢in sekans primeri
tasarlanmustir. Tasarlanan sekanslama primerlerinden basar1 skoru en yiiksek olan W
bolgesinde saptanan SNP’in kantitatif pirosekanslama analizinin yapilmasina karar

verilmigtir.

Toplam 36 ana arinin sperm torbasi igerigi pirosekanslanmistir. W bolgesinde saptanan
Kafkas ve Italyan irkina 6zgii belirteclerin (sirayla T ve C) pirosekanslama analizinde

gosterdikleri piklerin yiiksekliklerinden (Sekil 5.4-5.5) her bir sperm torbasi i¢inde T

bazinin ve C bazinin bulunma oranlar1 belirlenmistir.
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Sekil 5.4. Pirosekanslama analizi sonuglarinin goriintiilendigi Pyromark yazilim arayiizii
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Sekil 5.5. Pirosekanslama analizi sonunda elde edilen piklerinin goriiniimi

Pirosekanslama analizlerinden elde edilen oran ortalamalar1 ve diger tanimlayici
istatistikler Cizelge 5.5’te ve verilerin box-plot grafiginde gosterimleri Sekil 5.6°da
sunulmustur. Kafkas ve Italyan irki erkek arilarin spermlerinin sperm torbalarinda SNP
oranlar1 yapay tohumlama grubuna gore degismemistir (P>0.05). Yapay tohumlanan tiim
ana arilarin sperm torbalar igeriklerinde Kafkas 1rki erkeklerin belirteci SNP orani genel
ortalamasi1 %69,2, Italyan 1rk1 erkeklerinin belirteci SNP oran1 genel ortalamasi ise %30,8

bulunmustur.

Kafkas ve Italyan irki erkek arilarmin sperm torbasi igerigindeki paylar1 ana arinin
genotipine gore de degismemistir (P>0.05). Kafkas ana arilarin sperm trobalarinda Kafkas
erkeklerinin spermlerinin pay1 %68.9, Italyan erkeklerinin pay1r %31,1°dir. italyan ana
arilarin sperm torbalarinda ise Kafkas erkeklerinin pay1 %69,4, Italyan erkeklerinin payi
%30,6’dir (Cizelge 5.6 ve Sekil 5.7). Bundan baska, ana ariya enjekte edilen semen
kompozisyonunda (4 ul+4 ul) erkek ar1 irkina taninan dncelige gore de Kafkas ve Italyan
k1 erkek arilarinin sperm torbasi igerigindeki paylart degismemistir (P>0.05). Kafkas
erkeklerinin spermleri ister dnce, isterse sonra ana artya enjekte edilsin hep Italyan
erkeklerinin spermlerinden daha yiiksek oranda (% 20 daha fazla) sperm torbasinda

bulunmustur (Cizelge 5.7 ve Sekil 5.8).
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Cizelge 5.5. Yapay tohumlanmis ana arilarin sperm torbasi iceriklerinde Kafkas ve italyan
irk1 belirteg SNP’in paylar1 (%)*

italyan SNP (%C) Kafkas SNP (%T)
Ortalama Ortalama
Yapay Tohumlama Grubu N Std. Hata 32:3
(min.-maks.) (min.-maks.)
30,6 a 69,4 b
A K X (K+I) 7 2,33 2,33
(24,0-40,0) (60,0-76,0)
3l,4a 68,6 b
B K X (1+K) 10 2,56 2,56
(13,5-42,0) (58,0-86,5)
30,2a 69,9 b
C I X (1+K) 10 2,44 2,44
(18,5-39,5) (60,5-81,5)
3l1la 68,9 b
D I X (K+1) 9 2,38 2,38
(17,5-41,5) (58,5-82,5)
30,8 69,2
Genel 36 1,19 1,18
(13,5-41,5) (57,5-86,5)
* Ayni harfi tagiyan ortalamalar arasindaki farklar dnemsiz, farkh harfi tasiyan ortalamalar dnemlidir (P<0,05)
Genotip
1oe.0r] Mitalyan
B Kafkas

50,00

60,00

SNP (%)

40,00

20,00

|
A Grubu

T
B Grubu

T
C Grubu

YAPAY TOHUMLAMA GRUBU

T
D Grubu

Sekil 5.6. Yapay tohumlanmis ana arilarin sperm torbasi iceriklerinde Kafkas ve Italyan
irk1 erkeklerine 6zgii SNP paylari
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Cizelge 5.6. Sperm torbasi iceriklerinde Kafkas ve Italyan irki erkek arilarin SNP
paylarmin (%) ana ar1 genotipine gore degisimi*

Italyan SNP Kafkas SNP
Ana Ari Genotipi Ortalama Ortalama
N ) Std. Hata ] Std. Hata
(min.-maks.) (min.-maks.)
3l,1a 68,9 b
Kafkas 17 1,74 1,74
(13,5-42,0) (58,0-86,5)
. 30,6 a 69,4 b
Italyan 19 1,66 1,66
(17,5-41,5) (58,5-82,5)
30,8 69,2
Genel 36 1,19 1,19
(13,5-42,0) (58,0-86,5)

* Ayni harfi tagiyan ortalamalar arasindaki farklar énemsiz, farkh harfi tasiyan ortalamalar 6nemlidir (P<0,05)

100,007

50,00

50,00

SNP (%)

40,00

20,00

007

Genotip

M italyan
M Kafkas

T L1
Kafkas Italyan

ANA ARI GENOTIPI

Sekil 5.7. Sperm torbasi igeriklerinde Kafkas ve Italyan irki erkek arilarin SNP paylarinin
(%) ana ar1 genotipine gore degisimi
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Cizelge 5.7. Kafkas ve Italyan 1rk1 erkek arilarin sperm torbasi igerigindeki SNP paylarmin
(%) semen toplama Onceligine gore degisimi*

Italyan SNP Kafkas SNP
Semen alma onceligi Ortalama Ortalama
N ) Std. Hata ) Std. Hata
(min.-maks.) (min.-maks.)
: 30,3a 69,7 b
Kafkas oncelikli (K+I) 17 1,67 1,67
(18,5-40,0) (60,0-81,5)
. , 31,3a 68,7 b
Italyan oncelikli (I+K) 19 1,71 1,71
(13,5-42,0) (58,0-86,5)
30,8 69,2
Genel 36 1,19 1,19
(13,5-42,0) (58,0-86,5)

* Ayni harfi tagiyan ortalamalar arasindaki farklar énemsiz, farkh harfi tasiyan ortalamalar énemlidir (P<0,05)

Genotip

Mitalyan
B Kafkas

100,00

0,00

60,001

SNP (%)

40,00

20,007

T T
Kafkas dncelikli Italyan oncelikli

SEMEN TOPLAMA ONCELIGI

Sekil 5.8. Kafkas ve Italyan irki erkek arilarin sperm torbasi igeriklerinde SNP paylarmin
(%) semen toplama Onceligine gore degisim grafigi

Kafkas ve ltalyan erkeklerinden izole edilmis DNA’lar bilinen oranlarda karistilarak

pirosekanslama analizinin sonuglart test edilmis, yapay karigimlara uygulanan

pirosekanslama analizi sonuglart Cizelge 5.8°’de sunulmustur. Kafkas ve Italyan
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erkeklerinin paylar1 ile pirosekanslamadan elde edilen oranlar birbirleri ile yiiksek

derecede (r?: 0,998) iliskili bulunmustur.

Cizelge 5.8. Farkli oranlarda karigtirilan Kafkas ve Italyan irki erkek arilarin DNA’lar1 ve
pirosekanslama analizinde gézlenen SNP oranlar1 (%)

Gozlenen Kafkas SNP Gozlenen italyan SNP
DNA Karisim Oram N |Ortalama| Min. | Maks. |Ortalama| Min. | Maks.

1 %100 I + %0 K 5 2,2 1 4 97,8 99 96
2 %80 T+ %20 K 3 23,0 22 24 77,0 78 76
3 %60 T+ %40 K 3 42,7 42 44 57,3 58 56
4 %50 1+ %50 K 3 50,0 49 51 50,0 51 49
5 %40 1+ %60 K 3 61,7 58 64 38,3 42 36
6 %20 1+ %80 K 3 79,0 77 81 21,0 23 19
7 %0 1+ %100 K 7 97,9 1 3 2,1 99 97
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6. TARTISMA VE SONUC

Bu tez galismasi, bal aris1 (Apis mellifera L.) ana arisinin yumurta kanallarindan sperm
torbasina go¢ii (Migrasyonu) asamasinda sperm rekabetini arastirmak amaciyla yapilmistir.
Cok erkek esli tiirlerde erkeklerin lireme basarisi, ¢iftlesme basarisina ve ¢iftlesme sonrasi
sperm rekabetine baglidir. Bal arilarinda sperm rekabetinin varligim1 kanitlayan birkag
deneysel ¢alisma bulunmaktadir (197, 204). Ancak, bu ¢aligmalarin hig¢birinde rekabetin
go¢ asamasinda mi yoksa fertilizasyon asamasinda mi oldugu agiklanmamistir. Bu tez
calismasinda gé¢ asamasinda sperm rekabetinin varligini/yoklugunu ortaya ¢ikarabilecek
bir yontem gelistirilmig, bu yontem uygulanarak erkek ar1 genotipinin ve inseminasyon
onceliginin sperm rekabetindeki rolii aragtirilmistir. Cinsel segilimin diger unsuru olan
disinin gizli se¢imi de erkeklerin lireme basarisinin belirleyicisidir. Bal arilarinda disinin
gizli se¢imi olgusunun varhigini kanitlayan tek calisma (205) ile karsilasilmigtir. Sperm
rekabetini irdelemek amaciyla vyiiriitilen bu tez ¢alismasmin Onceliklerinden biri
olmamakla birlikte, arastirma kurgusu geregi disinin gizli se¢imi (¢aligmada ana ari

genotipi) konusu da sorgulanmistir.

Deneysel bir kurguya dayali yiiriitiilen bu ¢alisma; ana ar1 ve erkek ar1 yetistirme, ana
arilar spesifik sperm kombinasyonlari ile yapay tohumlama, erkek arilarin sperm rekabeti
ile iliskili ozelliklerini belirleme ve yapay tohumlanmis ana arilarin stokladiklari
spermlerin pirosekanslama analizi ile genotiplendirilmesi asamalarindan olusmustur. Saha
ve laboratuvar ¢aligmalarinin {iriinii olan deneme materyali yapay tohumlanmis ana arilarin
sperm torbalarinda stoklanms Kafkas ve Italyan ki erkek ari spermlerinin toplam
igerikteki paylar1 belirlenerek, gé¢ asamasinda sperm rekabeti olup olmadigi ortaya
konulmustur. Sperm torbasi igeriklerinin pirosekanslama analizi, go¢ asamasinda sperm
rekabeti oldugunu ve rekabetin Kafkas irki erkek arilar lehine gergeklestigini cok net
olarak gostermistir. Sperm torbasi igeriklerinin pirosekanslama analizi sonuglara gore;
ana armin 1rki ve erkek ariya taninan enjeksiyon onceligi ne olursa olsun tiim deneme
gruplarinda ana arilarin sperm torbalarina ulasan spermlerin ¢ogunlugunu (%69) Kafkas
erkeklerinin spermleri olusturmustur. Rekabet olmasaydi ana arilarin sperm torbalarinda
%50 Kafkas, %50 Italyan irki erkek arilarmin spermlerinin olmasi beklenirdi. Oysa, sperm
gocli asamasinda Kafkas irki erkekleri sperm torbasi igeriklerinin %70’ini olusturarak

Italyan erkeklerinden %20 daha basarili bulunmustur.
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Tezin bundan sonraki bdliimiinde yapay tohumlama sonuglari, erkek arilarin iireme
ozellikleri ve sperm torbalarinin pirosekanslama analizi sonuglari birlikte irdelenerek
sperm gocli asamasinda sperm rekabeti ve disinin gizli se¢imi bu tez ¢alismasi 6zelinde

tartisilacaktir.

Tez calismasinin tiim asamalar1 birbiri ile iligkilidir ve bir asamanin gerceklesmesi bir
onceki asamanin basarisina baglidir. Ana arilarin yapay tohumlanmasi ¢alismanin 6nemli
asamalarindan biridir. Ana arilara deneme kurgusuna gore semen enjekte edebilmenin tek
yolu yapay tohumlamadir. Bununla birlikte, gerek yapay tohumlama 6ncesi ve sonrasi ana
arilara saglanan c¢evrede gerek yapay tohumlama islemi sirasindaki uygulamalarda
farkliliklarin  elimine edilmesi sperm rekabetinin varligini test edebilmenin temel
kosuludur. Deneme gruplarinda ana arilarin yumurtlamaya baslama siireleri yapay
tohumlamadaki basarinin gostergesidir. Tiim gruplarda ana arilar birbirine yakin siirelerde
yumurtlamaya baslamiglardir (ortalama 10,2 giin, Cizelge 5.1). Bu sonug¢ tiim ana arilarin
aynt uygulamalara maruz kaldiklarini, yapay tohumlama isleminin sonuglari

etkileyebilecek denetlenemez faktor olmadigini gostermesi agisindan énemlidir.

6.1. ERKEK ARI UREME OZELLIiKLERi VE SPERM REKABETI

Bal arilar1 gibi ¢ok erkek esli tiirlerde sperm kalitesi 6zellikle yumurta kanallarindaki
sperm gociinii etkileyen temel faktorlerdir. Sperm Kkalitesinin gostergesi olan sperm sayisi,
sperm konsantrasyonu (milyon/ul), sperm canliligi, sperm motilitesi, sperm uzunlugu gibi
ozellikler, farkli yontemler kullanilarak analiz edilmektedir. Ne var ki bu 6zellikler in-vitro
testler ile belirlenmektedir ve her 6zelligin belirlenmesi isleminin bazi hatalara agik oldugu
g6z onlinde bulundurulmalidir (97, 134). Diger yandan, spermlerin in vivo kosullardaki
go¢ yeteneklerini irdeleyebilecek yontemlerin eksikligi hissedilmektedir. Doktora tezinde
kullanilan yontem ve yaklasim ile sperm 6zelliklerinin gog (inseminasyon) ve fertilizasyon

asamalarina olan gercek etkisinin ortaya konulabilmesi olanag1 saglanabilmistir.

Doktora tezinin canli materyali erkek arilarin tireme Ozelliklerinin belirlenmesi ve
karsilastirilmasi, sperm torbasi igeriklerini pirosekanslama analizi sonuglarin1 dogru
yorumlayabilmek icin gereklidir. Kafkas ve Italyan irkindan yetistirilen erkek arilarn canli
agirlik (209,4 ve 208,7 mg), ejakiilat hacmi (1,03 ve 1.05 pl/erkek ar1), ejakiilattaki sperm

sayisi (6,93 ve 6,85 milyon), sperm konsantrasyonu (6,71 ve 6,65 milyon/ pul) ve sperm
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canliligi (%98,4 ve %98,5) ortalama degerleri arasindaki farkliliklar 6nemsiz (Cizelge 5.2)

bulunmustur.

Pirosekanslama analizi sonuglarina gore tiim deneme gruplarinda Kafkas irki erkeklerin
acik Ustiinliigii vardir. Ne var Ki, Kafkas erkeklerinin sperm uzunlugu ve everziyon-
ejakiilasyon yetenegi haric, bu calismada arastirilan iireme 6zelliklerinin higbirinde Italyan
erkeklerinden farkli bulunmamistir. Ana arilarin yapay tohumlanmasinda her ana artya her
erkek ar1 irkindan ayni hacimde (4 ul) semen enjekte edilmistir. Dolayisiyla Kafkas ve
Italyan 1rk1 erkek arilarm ejakiilat hacimleri farkli olsa bile, bunun sperm go¢ii sonuglarina
etkisi beklenmemektedir. Ejakiilattaki sperm sayisi ve ejakiilat hacminin bir fonksiyonu
olan sperm konsantrasyonu (milyon/pul) ve sperm canliligi bakimindan saptanacak irksal
farkliliklarin sperm go¢ii sonuclarini etkilemesi beklenirdi. Ancak, Kafkas ve italyan erkek
arilariin bu 6zellikleri bakimindan farklilik bulunmamasi, bu 6zelliklerin sperm torbasina

gocte Kafkas erkeklerinin basarisi i¢in gerek¢e kabul etmeyi dnlemektedir.

Sperm torbasina sperm gogiinii etkileyebilecek bir diger 6zellik sperm uzunlugudur. Bal
arist spermi ortalama 242 pum (221-270 pm) uzunlukta bir hiicredir (112). Sperm
uzunlugunda &nemli varyasyonlarin bulunabilecegi de bilinmektedir. Ornegin bir
aragtirmaya gore (206); farkli mevsimlerde yetistirilen erkek arilarin sperm uzunluklar
farklidir. Tez galismasinda yetistirilen Kafkas ve Italyan irki birer koloniden yetistirilen
erkek arilarin sperm uzunluklari (sirasiyla 242,8 ve 246,1 um) farkli bulunmustur (Cizelge
5.2). Uzun spermlerin daha hizli hareket edecekleri, bu nedenle sperm torbasina daha kolay
ulasacaklar1 diisiiniilebilir. Ancak, Italyan erkek ar1 spermlerinden daha kisa olduklar
halde Kafkas erkek ar1 spermleri sperm torbalarina daha ¢ok ulasmislardir. Bombus
tirlerinin sperm uzunluklarint konu alan bir ¢aligma (150) hem uzun hem de kisa
spermlerin sperm torbasina go¢ siirecinde elendikleri bildirilmektedir. Bu sonuglara gore,

spermlerin uzun olmasinin sperm gogiinii olumsuz etkiledigi s6ylenebilir.

Sperm ekolojisini etkileyen 6nemli unsurlar bulunmaktadir. Sperm fonksiyonu iizerine 3
temel etkiden soz edilebilir. Bunlar; spermin motilitesinden sorumlu mitokondriler
icerisinde bulunan mtDNA genotipi, spermin niiklear genotipi ve cevredir (207). Bal
arilarinda niiklear genotipin sperm rekabetine etkisinin olmayacagi kabul edilebilir. Ciinkii

bal arist sperm hiicresinde memelilerde oldugu gibi yumurta zarin eriten enzimler yoktur
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ve yumurtanin dollenme fizyolojisi farklidir. Sperm hareketi icin mtDNA genotipi ve
mitokondrilerin niiklear genotip ve ¢evreden daha onemli olmalar1 beklenebilir. Bu
calismanin sonuglar1 spermin mtDNA genotipi ve mitokondri tiirevlerinin islevlerinin
sperm uzunlugu - sperm gocii iligkisinin arastirilmasinda Onemli olabilecegini

gostermektedir.

Yapay tohumlama islemi sirasinda Kafkas ve Italyan irki erkek arilarin everziyon ve
ejakiilasyon i¢in fiziksel uyariya verdikleri yanitin (4 ul semen toplamak i¢in sirasiyla 7,0
ve 8,3 erkek ar1) farkli olmasi (Cizelge 5.2) sperm rekabetini etkileyebilecek dolayli bir
Ol¢iit olarak kabul edilebilir.

Sperm rekabetinde 1irksal farkliliklarin karsilastirildigni  sinirli ¢alisma  vardir. Bu
calismalarin birinde (204) 2 bal aris1 irkindan (A.m. scutellata ve Avrupa kokenli bir bal
aris1 1rki) erkek arilarin semen kombinasyonu ile her 2 irkin ana arilar1 yapay
tohumlanmislardir. Sonuglar kolonilerde tek irkin (A. m. scutellata) babalik yaptigi dollerin
frekansinin zamanla arttigini géstermistir (204). Bir baska arastirmada ise 2 Afrika bal arisi
k1 (A. m. scutellata ve A. m. capensis) erkeklerinin semenleri ile ana arilar yapay

tohumlanmis, ancak dolleri bakimindan bir irkin erkekleri lehine {istiinliik saptanmamistir

(205).

Pirosekanslama analizi sonuglar1 ana arilarin sperm torbalarina sperm gogii sirasinda erkek
ar1 genotipine bagl oldugunu gostermistir (Cizelge 5.7). Bu calismada kullanilan Italyan
kolonisi erkeklerinin spermlerinin go¢ siirecinde basarili olmadiklar1 net olarak ortaya
ctkmistir. Ancak Kafkas erkek aris1 spermlerinin italyan erkek arisi spermlerine gore
ustiinliigiiniin (%20) 1rksal farkliliktan kaynaklandigini net olarak ileri stirmek ¢ok dogru
degildir. Elde edilen sonuglarda sadece 1k faktoriiniin degil, erkek arilarin yetistirildikleri
kolonilerin ve erkek arilarin bireysel iireme basarilarinin da etkili olma olasiligi vardir.
Denemede, Kafkas irkindan 1 ve Italyan mrkindan 1 koloniden erkek ari yetistirilerek
kullanilmigtir. Dolayistyla her irkin tek koloni ile temsil edildigi bu arastirma sonucundan

genelleme yapmak dogru olmayacaktir.
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6.2. ENJEKSiYON ONCELIGININ ETKIiSi

Dogal giftlesmede erkek arilarin ana ari ile ¢iftlesme sirasinin (son erkek avantajinin) ve
yapay tohumlamada erkek arilarin semenlerinin enjeksiyon sirasinin sperm gogiine etkisi
tartistlan konulardir. Son erkek avantaji bal arilarinda goriillmemesine karsin (70, 147),
yapay tohumlamadaki semen enjeksiyon sirasinin zayif olsa da goge etkisinin oldugu (13)
bildirilmektedir. Son erkek avantaji ve enjeksiyon sirasinin varligi ana arinin iireme
kanallarinda ejakiilatlarin karismadiginin, diger bir ifadeyle sperm kiimelesmesinin
gostergesidir. Deneme desenindeki 2 irkin erkeklerinden semen (8 pl) toplama bigimi (4ul
+ 4ul) sperm kiimelesmesine olanak saglayabilecegi i¢in yumurta kanallarindaki sperm
karistmi  hakkinda smirlt diizeyde bilgi vermektedir. Yumurta kanallarinda sperm
kiimelesmesinin, varsa semen enjeksiyon onceliginin sperm torbasina bir yansimasinin
olmas1 beklenir. Pirosekanslama sonuglari semen enjeksiyon onceliginin sperm gogiine
herhangi bir etkisinin bulunmadigini, yumurta kanallarinda sperm kiimelesmesinin
olmadigim1 ortaya cikarmistir. Yapay tohumlanmis ana ar ister Kafkas, ister Italyan
irkindan olsun, Kafkas irki erkeklerinin spermleri ister 6nce ister sonra enjekte edilsin, ana

arilarin sperm torbalarinda hep tistiin (%20) bulunmustur.

Burada ana ar1 tlireme kanalinin sperm karsimia katkist tartisiimalidir.  Yapay
tohumlamadan kisa bir siire sonra sperm torbasi spermler ile dolmaya baslamaktadir (128,
199). Bu nedenle inseminasyon asamasinda sperm karigimi oluyor ise hizli bir sekilde
gergeklesiyor demektir. Ana arilarin ana yumurta kanalinin kisa ve dar olmasi nedeniyle
spermler hizlica yan yumurta kanallarina gegmektedir. Dogal ciftlesmede ejakiilasyonun,
yapay tohumlamada enjeksiyonun hemen ardindan ana yumurta kanalina acilan her 2 yan
yumurta kanalina dogru spermlerin dagilmasinin spermlerin homojen karismasina katki
yapmast beklenir. Bunun yani sira yumurta kanallarinda gecici muhafaza Sirasinda yan
yumurta kanallar1 kaslarinin (81) yardimiyla ana ari ejakiilatlarin karigtirmasma katki
yaptyor olabilir. Kismen karisan spermlerin yan yumurta kanallarindan ana yumurta
kanalina ve sperm torbasi kanalina dogru itilerek viicut disina geri atildig: siireg, farkl
erkeklerin ejakiilatlarinin daha da homojen karismasina neden olabilir. Hem spermlerin
viicut igerisine alimi hem de spermlerin vuciittan atimi sirasinda vajina valfinin olasi
hareketleri ejakiilatlarin homojen karistirilmasini sagliyor olabilir. Sonug olarak, sperm

torbasi igeriklerinin pirosekanslama analizi sonuglar1 sperm trobasina gog¢ oncesinde hizli
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bir karigim oldugunu gostermektedir. Ciinkii sperm torbasina sperm gogii siirecinde yapay
tohumlama grubu, ana armin genotipi ve semen enjeksiyon onceligi ne olursa olsun tiim

gruplarda Kafkas 1rki erkeklerin inseminasyon basarisi yiiksek bulunmustur.

Burada goz oniinde bulundurulmasi gereken bir diger durum konunun yapay tohumlanmais
ana arilar iizerinden tartisilmasidir. Yukarida anlatilan olast sperm karisimi
mekanizmalarinin ger¢eklesmesinden once, yapay tohumlama rutin prosediirleri de (erkek
ar1 ejakiilatlarinin mikrosiringa ucuna toplanmasi sirasinda semen ¢ekme ve toplanmis
semenin ana ariya enjeksiyonu) dogal ciftlesmeye gore sperm karisimi diizeyini daha da
artirmig olabilir. Hem ana arinin hem de yapay tohumlama prosediiriiniin yan yumurta
kanallarinda sperm karigimini artirict etkilerinin olmasi olasiligi sperm torbasina sperm
gbcli slirecinde homojen karigmis spermlerin esit kosullarda yarismasina katki saglamasi
beklenir. Bu durumda sperm torbasina go¢ bakimindan goriilen farkliliklarin sperm

motilitesinden kaynaklandig: ileri siiriilebilir.
6.3. DISININ GIZLi SECiMi VE SPERM GOCU

Disinin gizli seg¢imi; ¢iftlesme sonrasinda disilerin bir erkegin inseminasyon ve
fertilizasyon basarisini kontrol etmek i¢in fiziksel ve kimyasal mekanizmalar kullanmasi
durumunda ortaya ¢ikan cinsel se¢ilimin diger unsurudur. Bu tez calismasinda 2 farkli
irktan (Kafkas ve Italyan) ana arilarin kendi irkindan ve diger irktan erkek arilarm sperm
kombinasyonu ile yapay tohumlanarak ana ar1 irkinin sperm gociine etkisinin (disinin gizli
se¢imi) olup olmadigi arastirilmistir. Yapay tohumlanmis ana arilarin sperm torbalarinda
stoklanmis spermlerin erkek ar1 irkina dagiliminin ana ar1 wrkina bagh degisim
gostermemesi sperm rekabetini degil, ancak disinin gizli se¢imi olgusunun bal arilarinda
gecerliligini kanitlar. Ana arilarin hem ¢iftlesme sirasinda hem de ¢iftlesmeden sonraki
inseminasyon ve fertilizasyon asamalarindaki sperm gocii ve sperm rekabetini
etkileyebilecegi goriisii Baer (7) tarafindan zorlamali sayilabilecek c¢esitli hipotezler
gelistirilerek tartistlmistir. Ancak bal arilarinda disinin gizli se¢imi olgusu hakkinda

dogrudan bilgi saglayacak ¢alisma sayis1 birkagi (204, 205) gegmemektedir.

Dogal c¢iftlesme sirasinda ¢iftlesmek igin yarisan erkek arilardan ana ar1 ile ayni irktan
olma avantajinin oldugu ileri siiriilmektedir (208). Ciftlesme sonrasinda da ayni irktan

olmanin avantaj oldugu ve ana ari ile ayni irktan erkek arilarin babalik frekanslarinin
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(kolonide bir babaya ait dol sayis1) daha yiiksek oldugu saptanmistir (205). Farkli cografi
irklarin (A. m. scutellata ve Avrupa kokenli bal arisi irki) kullanildigi bagka bir ¢alismada
(204) erkek arilarin ana ar1 ile ayni irktan olma avantajimin bulunmadigi, A. m. Scutellata
erkeklerinin dol frekansinin daha yiiksek oldugu saptanmustir. Her 2 arastirma da erkek
ebeveynlerin dol frekanst mikrosatellit DNA analizi ile belirlenmistir. Bu nedenle, bu 2
calismanin  sonuglarinin  hem inseminasyon hem de fertilizasyon asamasinda
gerceklesebilecek etkilerin (sperm rekabeti ve disinin gizli se¢imi) biitliinii oldugu gézden
kagirilmamalidir. Doktora tezinin verileri ise sadece inseminasyon asamasinda ana ari
genotipinin (Kafkas ve Italyan ana ar1) sperm gogiinii etkilemedigini gdstermektedir. Bu
bulgu inseminasyon asamasinda ana arilar ile erkek arilarin ayni irktan olmasinin avantaj

saglamadigini gosteren ¢alismayi (204) desteklemektedir.

Burada tartisilmasi gereken bir diger durum sperm torbasi diseksiyonunun pirosekanslama
sonuglarina etksinin olup olmamasidir. Pirosekanslama sonuglarinin ana ar1 genotipine
gore gruplandirarak analiz edilmesi, sperm torbasi igerigine ana aridan (sperm torbasindan)
doku bulasmasi olup olmadigini net olarak ortaya koymaktadir. Bulasma olsaydi sperm
torbasi iceriklerinin analizinde ana ar1 genotipi lehine aldatict bir sapmanin olmasi
beklenirdi. Bu durum disinin gizli se¢imi olgusunu akla getirecekti. Ancak pirosekanslama
analizi sonuglari, ana ar1 genotipi lehine bir sapmanin olmadigin1 (Cizelge 5.6), sperm
torbasi iceriklerinden ana ariya ait dokular bulastirilmaksizin basarili bir DNA izolasyonu

yapilabildigini kanitlamistir.

Baer (7) sperm rekabetinin inseminasyon asamasindan c¢ok fertilizasyon asamasinda
goriilebilecegini ileri siirmektedir. Bu ¢aligmada fertilizasyon asamasinda sperm rekabeti
aragtirtlmamustir. Fertilizasyon agamasinda sperm rekabeti olup olmadigini belirlemek i¢in,
yapay tohumlanmis ana arilarin diseksiyonu oOncesi is¢i ar1 dollerini orneklemek ve
doéllerde mikrosatellit DNA analizleri yapmak gerekir. Ancak bu konu tez kapsaminda
degildir. Arastirmanin sonuglari; sperm rekabetinin fertilizasyon asamasindan once, heniiz
inseminasyon (Sperm torbasina gog¢) asamasinda onemli diizeyde gergeklesmis oldugunu
gostermistir. Sperm rekabeti sperm kalite 6zelliklerinden en ¢gok motilite ile ilgili olmalidir.
Daha motil spermlerin hem inseminasyon hem de fertilizasyon asamasinda daha basaril

olmalar1 beklenir. Bu nedenle inseminasyon asamasindaki rekabetin fertilizasyon
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asamasindaki rekabetten bagimsiz olmayacagini savunmak, Baer’in (7) yaklasimindan

daha dogrudur.

6.4. PIROSEKANSLAMA ANALIZININ GUVENILIRLIiGI

Heteroplazmi ve heterospermi konularinin analizinde kullanilan y6ntemlerin basarilari
SNP ya da mutant allelleri belirleme esiklerine baglidir (174). Pirosekanslama analizi;
kullanimi kolay, hizli ve bazi kosullarda kesin SNP ve mutant allel miktarini1 belirleyebilen
bir sistem oldugu i¢in heteroplazmi seviyesi ister yiiksek, ister diisiik olsun dogru sonug
verebilmektedir. Ne var ki pirosekanslama teknigi uygulanmis kantitatif SNP belrileme
caligmalarinin basarisi i¢in farkl bildirisler ile karsilagiimaktadir. Bu ¢alismalarin ¢ogunda
beklenen ve gozlenen SNP miktarlart arasinda yiiksek dogrusal bir iligki gozlenmekte
(186) ve %1 SNP diizeyinde bile basarili belirleme yapilabilmektedir (187). Ancak, bazi
pirosekanslama analizi ile mutant allel belirleme ¢alismalarinin bazilarinda beklenenden
%5-101uk sapmalar olmustur (183, 185).

Pirosekanslama reaksiyonunda kantitatif analizin basaris1 biiyilk oranda sekanslama
primerine baglidir. Sekanslama primeri; 45-50 °C’lik erime sicakliginda (tm) ve iizerinde
durulacak SNP’in tek veya 2 baz uzagina baglanacak bigimde tasarlanmaktadir. SNP’in
bulundugu konum ve etrafindaki DNA dizisi reaksiyonun basarisin1 degistirebilmektedir.
Bu durum pirosekanslama analizinden elde edilen SNP karisim miktarlar1 sonuglarinin
dogrulanmasin1 gerektirmektedir. Bu arastirmada dogrulama islemi i¢in farkli oranlarda
Kafkas ve Italyan ki erkeklerin DNA’lar1 karistirilarak yapilan pirosekanslama analizi
sonuglar1 sperm torbasi igeriklerinin pirosekanslama analizi verilerinin herhangi bir
validasyona gerek olmadigini ortaya koymustur. DNA karigim oranlart bilinen 6rneklerin
pirosekanslama analizinden elde edilen oranlar (Cizelge 5.8) arasinda yiiksek derecede
(r=0,99) korelasyon bulunmas:1 pirosekanslama analizinden elde edilen verilerin

giivenilirligini gdstermistir.
6.5. SONUC

Cinsel segilim, sperm rekabeti ve disinin gizli se¢imi konulari ¢evre ve genotip tarafindan
ileri derecede etkilenen karmasik konulardir. Dogada goriilen ¢iftlesme sistemlerinden
birisi olan poliandri ve bu olgunun dogal ¢esitlilige ve tiirlerin devamina katkisi tizerindeki

etkisi tartisilmaya devam edecektir.
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Bu tezden elde edilen sonuglar; bal arilar1 ve diger ¢ok erkek esli tiirlerde, cinsel segilim
kurami unsurlarinin  kantitatif molekiiler genetik yaklasimlarla sorgulanabilecegini
gostermektedir. Birden ¢ok erkegin iireme hiicrelerinin bir arada oldugu (heterospermi)
tiirlerde bu yaklasim, kullanilacak molekiiler yontemin gerektirdigi bazi 6n sartlarin
saglanmast durumunda rahatlikla kulanilabilir. Bu sartlardan en oOnemlisi erkekleri

biribirinden ayirt etmeyi saglayacak SNP’e dayali bilginin elde edilmesidir.

Bu tezde uygulanan yontem, cinsel se¢ilimin unsurlari olan sperm rekabeti ve disinin gizli
secimini, inseminasyon ve fertilizasyon rekabetini birbirinden ayirarak arastirabilmeye
olanak tanimaktadir. SNP’e dayali olarak bireylerin kimliklendirilebilmesi ve kantitatif
SNP analizlerinin basarilmasi ¢ok esli tiirlerde cinsel se¢ilim ve tireme basarisini etkileyen

birgok faktorii konu alan ¢alismalarin yapilabilmesi olanagini biiyiik 6l¢iide artiracaktir.

Doktora tezinden elde edilen bulgular agik bir bigimde erkek arilarin yetistirildigi koloni ve
ik farkliliklarinin {ireme 6zelliklerini etkileyebilecegini gostermektedir. Kafkas ve Italyan
irk1 erkek arilarimin sperm uzunlugu ve yapay everziyon ve ejakiilasyon basarisi digindaki
diger tireme 6zelliklerinde 6nemli farkliliklar ile karsilasilmamasi, sperm canliligi, ejakiilat
hacmi, sperm konsantrasyonu, ve sperm sayisinin sperm gogii siirecindeki sperm rekabetini

aciklamak i¢in yeterli olmadigin1 géstermektedir.

Bal arilarinda birey, koloni ve 1tk diizeyindeki sperm motilitesinin arastirilmasi gereklidir.
Diger yandan sperm motilitesi in vitro yontemlerle belirlenebilmektedir. Ancak bu
yontemlerin sonuglar1 subjektifdir. Bu nedenle bu tez kapsaminda oldugu gibi bir in vivo
yaristirma platformu olusturularak spermlerin ger¢ek motilitelerinin belirlenmesi yerinde
olacaktir. Boylece spermlerin gergek motilite ve go¢ yeteneklerine iliskin veriler dogru

elde edilebilecektir.

Bal aris1 sperm torbasi igerisindeki spermlerin analizini konu alan sadece 2 arastirma ile
karsilagilmistir. Bunlardan birisi sperm torbasi iceriginden DNA izole edildikten sonra
basarili PCR gerceklestirilebilegini (209) digeri ise A. mellifera ana arilarinin A. cerana
erkekleri ile diistik frekansli da olsa ¢iftlesebildigini kanitlayan (210) bir ¢alismadir. Her 2
calismada kullanilan yaklasim kantitatif analiz yontemlerini icermemektedir. Bilindigi
kadariyla disilerin sperm depolama organlari icerisindeki spermlerin kantitatif molekiiler

yontemlerle analiz edildigi bir calisma heniiz yoktur. Bu tez ¢alismasi ise sperm torbasi
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iceriginin 6zelikle yeni nesil DNA dizileme tekniklerine dayali kantitatif molekiiler genetik

analizlerinin yeni olanaklar saglayabilecegini gostermistir.
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8. EKLER

Kafkas ve Italyan 1rki erkek arilarm viicut dokularindan izole edilen DNA’larin miktar ve
safliklarina iliskin ¢izelge (Ek-1), Kafkas ve Italyan irki ana arilarin sperm torbalarindan
izole edilen DNA’larin miktar ve safliklarina iliskin ¢izelge (Ek-2), Erkek ar1 viicut
dokularindan izole edilen DNA agaroz jel goriintiisii (Ek-3), SNP analizi i¢in taranan
bolgelerin PCR f{irlinlerinin agaroz jel goriintiisii (Ek-4), W bolgesinin pirosekanslanmasi
oncesi gerceklestirilen PCR {irlinlerinin agaroz jel gorintiilerinden biri (Ek-5), Kafkas ve
Italyan erkek ar1 DNA’lar1 karisimlarinin Pirosekanslama analizi sonuglar1 (Ek-6), Sperm
torbalariin igeriklerini pirosekanslama analizinde gozlenen SNP oranlar (Ek-7) ve
kullanilan makine teghizat listesi (EK-8) asagida verilmistir.

EK-1

Cizelge 8.1. Kafkas ve Italyan ki erkek arilarm viicut dokularindan izole edilen
DNA’larin miktar ve safliklari

) DNA Saflik ) DNA Saflik
Ornek |Genotip| Miktar1 | (260 / Ornek | Genotip| Miktar1 | (260 /

(ng/ul) | 280) (ng/ul) 280)
1 | 1-10-2 | italyan 68,6 1,61 26 | K-16-3 | Kafkas 12,7 1,68
2 | 1-10-3 | italyan 53,7 1,73 27 | K-16-4 | Kafkas 7,1 1,36
3 | 1-10-4 | Italyan 63,4 1,79 28 | K-16-5 | Kafkas 15,1 1,82
4 | 1-10-5 | italyan 37,9 1,8 29 | K-2-1 | Kafkas 39,8 1,86
5 | 1-10-6 | Italyan 61,7 1,76 30 | K-2-2 | Kafkas 78,6 1,79
6 | 1-10-7 | italyan 56,5 1,78 31 | K-2-3 | Kafkas 66,5 1,79
7 | 1-10-8 | italyan 22,4 1,7 32 | K-2-4 | Kafkas 53,1 1,77
8 | 1-10-9 | Italyan 28,9 1,78 33 | K-2-5 | Kafkas 74,2 1,81
9 | 1-10-10 | italyan 82,5 1,82 34 | K-2-6 | Kafkas 31,9 1,77
10 | 1-10-11 | italyan 59,3 1,86 35 | K-2-7 | Kafkas 49,3 1,75
11| 1-10-12 | italyan 22,2 1,94 36 | K-2-8 | Kafkas 80,1 1,79
12 | 1-15-1 | italyan 110,5 1,66 37 | K-2-9 | Kafkas 84,8 1,78
13| 1-15-2 | italyan 45,4 1,73 38 | K-30-1 | Kafkas 80,6 1,63
14 | 1-15-3 | italyan 55,1 1,77 39 | K-30-2 | Kafkas 435 1,81
15| 1-15-4 | italyan 59,6 1,81 40 | K-30-3 | Kafkas 443 1,8
16 | 1-15-5 | italyan 100,6 1,79 41 | K-30-4 | Kafkas 40,3 1,85
17| 1-15-6 | italyan 60,9 1,74 42 | K-52-1 | Kafkas 33,9 1,69
18| 1-15-7 | italyan 46,9 1,85 43 | K-52-2 | Kafkas 38,3 1,72
19| 1-15-8 | italyan 41,8 1,81 44 | K-52-3 | Kafkas 55,5 1,78
20 | 1-25-1 | italyan 323,7 1,39 45 | K-52-4 | Kafkas 54,3 1,77
21| 1-25-2 | italyan 74,8 1,64 46 | K-52-5 | Kafkas 26,9 1,74
22| 1-25-3 | italyan 50,2 1,83 47 | K-52-6 | Kafkas 36,1 1,75
23| 1-25-4 | italyan 71,7 1,86 48 | K-52-7 | Kafkas 17,6 1,64
24 | K-16-1 | Kafkas 251 1,68 49 | K-52-8 | Kafkas 48,2 1,89
25 | K-16-2 | Kafkas 24 1,81
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EK-2

Cizelge 8.2 Kafkas ve Italyan irki ana arilarin sperm torbalarindan izole edilen DNA’larin
miktar ve safliklarina iligkin veriler

Niikleik Asit Saflik

Ornek | Konsantrasyonu | (260/
(ng/pl) 280)

Al 47,1 1,90
A2 28,8 1,93
A3 13,7 1,90
A4 11,2 1,92
A5 17,4 1,86
A6 14,0 1,86
A7 20,2 1,89
Bl 7,6 2,10
B2 10,3 2,17
B3 49,2 1,83
B4 38,8 2,03
B5 16,6 1,91
B6 21,1 1,91
B7 28,1 1,81
B8 10,1 1,79
B9 6,7 1,85
B10 20,8 1,90
C1 36,0 1,97
C2 24,3 1,94
C3 12,2 1,75
C4 34,0 1,84
C5 12,4 1,62
C6 21,9 1,84
C7 14,4 1,85
C8 49 1,76
C9 14,2 2,13
C10 21 1,86
D1 33,7 1,93
D2 21,9 1,92
D3 22,6 2,01
D4 31,1 1,86
D5 38,6 1,85
D6 12,6 1,77
D7 7,2 1,64
D8 21,1 1,96
D9 22,0 1,91
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EK-3

ﬂodﬁ—-—vvd-w—'NMWN WH

Sekil 8.1. Erkek ar1 viicut dokularindan izole edilen DNA agaroz jel goriintiisii
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EK-4

Sekil 8.2. SNP analizi i¢in taranan J, P, T, W ve X bolgelerinin PCR iiriinlerinin agaroz jel
goriintiistt (M: Merdiven 100-3000 bg)
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EK-5:
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Sekil 8.3. W bolgesinin pirosekanslanmasi oncesi gergeklestirilen PCR {irlinlerinin agaroz
jel goriintiilerinden biri (Uriin bilyiikliigii:204 bp, Merdiven 100-3000 bg).
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EK-6

Cizelge 8.3. Kafkas ve Italyan 1rki1 erkek ar1 DNA’lar1 karisimlarin pirosekanslama analizi

sonuglari
Beklenen oransal | Gozlenen oransal
deger (%) deger (%)
Kafkas | italyan | Kafkas | italyan
0 100 4,0 96,0
0 100 3,0 97,0
0 100 2,0 98,0
0 100 1,0 99,0
0 100 1,0 99,0
Ortalama 2,2 97,8
20 80 24,0 76,0
20 80 23,0 77,0
20 80 22,0 78,0
Ortalama| 23,0 77,0
40 60 42,0 58,0
40 60 44,0 56,0
40 60 42,0 58,0
42,7 57,3
50 50 49,0 51,0
50 50 50,0 50,0
50 50 51,0 49,0
Ortalama| 50,0 50,0
60 40 64,0 36,0
60 40 63,0 37,0
60 40 58,0 42,0
Ortalama| 61,7 38,3
80 20 79,0 21,0
80 20 81,0 19,0
80 20 77,0 23,0
Ortalama| 79,0 21,0
100 0 97,0 3,0
100 0 98,0 2,0
100 0 99,0 1,0
100 0 98,0 2,0
100 0 98,0 2,0
100 0 97,0 3,0
100 0 98,0 2,0
Ortalama 97,9 2,1
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Ek-7

Cizelge 8.4. Sperm torbasinin pirosekanslama analizinde gozlenen SNP oranlari

Brnek 1. Analiz 2. Analiz Ortalama
c* T C T o T
Al 38 62 36 64 37,0 63,0
A2 27 73 24 76 25,5 74,5
A3 25 75 23 77 24,0 76,0
A4 25 75 26 74 25,5 74,5
A5 40 60 40 60 40,0 60,0
A6 32 68 32 68 32,0 68,0
A7 29 71 31 69 30,0 70,0
B1 13 87 14 86 13,5 86,5
B2 34 66 34 66 34,0 66,0
B3 33 67 31 69 32,0 68,0
B4 37 63 32 68 34,5 65,5
B5 34 66 31 69 32,5 67,5
B6 36 64 36 64 36,0 64,0
B7 35 65 37 63 36,0 64,0
B8 21 79 22 78 21,5 78,5
B9 43 57 41 59 42,0 58,0
B10 33 67 31 69 32,0 68,0
Cc1 35 65 37 63 36,0 64,0
c2 35 65 37 63 36,0 64,0
C3 22 78 21 79 21,5 78,5
ca 39 61 37 63 38,0 62,0
c5 39 61 40 60 39,5 60,5
(o] 21 79 21 79 21,0 79,0
c7 31 69 34 66 32,5 67,5
Cc8 27 73 26 74 26,5 73,5
c9 18 82 19 81 18,5 81,5
C10 31 69 33 67 32,0 68,0
D1 30 70 29 71 29,5 70,5
D2 27 73 25 75 26,0 74,0
D3 38 62 39 61 38,5 61,5
D4 40 60 43 57 41,5 58,5
D5 29 71 29,0 71,0
D6 35 65 34 66 34,5 65,5
D7 31 69 27 73 29,0 71,0
D8 18 82 17 83 17,5 82,5
D9 34 66 35 66 34,5 66,0

* C niikleotidi Italyan irkimin, T niikleotidi Kafkas ikinin irkinim belirtecidir.
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EK-7

Kullanilan Makine-Techizat Listesi

Kullamlan Makine — Techizat Listesi

http://www.shimadzu.com/an/molecular_spectro/
uv/uv1800/uv.html )

AdvModeli Kullammm Amaci
UV/IVIS Spektrofotometre, Shimadzu UV1800 | UV/VIS  Spektrofotometre, semen  orneklerinin  sperm
(Teknik ozellikler igin bkz: | konsantrasyonlarinin belirlenmesinde kullanilmistir. Bu 6lgiimler

Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Béliimii Bal Aris
ve Aricilik Aragtirma Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

Yapay tohumlama aleti, Schley marka
(Teknik ozellikler igin
http://www.besamungsgeraet.de/ _en/)

bkz:

Erkek arilardan semen toplama ve ana arilarin yapay
tohumlanmasi i¢in kullanilmistir. Yapay tohumlama calismalart
Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliimii Bal Arisi
ve Aricilik Aragtirma Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

Floresan atagmanli aragtirma mikroskobu, Leica
DM 3000
(Teknik ozellikler igin bkz: http://www.leica-
microsystems.com/products/light-
microscopes/clinical/details/product/leica-
dm3000/ )

Erkek ar1 sperm canlilik testlerinde kullanilmigtir. Sperm canlilig1
belirlemesi Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni
Bolimii Bal Arist ve Ariciik Arastirma Laboratuvarinda
gerceklestirilmistir.

Stereo mikroskop, Leica Z16APO
(Teknik o6zellikler igin bkz: http://www.leica-
microsystems.com/products/stereo-microscopes-
macroscopes/macroscopes/details/product/leica-
z16-apo/)

Erkek ar1 ve ana arilarda diseksiyon galismalarinda kullanilmigtir.
Diseksiyon ¢alismalar1 Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi

Is1 dongii Cihazi, Biometra TI Thermocycler

Zootekni  Bolimii  Bal Anst  ve Arniciik  Arastirma
Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

PCR calismalarinda  kullanilmugtir.  Bu  analizler Ankara
Universitesi ~ Veteriner  Fakiiltesi ~ Viroloji ~ A.B.D’nda
yiiriitiilmiistiir.

Vakum istasyonu, Pyromark Q24 Vacuum
workstation
(Teknik ozellikler icin bkz:

https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedet
ail?id=41eed6af-3e3d-4085-aelb-
3607e80539%ea&lang=en )

Pirosekanlama analizi Oncesi ¢ift zincir DNA’nin tek zincir hale
getirilmesi  ve saflastirma asamalarinda kulanilmistir.  Dr.
Abdurrahman Yurtaslan Ankara Onkoloji Egitim ve Arastirma
Hastanesi, Tibbi Patoloji Kliniginde

Pirosekasnlama cihazi, Pyromark
(Teknik ozellikler igin
https://www.qiagen.com/us/shop/automated-
solutions/sequencers/pyromark-
g24/#orderinginformation )

Q24
bkz:

Kantitatif SNP’ne dayali analizlerinin gerceklestirilmesinde
kulanilmigtir. Dr. Abdurrahman Yurtaslan Ankara Onkoloji
Egitim ve Arastirma Hastanesi, T1bbi Patoloji Kliniginde
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