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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KUZEYDOGU ANADOLU VE KUZEYDOGU KARADENIZ BOLGELERINDE
YAYILISGOSTEREN KAFKAS ARI IRKI (A.mellifera caucasica)
HIiBRITLESME DUZEYININ SAPTANMASI

Merve GULEN

Kafkas Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Genel Biyoloji Anabilim Dah

Prof. Dr. Mehmet Ali KIRPIK

Canlilar alemindeki varligin1 siirdiiren tiirler evrimsel siireglerini tamamlayarak
sistematik siniflandirmadaki yerini almistir. Dogal ve yapay seleksiyonlar zamanla
tiirler iizerindeki etkisini arttirarak yeni alttiirlerin olusumuna sebep olmustur. Degisim
sonrasi olusan alttiirler arasinda adaptasyon kabiliyetleri yiiksek olan irklar gelisimlerini
tamamlayarak bulunduklar1 lokasyonlarda yayilmaya devam etmistir. Yayilis
gosterdikleri lokasyonlarin simirlar1 igerisine farkli tiirlerin girmesi sonucunda
organizmalar hibrit alttiirlere farklilasmis ve saf wk populasyonlari bodlgesel ve

genotipik olarak daralmaya baslamistir.

Bu galismayla daha énce Diinyada ve Ulkemizde yayilis gdsteren ar1 wklar1 {izerinde
yapilan ¢esitli ¢aligmalar sonucunda elde edilen verilere dayanarak Tirkiye’de dogal
lokasyonlarmm Kuzey Dogu Anadolu ve Dogu Karadeniz bolgeleri oldugu bildirilen
Kafkas bal arist (A. mellifera caucasica) ‘nin hibritlesme diizeyinin PCR teknigi ve
filogenetik agaclandirma metodu kullanilarak tespit edilmesi amaglanmistir.
Populasyonlardaki seleksiyonlarm tiirler {izerindeki genotipik etkisinin diizeyi
mitokondriyel DNA (mtDNA) molekiiliiniin Sitokrom C Oksidaz | geni iizerinde
calisilarak tespit edilmistir.



Kuzey Dogu Anadolu ve Dogu Karadeniz bolgelerinde bulunan Kars, Ardahan,
Erzurum Artvin ve Rize illerinin populasyonlar1 hedef olarak se¢ilmistir. Calisma
materyali olarak bu illerin sinirlar1 igerisinde bulunan 57 arilikdan yaklasik 450 ergin
is¢i ar1 Ornegi (her istasyondan yaklasik olarak 7-8 adet ar1 Ornegi alimistir)
toplanmigtir. Ariliklardan toplanan ergin is¢i art Orneklerinin kalitsal materyalleri
fenolklorofrom: izoamilalkol teknigi kullanilarak izole edilmistir. Izolasyonlar1 yapilan
DNA o6rneklerinin PCR sonrasi elde edilen iriinleri jel elektroforezinde kosturuldukdan
sonra agaroz jel goOriintiileri alinarak dizi analizleri yapilmistir. Dizi analizi verileri
sonucu materyallerin akrabalik diizeyleri filogenetik agaclandirma modellinde

degerlendirilmistir.

Anahtar kelimeler: Bal arisi, Kafkas ar1 irki, hibritlesme, PCR, filogenetik

agaclandirma
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ABSTRACT

Graduate Thesis

DETERMINATION of HYBRIDIZATION LEVEL of CAUCASION BEE (APIS
MELLIFERA CAUCASICA) BREAD WHICH IS SPREAD in NORTHEASTEM
ANATOLICA and EASTERN BLACK SEA REGIONS

Merve GULEN

Kafkas University
Graudate School of Natural and Applied Sciences

Deperment of General Biology

Prof. Dr. Mehmet Ali KIRPIK

The species that survive their living in living world take part by completing their
evolutionary process in systematic classification. Natural and artifical selections
gradually by increasing their influence on species bring about formation of new
subspecies. Among the sub-species that formed after the change, races with high
adaptation abilities have continued to expand in their locations by completing their
evolution. As a result of the entrance of different species within the boundaries of the
locations where they are distributed, organisms have been differentiated to hybrid

subspecies and pure race populations have begun to contract locally and genotypically.

As a result of this study on bee breeds which have already been spreading in the world
and our country, are intended to be determined based upon data obtained from Turkey

has been reported that the natural locations of the North Eastern and Eastern Black Sea

Vi



Caucasian honey’s (A.mellifera caucasica) level of hybridization using the PCR
technique and phylogenetic planting method. The genotypic effect of the selection on
populations on the species was determined by studying the cytochrome C oxidase | gene
of the mitochondrial DNA molecule.

The populations of Kars, Ardahan, Erzurum, Artvin and Rize which are located in
North Eastern Anatolia and Eastern Black Sea regions are chosen as a goal. As study
material approximately 450 adult worker bee samples were collected from 57 bees in
the boundaries of these cities (approximately 7-8 bee samples were taken from each
station). Hereditary materials of adult bee workers’ samples collected from bees were
isolated using fenolklorofrom: isoamylalcohol technique. Isolation of the DNA samples
obtained after PCR products, after running on gel electrophoresis, agarose gel images
were taken and sequence analyzes were performed. As a result of sequence analysis, the

kinship levels of the materials were evaluated in a phylogenetic afforestation model.

Keyword: Honeybee, Apis mellifera caucasica, hybridization, PCR, phylogenetic

afforestation

2018,43 Pages
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1. GENEL BILGILER
1.1. Giris

Hayvanlar aleminin %70’lik oranla en kalabalik sinifin1 bocekler olusturmaktadir.
Boceklerin bir iiyesi olan arilar diinyanin bir¢ok yerinde ekonomik gelir kaynagi haline
gelmistir. Populasyonlar1 temsil eden bireyler yasamlarini koloniler halinde is birligi
yaparak siirdiiriirler. Kolonilerdeki bireyler nektar toplayarak propolis, ar1 siiti,
balmumu, ar1 zehri gibi birgok iirlinii dogaya ve insanliga sunarlar. Tarih¢esine bakildigi
zaman aricilik mesleginin ve ar1 kolonilerinin {iirettigi {irtinlerin insanoglu tarafindan
kullaniminin milattan 6nceki donemlere dayandigi kanitlanmistir. Ar1 kolonilerinden
elde edilen iriinler saglik, kozmetik, gida vb. bircok sektorde degisik formlarda
karsimiza cikmaktadir. Bal arilarinin tozlagsmaya sagladigi katki diinya iizerinde

iiretimine 6nem verilen bir tiir olmalarin saglamaktadir (Firatli ve Genger 1994).

Aricilik; fitocografyanin sundugu kaynaklardan yararlanarak, is¢cinin emegi, sabri ve
sahip oldugu bilgi birikimi ile birlikte canli ar1 sayisini arttirabilme ve ar1 tirtinleri elde
edebilme becerisi olarak tanimlanabilir. Aricilik cografik kosullarin ar1 kolonilerinin
yasamsal faaliyetlerini siirdiirmelerine izin verdigi her yerde yapilabilir. Aricilik da
canli materyal ve iiriin miktarini arttrmanin en 6nemli sebeplerinden biriside iyi bir
gbzlemci olabilmektir. Calisma alaninda kullanilan materyalin canli olmas1 yil
icerisinde yaptiginiz ¢alismalara karsi dikkat diizeyinizin yliksek olmasini gerektirir;
clinkii yapacaginiz kiiciik bir hata yil icerisinde kolonilere kars1 gdstermis oldugunuz

tiim emeklerinizin heba olmasina neden olabilir (Sancak 2013).

Aricilik tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de son dénemlerde tarimsal faaliyetleri
icerisinde bulunduran sektérde pazar payr bakimmdan oldukca Onemli seviyelere
ulasmistir. Ulke ekonomisindeki etkisi yiikselise gegtikce yeni yetistiricilerin ve gen
merkezlerinin olusumunda da artislar gdzlenmeye devam etmektedir. Ulkemizin sahip
oldugu fitocografyanin zengin iirlin yelpazesi aricilik sektoriindeki dalgalanmalarin
yiikselise gecmesinde biiyiik rol oynamaktadir. Sahip oldugu flora ve fauna
cesitliliginden dolayr da birgok canli tiiriine ev sahipligi yapmaktadir. Fakat tiim
diinyada oldugu gibi iilkemizde de farkli gen kaynaklarinin varyasyonel etkilerden ya da
farkli cografik kosullardan dolay1 yok olma riski vardir. Bundan dolay1 yetistirildikleri



cografyanin dismma ¢ikarilmayan yerli wklar varyasyonel ve cografik degisimlere
ugramis hibrit irklara oranla adaptasyon giicii bakimindan oldukga direnglidirler ( Celik
2015, Ertugrul ve. 2000).

Dogaya ve insanogluna yararlarinin saymakla bitirilemeyecegi bu canlilarin sahip
oldugu gen kaynaklarmin korunmasinda insanlarin etkisi fazladir. Yerel ariciligin
kontrolii altinda bulunan lokasyonlarda yapilan arastrmalar sonucu yerel wrklarm saf

doller olarak tiremeye devam ettigi bildirilmistir (Ruttner 1988).

Karakteristik 6zellikler bakiminda {istiin olan wrklarin genotipik 6zelliklerini korumalar1
hibritlesmeden iiremeye devam etmeleriyle baglantilidir. Fakat son donemlerde goger
ariciligin yayginlagmasiyla populasyonlar arasi gen alis verisi arttigindan dolayr ayni
lokasyonlar igerisinde farkli 1k ve ekotiplerin olustugu belirtilmistir (Kaftanoglu ve
ark., 1993; Oztiirk ve ark., 1992).

Diinyada fizyolojik ve morfolojik 06zellikleri  karsilastirilarak  taksonomik
siniflandirilmalart tamamlanmis 24 ar1 ki bulunmaktadir. Ar wrklar1 bulunduklari
cografyada ekolojik dengenin gelisim ve degisim siirecine uyum saglamak i¢in farkli
karakteristik ozellikler gelistirler. Bu 6zellikleri bulunduklar1 cografyaya olan hakimiyet
gliclerini arttirarak diger irklardan Ustiin hale getirir. Bal aris1 irklart morfometrik ve
genotipik ozellikleri baz almarak yapilan c¢aligmalar sonucunda 4 farkli grup altinda
toplanmustir. Tiirler; bat1 bal aris1 (Apis mellifera Linneous, 1758), dogu bal aris1 (Apis
mellifera Fabricius, 1793), dev ar1 (Apis dorsata Fabricius, 1793), ciice ar1 (Apis florea

Fabricius, 1787) olarak siniflandirilmistir.

Bati bal aris1 wklarmi kapsayan grup igerisinde toplamda 26 alt tiir tespit edilmistir. Bat1
bal aris1 grubunu olusturan ar1 rklar1 Afrika, Avrupa ve Yakin Dogu’yu i¢ine alan genis
bir yelpazeye sahiptir. Ulkemizde bulunan ar1 wklar1 da bu grup igerisinde
bulunmaktadir (Rutner et al. 1978, Rutner 1988).

Canlilardaki hibritlesme diizeyleri ve taksonomik siniflandirmadaki yerlerinin tayin
edilmesi icin morfolojik ozellikler, kan gruplari, biyokimyasal genetik

polimorfizmlerinin tayin edilmesi, filogenetik agaglandirmalardan yararlanilir.

Bal arilarinin olusturdugu populasyonlarda molekiiler diizeyde yapilan ¢alismalardan

elde edilen veriler klasik yontemlere gore daha net ve agiklayicidir. Bundan dolay: bal



arilarmm sistematik smiflandirma ve varyasyonel etkilerinin agiklanmasi amaciyla
yapilan ¢aligmalarda PCR tekniginin kullanimi kag¢inilmaz olmustur (Whitfield et al.
2006).

PCR c¢alisilmak istenilen gen bdolgesinin belirli primerler kullanilarak laboratuvar
ortaminda (invitro) ¢ogaltilmas1 islemine dayanan molekiiler igerikli bir tekniktir. PCR
diizeneginin kurulum sartlarna ilk olarak 1987 yilinda Karry Mullis deginmistir. Karry
Mullis tarafindan ilk taslaginin bilim diinyasina sunuldugu yontem Saiki et al. (1985)
tarafindan gelistirilerek son halini almistir. PCR tekniginin kullanimmin yayilmasiyla
birlikte organizmalarda varyasyonlara bagli etkilerin arastirilmasina yonelik yapilan
caligmalar artig gostermistir. Bundan dolayr PCR teknigi molekiiler biyoloji alaninda
gerceklesen yeniliklerin 6n basamagi olarak kabul edilmektedir. PCR birbiriyle

baglantil1 3 asamanin defalarca tekrar edilmesine dayanmaktadir.

Genetik cesitlilik var olan tiirlerin populasyonlarmin gen havuzu igerisindeki genetik
Ozelliklerinin degiskenliklerini ifade eder. Organizmalarin bulunduklar1 cografyaya
adaptasyon siire¢lerinde morfometrik ve genotipik agidan tiire 6zgli farklh karakteristik
Ozellikleri gelismeye baslar. Bu degisim ve gelisim siiresine bagli olarak ayni
populasyonlari temsil eden tiirler arasinda olusan morfolojik ve fizyolojik farkliliklar

yeni alttiirlerin olusumuna sebep olmustur (Biodiversity).

Ekocografya igerisinde yer alan sayisiz tiiriin gen havuzuna sagladiklar1 gesitlilik bilim
insanlarinin canlilar1 farkli 6zellikleri bakimindan degerlendirerek tanimlamaya
yonlendirmistir. Bilim insanlarmin canliligm gosterdigi cesitliligin yogunluguna karsi
olan meraklar1 sonucunda taksonomi bilimi dogmustur. Taksonomik siniflandirma ile
yeryiiziindeki tiirler kimliklerini kazanmis ve benzer olan 6zellikler baz almarak irklar
gruplar halinde sistematize edilmistir. Taksonomik siniflandirmanin temelini canlilarin
evrimsel siiregte gosterdikleri gelisim ve degisim sonucu olusan &zellikler
olusturmaktadir. Canliligin tabi tutuldugu evrimsel siire¢ filogeni; bu siireci inceleyen
bilim dali ise filogenetik olarak adlandirilmaktadir. Molekiiler analizler sonrasinda elde
edilen sekans verilerin degerlendirilerek filogenetik aga¢ modelleri olusturulur. Bu
sistemdeki temel amag tilirler arast benzerlik ve farkliliklarin raporlanmasidir.
Filogenetik agaclandirmada populasyonlari olusturan tiirler arasindaki iliskiyi

belirlemek icin kalitsal materyaller, tlire 6zgii proteinler, hiicresel ve embriyolojik



diizeydeki benzerlikler gibi 1wki belirleyici 06zellikler ele almir. Filogenetik
agaclandirmalar da olusan dallar populasyonlar1 arasindaki benzerlik ile ters orantilidir

(Haliki, 2016).

Bu tez calismasinda, Kuzey Dogu Anadolu ve Dogu Karadeniz bolgelerinde bulunan
lokasyonlarda Kafkas bal arisi (Apis mellifera caucasica) ki oldugu disiiniilen
populasyonlarindaki hibritlesme diizeyinin ve populasyonlar arasi atasal benzerliklerin
tespit edilmesi amaglanmistir. Molekiiler ve filogenetik tekniklerden yararlanilarak
yapilan ¢alismada mitokondriyel DNA Sitokrom C oksidaz | genini igeren DNA bolgesi
PCR teknigi kullanilarak gogaltilmistir. Analiz sonucunda elde edilen veriler DNA
sekanslama sonucunda raporlanmis ve filogenetik agaglandirma ile populasyonlarin

ataasal benzerlik ve farkliliklar1 gosterilmistir.
1.2. Mitokondri Organeli ve Mitokondriyel (mt DNA) Molekiilii
1.2.1. Mitokondri Organeli ve Gorevleri

Mitokondri organeli fitocografya tizerinde yasayan tiim Okaryotik canlilarda bulunur.
Mitokondrinin organel olarak hiicre igerisindeki tespiti Kolliker tarafindan yapilmistir.
Organelin sistematik smiflandirmadaki yeri ilk olarak Altman tarafindan 1894 yilinda
belirtilmistir. Mitokondri yapisal Ozellikleri bakimmdan degerlendirilerck Benden
tarafindan 1987 wyilinda “ipliksi graniil” anlamina gelen mitokondrion terimiyle
isimlendirilmistir. Mitokondri (mitokondrion) yunanca“iplik (mitos) ve “graniil
(chondrion)” anlamina gelen kelimelerden tiiremistir. Hiicre igerisindeki izolasyonlari

ilk defa Bensley ve Horer (1934) tarafindan karaciger hiicrelerinden yapilmastir.

Eugene Kennedy ve Albert Lehinger 1948 yilinda mitokondrinin hiicre igerisindeki
gorevinin oksidatif fosforilasyon oldugunu belirtmistir. NASA et al. (1963) canlilarin
kalitsal Ozelliklerini tasiyan DNA molekiiliiniin sadece hiicre ¢ekirdegi icerisinde
bulunabilecegi diisiincesini mitokondri organelinin de kendine 6zgii kalitsal materyal

tagidigini ispat ederek yikmaistir.

Mitokondri iizerine yapilan ¢alismalar sonucunda evrimsel gelisim siirecleri tam olarak
aciklanmamakla birlikte ortaya birgok teori ¢ikmistir. Bu teoriler arasinda en g¢ok

benimsenenlerden Dirisi endosimbiyosiz adi verilen teoridir. Bu teori mitokondri



organelinin aerobik bakterilerin en ilkel okaryotik hiicrelerle endosimbiyotik
birlikteliginin  sonucunda var oldugunu savunmaktadir. Mitokondri organelinin
icerisinde bulunan DNA, molekiile 6zgii proteinlerin sentezlenmesinden sorumludur.
Mitokondrilerde proteinlerin % 95’ inden fazlasi, ¢ekirdek DNA, ribozom ile tRNA’nin
varlig1, mitokondrinin i¢ zarina ait proteinlerin sentezlenmesi varsayilan endosimbiyotik
teoriyi desteklemektedir (Kilig 2005).

Okaryotik hiicrelerin enerji terminalleri olarak adlandirilan mitokondrilerin hiicreler
icerisindeki sayilar1 doku ve organlarin ihtiyaglarma gore bir taneden binlerce sayiya
kadar ulasabilir. Canli viicudunda bulunan Karaciger hiicreleri ve kaslarin gereksinim
duyduklar1 enerji ¢ok fazla oldugundan bu dokular igersinde bulunan hiicrelerin
mitokondrileri binlerce sayiya ulasmaktadir. Mitokondri organelinin en 6nemli gérevi
hiicre igerisindeki Oksidatif fosforilasyon dongiisiinii gerceklestirerek canli igin
gereksinim duyulan enerjiyi agiga ¢ikarmaktir. Boylece oksidatif fosforilasyon
sonucunda olusan yikim iriinlerinden elde edilen elektronlar1 molekiiler oksijene
aktarirken agiga ¢ikan enerji ile adenozin difosfat (ADP)’dan adenozin trifosfat (ATP)
sentezini gergeklestirir (Kilig 2005).

1.2.2. Bal Aralarindaki Mitokondriyel (mtDNA) Molekiilii

Bal arillar1 Meyve sinegi  (Drosophila yakuba)’ dan sonra mitokondriyal DNA
(mtDNA) baz almarak en fazla allozim polimorfizmi ¢alisilan hayvansal

organizmalardan birisidir ( Mestiner 1969, Mestiner ve Cantel 1972, Brucner 1974).

Bal arilarinda bulunan mitokondriyal DNA molekiilii (mtDNA) 16800-1700 baz g¢ifti
uzunlugundadir. Dairesel yapida olan molekiilin DNA’ si tek zincirden olusur ve
toplamda 37 gen igerir. Mitokondriyel DNA 13 (bazen 12) protein, 22 tasiyict RNA
(tRNA) , 2 ribozomal RNA (rRNA) kodlayan ve gen iiriiniiniin sentezinden sorumlu
olan gen bolgeleri (exon) ve kodlamaya katilmayan sadece replikasyonu kontrol eden
bolgeleri icermektedir. Mitokondriyel DNA molekiilii fonksiyonel olmayan gen
bolgelerini icermemektedir (Crozier 1993, Moritz 1994).



Sekil 2.4: Apis mellifera mtDNA

Mitokondriyel DNA (mtDNA) molekiiliiniin filogenetik ¢aligmalarda dncelikli materyal
olarak kullanilmas1 evrimsel siirecini genomik (¢ekirdek) DNA molekiiliine gére daha
hizli tamamlamasina dayandirilmistir (Avize et. al. 1987). Mitokondriyel DNA
molekiiliiniin ¢alismalardaki 6nceligini belirleyen 6zelliklerinden biriside molekiiliin
dairesel ve tek zincirli yapida olmasidir. Bu 6zelliginden dolay1 hiicre boliinmesinden
sonra replikasyon sirasinda genomik DNA’daki gibi par¢a degisimi (crosingover)
ger¢ceklesmedigi i¢in rekombinant doéllerin olusumu engellenir. MIDNA’nin kalitsal
orjininin anneye (maternal) ait olmasida organelin 6nemli 6zelliklerinden birisidir.
Mitokondriyel DNA molekiilii yalnizca anneden alindigi i¢in evrimlesme siiregte

herhangi bir degisime ugramadan kalitsal yapisi ayn1 sekilde korunmaya devam eder.

Ar1 rklar1 da diger canlilarda oldugu gibi maternal kalitim molekdiliinii tiim bireylere
ayni sekilde aktarir. Bunun sonucunda koloni igerisinde yer alan biitiin bireyler ayni
mitokondriyel kalitima sahip olurlar (Garnery et al., 1992). Farkli d6llere aktarilmasi
sirasinda rekombinant yapilar olusturmamasi bilim diinyasinda gegmise yonelik yapilan

calismalarda mtDNA molekiiliiniin kullanilmasin1 arttirmaktadir.

Mitokondriyal DNA molekiiliiniin dokular igerisinde birden fazla kopyasinin varligi ve
yapisal boyutlarinm oldukga kiigiik olmasi da molekiiler diizeyde yapilan ¢caligmalardaki
tercih sebepleri arasindadir (Dolas ve ark., 2003, Smith 1991).



1.3. Genetik Calismalarda Hibritlesme Diizeyini Belirlemede Kullanilan

Yontemler
1.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Canlilarin kalitsal materyalleri olan DNA ve RNA molekiillerini olusturan niikleotitler
birbirlerine kovalent baglarla baglanarak poliniikleotitleri olustururlar. Tim
organizmalarin kalitsal materyallerinde bulunan poliniikleotitler DNA molekiiliiniin
sarmal yapida olmasmi saglamaktadir. Organizmalarda poliniikleotidlerin olusumundan
sorumlu enzimler bulunmaktadir. DNA poliniikleotidinin hiicre i¢erisinde iiretiminden
sorumlu olan enzim ise DNA polimerazdir. Yapisal olarak tamimlanan polimeraz
enzimlerinin tamami DNA molekiiliiniin 5°-3’ yoniinde bilesiminin tamamlanmasini

saglarlar (Fijalkowska ve ark., 2012).

E. coli bakterisiyle yapilan ¢alismalar sonucunda DNA polimeraz enzimi ilk kez bir
organizmadan soyutlamis ve DNA polimeraz 1 enzimi olarak adlandirilmistir (Gawel ve

ark., 2008).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR-PZR) kalitsal materyaller tizerinde yapilan ¢alismalar
sirasinda istenilen gen bolgesinin tiire 6zgii primerler kullanilarak laboratuvar ortaminda
(invitro) ¢ogaltilmasina dayanan molekiiler bir tekniktir. PCR teknigine adini veren
DNA molekiiliiniin oligoniikleotidini sentezleyebilen PCR diizeneginin ¢alisma
basamaklarma ilk olarak 1983 yilinda Karry Mullis deginmistir. Karry Mullis tarafindan
bilim diinyasina sunulan yontem Saiki et al. (1985) tarafindan ileri boyutlara taginmistir.
Canlilar tizerinde farkli hipotezler belirlenerek yapilan molekiiler diizeydeki calismalar
PCR tekniginin kullanimmimn yayilmasiyla birlikte artmaya baglamistir. PCR birbirlerini
takip eden 3 asamanin art arda yenilenmesiyle ilerleyen bir diizenekten olusmaktadir.

Kurulan diizeneginin temeli bu 3 asamaya dayanmaktadir;

1. Kalitsal materyal olarak kullanilan DNA molekiiliiniin eksenlerinin
birbirlerinden ayrilmasi (denatiirasyon),

2. Analiz sirrasinda kullanilan tiire 6zgii primerlerin  komplementer DNA
bolgesiyle hibrit olusturmasi (anneling),

3. Olusacak yeni eksenlerin sentezinin yapilmasi (extension) dir.
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Sekil 2.5: Polimeraz zincir reaksiyonunda (PCR) tepkimesinde gergeklesen asamalar

PCR diizeneginin ilk asamasi olan denatiirasyon da elde edilen kalip DNA’nin iki
ekseni 94-95°C° lik sicaklik uygulamasiyla birbirlerinden ayrilirlar. Bu asamada
kullanilan siire yapilan ¢alismada gegerli olan prosediire bagli olarak 15 saniye ile

birka¢ dakika arasinda degisiklik gosterebilir.

Ikinci asama olan hibrit olusumu oligoniikleotid primerlerin (6-30 bazlik) kalipp DNA
iizerindeki tamamlayici (komplementer) siralara eslenmesi ve hibritlesme olaymin
gerceklesmesiyle tamamlanir. Hibritlerin daha iyi olusmasi i¢in kalip DNA ya bir
onceki asamada uygulanan sicaklik degerinin disiiriilerek ikinci asama igin ideal
sicakliga getirilmesi gerekir. Anneling asamasi i¢in uygun olan sicaklik 55° C iken
calisgmanin boyutuna gore 40-70 derece arasinda degistirilebilir. Primerlerin baglanmasi
icin 55°C de 1-2 dakika bekletmek yeterlidir. Gergeklesen reaksiyon sonucunda

primerlerin tamamlayic1t DNA ile hibritlenmesi tamamlanmis olur.

Hibritlenen kalip DNA’lar 72°C’ye kadar dayanabilen DNA polimeraz enzimi
araciligiyla 3°’OH uglarma deoksiriboniikleotidleri ekleyerek olusan yeni eksenleri kalip
siraya tamamlayici olacak sekilde sentezlemektir. Son asama DNA eksenlerinin sentezi

olarak bilinmektedir. Bu asama igin ideal zaman aralhig: ise 1-3 dakikadir.

Bu asamalarin sonunda primer baglanma noktalarina sahip olan kalip DNA ve iiglincii
asama sonucunda olusan yeni DNA molekiilii birbirinden ayrilir. Yeni olusan DNA
molekiilleri bir sonraki dongli sirasinda olusacak yeni DNA molekiilleri i¢in kalip

gorevini iistlenirler. U¢ asamadan olusan PCR diizenegi yaklasik 30-40 defa ayni



dongiiniin tekrar edilmesi ile tamamlanir. Boylece istenilen gen pargacigi invitro

ortamda ¢ogaltilmig olur (MC Pherson and Miller, 2001).

PCR diizenegi sonucunda elde edilen {iriinler elektroforetik yontemler ve goriintiilleme

sistemleri ile tespit edilir.
1.3.2. Filogeni ve Filogenetik Agaclandirma

Biyogesitlilik 1rklarin sahip oldugu genetik karakterlerin yogunlugunu ifade eder.
Lokasyonlara yayilmis tiirlerin zamanla dis etmenlere maruz kalarak degisime
ugramalar1 sonucu artmaktadir. Bu farkliliklar wklarin bulunduklar1 habitatlara
adaptasyonu siirecinde de ortaya ¢ikmis olabilir. Sonradan edinilen wka 6zgi
karakteristik ozellikler tiirlerin genellikle bulunduklar1 lokasyonlara daha c¢abuk
yayilmalarinda etkili olmustur. Ekocografya iizerinde durmaksizin gelisimine devam
etmek de olan sayisiz tiirtin varligi gen havuzuna genis bir yelpaze sunmaya devam
etmektedir. Irksal degisimlerin artmasi sonucunda yeni alttiirlerin olusmaya devam
etmesi taksonomi biliminin dogmasma sebep olmustur. Taksonomik smiflandirmada
tirlerin evrimsel siiregte ki gelisim ve degisimleri filogeni kavramimi ve dolayisiyla
filogenetik bilimini dogurmustur. Filogenetik arastirmalar sonucunda elde edilen veriler
filogenetik agaclandirma metodlar: ile degerlendirilmektedir. Filogenetik agaclandirma
metodlarmin temeli tiirler aras1 benzerlik ve farkliklara dayanmaktadir. Tiirler arasi
iliskiyi tespit etmek i¢in morfometrik ve molekiiler diizeyde 6nemli olan Kkarakteristik
Ozellikler baz alinir. Filogeni kavramiyla hazirlanan agaclar bir diiglim ve bunu takiben
populasyonlar1 olusturulan irklar arasindaki Atasal benzerlik ve farkliliklara gore gesitli
dallanmalar gosterir. Taksonomik acidan degerlendirildiginde canlilar arasindaki
akrabalik dereceleri ortaya ¢ikar. Populasyonlardaki Atasal benzerlikler agaglarin
dallariyla ifade edilirken; wklar arasinda ki varyasyonel benzerlikler ise diigiim

bolgeleriyle gosterilir.

Filogenetik agaglardaki dallanmalar populasyonlar1 temsil eden tiirler arasindaki benzer
karakterlerinin yiizdesiyle ters orantiidir. Agac dallarinda akrabaliklar1 belirlenen
tirlerin pekistirilmesi i¢in bu tiirlerle baglantis1 olmayan farkli bir tiirde yer alir.

(Freeman ve ark., 1999, Haliki 2016)
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Sekil 2.6: Vertikal pozisyonda g¢izilen filogenetik aga¢ drnegi

Vertikal aga¢c metodunda yer alan veriler en alttan baslayip yukari ya dogru ¢ikilarak
okunur. A harfi ile belirtilen diigiimde yer alan populasyon 1-6 boliimiinde yer alan
taksonlarmn ortak atasi olarak kabul edilir. Bu gruplardan biri takson 1 i temsil eden irka
donitisiirken digeri ise 1-5 taksonlarmin ortak atasi olan B digimiiyle temsil edilen

populasyona evrimlesmistir.

Ulkemizde bulunan ar1 wklarinda zamanla farkli sebeplerden dolayr degisik
populasyonlarin olustugu belirtilmistir. Bu degisime neden oldugu diisiiniilen gezer
ariciligin lokasyonlarda bulunan yerel wklar tizerindeki etkisini tespit etmek amaciyla
yapilan ¢alismada Tiirkiye’nin 32 farkli bolgesinden ergin is¢i ar1 6rnekleri toplanmistir.
Morfometrik analizler kullanilarak yapilan ¢alisma sonucunda elde edilen verilerle
onceki calismalarda cografik bolgeleri tanimlanan iilkenin Kuzey boélgelerinde yayilis
gosteren Apis mellifera caucasica, Giineydogu’da Apis mellifera meda, Gilineybatiya
dogru Apis mellifera syriaca, Trakya’da ki lokasyonlarda yayilis gosteren Apis mellifera
carniaca ve Anadolunun diger tim kesimlerine hakimiyet kurdugu bildirilen Apis
mellifera anatolica yerel wklarmm sahip oldugu genetik ozelliklerin tam anlamiyla
korunamadig1 ve gen merkezlerinde degisiklikler gosterdigi saptanmistir. Diskriminant
fonksiyon analizi ve UPGMA teknigiyle hazirlanan aga¢ modeliyle edilen veriler
degerlendirilmistir. Calisma sonucundaki verilerle Isparta, Ardahan, Gaziantep,
Kahramanmaras ve Zonguldak illerinde bulunan populasyonlardan alinan &rneklerin
genetik benzerliklerinin olmadig1 ve diger tiim populasyonlardan ayri bir grup da yer

aldiklar1 saptanmistir. Kirklareli ve Igdir ile Izmir, Van ve Hatay ile Hakkari, Antalya,
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Mugla, Bilecik, Balikesir ve Canakkale illerindeki populasyonlarla ayni grup igerisinde
yer aldiklar1 saptanmistir. Calismadan elde edilen verilere dayanarak hazirlanan
filogenetik aga¢ modelinde olusan gruplar daha Onceki ¢alisma verileriyle
ortiismemektedir. Sonug olarak iilke genelinde ekonomik gelir kaynagi olarak yapilan
aricilik faaliyetleri sirasinda daha fazla iirin elde etmek amaciyla aricilar tarafindan
iistlin karakteristik Ozelliklere sahip olan tiirlerin kullanilma istegi lokasyonlardaki
varyasyonlarin artisini dnemli diizeyde etkiledigi tespit edilmistir (Kambur ve ark.,
2018).

1.4. Bal Aris1 (Apis mellirera Linneous) ve Sistematik Siniflandirmadaki Yeri

Bal arilar1 yasamsal faaliyetlerini koloni adi verilen topluluklar halinde devam
ettirmeleri sosyal bocekler olarak tanimlanmalarina sebep olmustur. Ari kolonilerini
temsil eden bireyler morfometrik ve genetik dzellikleri baz alinarak koloni igerisinde ¢
gruba ayrilirlar. Kralige ar1 (ana ar1) koloni igerisinde bir tane bulunur. Beslenmedeki
farkliliklarindan dolay1 koloni igerisindeki en iri bireydir. Krali¢e ar1 kolonin bir arada
tutulmasi ve yavru olusumunun devam etmesi igin petek igerisine yumurta birakmaktan
sorumludur. Kolonilerde bulunan erkek arilar ise déllenmemis yumurtalarin gelisimiyle
olusur ve disi armin biraktigi yumurtalar1 déllemekle gorevlidir. Koloni igerisinde ki
bireylerin bakimi, kovanin temizligi ve havalandirilmasi, propolis, polen ve nektar
toplamasi gibi birgok gérev ise disi arilar tarafindan yapilir. Disi arilar isci arilar olarak
adlandrilirlar. Koloniyi temsil eden kralice ve disi arilar d6llenmis yumurtalardan
olusur ve 2n=32 kromozoma sahiplerdir. Dollenmemis yumurtalarin gelismesiyle
olusan erkek arilar ise n=16 kromozoma sahiptirler. Morfometrik ve biyometrik
analizler sonucunda taksonomik smiflandirmadaki yerini almig 10 ar1 tiri
bulunmaktadir ( Otis 1996, Engel 1999).

Bal arilar1 (Apis mellifera L.) diinya iizerinde ii¢ 6nemli kitada yayilis gostermektedir.
Populasyonlar1 temsil eden tiirler bulunduklar1 cografyaya adaptasyon siireglerinde
gelistirdikleri karakteristik 6zellikleri ile birbirinden farkl tiir ve alt tiirlerin olusumuna
sebep olmuslardir. Yeryilizinde bulunan ve sistematik smiflandirmada yerlerini
belirlenmis tiirlerin disinda bulunduklar1 lokasyonlara 6zgii 6zellikler tasiyan yerel
irklarda bulunmaktadir. Tirlerinin tespit edilmesi i¢in morfometrik, genetik ve

fizyolojik oOzelliklere dayali ¢esitli ¢alisma yontemleri gelistirilmistir. Bilimsel
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aragtirmalarda yaygin olarak kullanilan molekiiler diizeydeki ¢aligmalar irklarin genetik

anlamda baskin olan 6zellikleri baz alarak yapilir.

Bal arilar1 sistematik smiflandirma igerisinde Hymenoptera takimmda Apidea
familyasinda yer alir. C. Linnaeus 1758 yilinda yaptig1 calisma sonucunda bal arilarinin

sistematik siniflandirmadaki yerini belirlemistir.

Tablo 1.1: Bal arilarinin taksonomisi (C.Linnaeus 1758)

Alem Animalia (hayvanlar)

Sube Arthropoda (eklem bacaklilar)

Simf Insecta (bocekler)

Takim | Hymenoptera (zar kanathlar)

Familya | Apidae (arilar)

Cins Apis (bal arilan)

Apis florea

Apis dorsata

Apis cerena

Apis mellifera
Apis nuluenisis
Apis laboriosa
Apis koshevnikovi
Apis nicrocincta
Tiirler | Apis andreniformis

Diinyada fizyolojik ve morfolojik Ozellikleri  karsilastirilarak  taksonomik
smiflandirmalar1 tamamlanmis toplamda 24 ar1 wkinmm varligi tespit edilmistir.
Yeryliziinde yasamlarin1 devam ettiren ar1 irklar1 morfometrik ve biyometrik analizler

sonucunda 4 farkli grup altinda toplanmstir.
Tiirler;

1) Batibal aris1 ( Apis mellifera Linneous, 1758),
2) Dogu bal aris1 (Apis mellifera Fabricius, 1793),
3) Dev an (Apis dorsata Fabricius, 1793),

4) Ciice ar1 (Apis florea Fabricius, 1787) olarak siniflandrilmastir.
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Bat1 bal arisin1 temsil eden grup igerisinde 26 alt tiiriin varlig1 tespit edilmistir. Bat1 bal
aris1 olarak adlandirilan gruptaki ar1 rklar1 Afrika, Avrupa ve Yakin Dogu’yu da igine
alan genis bir yelpazeye sahiptir. Ulkemizde bulunan ar1 wklar1 da bu grup altinda
toplanmistir (Rutner et al. 1978, Rutner 1988).

Yeryiiziiniin farkli cografik bolgelerinde hakimiyet kurmus ari wklar1 daha onceki
calismalarda 3 grup altinda toplanmistir; fakat daha sonra canlilarin evrimsel siirecte ki
degisim ve gelisimleri goz oniinde bulundurularak C grubu igerisinde yer alan bazi
irklar O grubu adi verilen yeni bir grup altinda degerlendirilerek birbirlerinden
morfometrik, molekiiler, davranigsal vb. 6zellikler bakimindan yapilan arastirmalar
sonucunda birbirlerinden ayrilan bal arilar1 populasyonlar1 (Apis mellifera) 4 grup

altinda toplanmistir ( Ruttner ve ark. 1988, 1992).

25 farkli ar1 wkinin tanimlanmasindan sonra A.m. ruttneri ve A.m.pamenella olarak
isimlendirilen iki farkli tiirtin teshisi sonucunda sistematik smiflandirmada tanimlanan

bal aris1 irk1 27 alttiire ulagsmistir ( Steppard ve ark. 1997, Steppard ve Meixner, 2003).
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Tablo 1.2: Yeryiiziiniin farkli bolgelerinde adaptasyon siireglerini  tamamlamis A.

mellifera alttiirlerinin listesi (Ruttner 1992, Sheppard ve ark. 1997, Sheppard ve

Meixner 2003).

Irklarin Adapte Oldugu Bolgeler

Irklarin isimleri

Kuzeydogu Akdeniz (Ortadogu)
lokasyonlarini olusturan alttirler :
O Kolu

. mellifera cypria Pollman, 1879

. mellifera syriaca Buttel-Reepen, 1907

. mellifera caucasica Gorbachev,1916

. mellifera armeniacaca Skorikov, 1929

. mellifera meda Skorikov, 1929

. mellifera anatoliaca Maa, 1953

. mellifera adamii Ruttner, 1975

. mellifera pomonella Sheppard ve Meixner,2003

Tropical bolgelerde ki
lokasyonlarini olusturan alt tiirler (
Avrupa): A Kolu

. mellifera adonsonii Latreille, 1804

. mellifera unicolor Latreille, 1804

. mellifera capensis Escholtz, 1821

. mellifera scutellata Lepeletier, 1835

. mellifera lamarkii Cockerell, 1906

. mellifera litorea Smith, 1961

. mellifera litorea Smith, 1961

. mellifera yemenitica Ruttner, 1975

Orta ve Dogu Avrupa
Lokasyonlarini olusturan alttirler:
CKolu

. mellifera ligustica Spinola, 1806

. mellifera cecropia Kieseweiter, 1860

. mellifera carnica Pollman, 1879

. mellifera sicula Montagana, 1911

. mellifera macedonica Ruttner, 1988

. mellifera ruttneri Sheppard ve ark., 1997

Afrika (Kuzey) ve
Avrupa (Bati ve Kuzey)
Lokasyonlarini
olusturan alttirler: M
Kolu

. mellifera mellifera Linneaus, 1758

. mellifera intermisa Buttel-Reepen, 1906

. mellifera sahariensis Baldensperger, 1924

. mellifera iberica Goetze, 1964

2Dl A -abdb-db-ab-lp-db-b-lh-dh-- bl -

. mellifera major Ruttner, 1978

1.4.1. Kafkas Bal Anis1 (Apis mellifera caucasica)

Diinya {izerinde yapilan ¢aligmalar sonucunda birbirlerinden morfometrik ve genotipik
Ozellikler acisindan farkli olduklar1 kanitlanan 24 bal aris1 ki tanimlanmistir.
Belirlenen bu wklar arasinda da bulunduklar1 cografik bdlgelerin ekolojik sartlarmna
adaptasyonlar1 sonrasinda gelisen karakteristik ozellikleri ile diger populasyonlardan

farklilagan yerel wklarin var oldugu bilinmektedir. Kafkas ar1 irki da gostermis oldugu
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adaptasyon giicii ve sahip oldugu karakteristik 6zellikleriyle {istiin wrklar arasinda yer

almay1 basarmistir.

Kafkas ar1 wki populasyonlarinin varhigmnin tespit edildigi bolgeler; Cecenistan,
Abhasya, Dagistan, Giircistan, Ermenistan, Azerbaycan ve Tirkiye’nin Kuzeydogu
Anadolu ve Dogu Karadeniz bolgeleri olarak tanimlanmistir. Kafkas ar1 irki ismini
diger bir¢ok 1rk gibi yayilis gosterdigi cografyadan yani Kafkaslardan almistir. Katkas
ar1 ki populasyonlari iizerine yapilan biyometrik analizler sonucunda ova ve dag tipi
olmak tizere iki alttiire ayrildig1 belirlenmistir. Irka dair ilk tanimlama Kuzey Kafkasya
smirlart igerisinde yer alan Mozdok bolgesinde ki populasyonlardan alman ari
orneklerin materyal olarak kullanilmasi sonucunda yapilmistir. Analizler sonucunda ar1
populasyonlarina remipes adi verilmistir. Gilinlimiizde de remipes ki1 Kafkas ar1 irkinin
ovalardaki lokasyonlara hakimiyeti sonucunda olusan bir haploidi olarak bilinmektedir.
Uzun zaman populasyonlara verilen bu isim bilimsel olarak kullanilmamistir. Kafkas
irk1 bulundugu cografyanin ismini Alman zoolog Polimanm Kafkaslardan topladig:
materyaller iizerindeki calismalar1 sonucunda almistir. Bu siiregten sonra Kafkas ki
olarak adlandirilan tiiriin ilk taksonomik simiflandirmadaki yerini ise 1919 yilinda
Gorbachev belirlemis ve wrk sistematikte ki yerini Apis mellifera caucasica olarak
almigtir. Fakat diinya lizerinde sistematik ¢alismalarda kullanilmak amaciyla toplanan
materyaller {izerinde de birbirinden farkli bircok 6zellik tayin edilmesi yerel ariciligin
yerini gezginci ariciligm almasina bagl oldugu belirtilmistir ( Alpatov, 1929; Blash ve
ark., 1976; Boradachov ve ark., 1976, 1965; Dupraw, 1965; Goethe, 1940 ).
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Sekil 2.6: Rutnerr et al. 1988, Alpatov et al. 1929. Kafkas ar1 irkinin yayilma alani
(Ahmet Giiler’in 2009 yilinda yaptig1 calismadan degistirilerek alinmastir.)

Kafkaslarda varlig1 tespit edilen ar1 irklar tizerinde yapilan ilk aragtirmalar sonucunda
Kafkas ar1 ki (Apis mellifera caucasica)’nt ve Ermeni ar1 wki (Apis mellifera
armeniaca)‘n1 olusturan populasyonlar morfometrik olarak birbirlerinden ayirt
edilememistir. Birbirinden farkli bu iki rk belli bir slire ayni1 grup altinda toplanmistir

(Skorikov 1929).

Kafkasyanin iginde bulundurdugu cografik bolgelerde Gri dag arist (Apis mellifera
caucasica Gorb.) ve Ermenistan sinirlar1 igerisinde de Sar1 Trans Kafkas arisinin (Apis

mellifera remipes Gerstocker) yayilis gosterdigi tespit edilmistir (Alpatov 1929-1948).

Bu ¢alismalar sonrasinda varlig1 tespit edilen irklar lizerine daha genis kapsamli yapilan
morfometrik analizler sonucunda iki irk A. m. caucasica Gorbacher ve A. m. armeniaca

olarak taksonomik siniflandirmadaki yerlerini almislardir ( Skorikov 1929).

Kafkaslarin algak kesimlerinde bu iki ar1 wrkinmn hibritlesmesi ile farkli hibrit tlirlerin

olustugu bildirilmistir (Skorikov 1929, Alpatov 1948).

Apis mellifera caucasica ki arilarinin adaptasyon kabiliyetleri g6z Oniine alindigi

zaman en iyi olduklar1 cografik bolgenin Dogu Karadeniz oldugu bildirilmistir
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Morfolojik olarak incelendigi zaman Apis mellifera caucasica ve Apis mellifera carnica
tiirlerinin birbirlerine benzedikleri ve her ikisinin de viicut yapilarinin ayni boyutlarda

oldugu bildirilmistir. Bu iki ar1 wkimni olusturan bireyler koyu renkli kitin tabakasina

sahiptir (Ruttner, 1988).

1.4.2. Kafkas Bal Ans1 (Apis mellifera caucasica) Morfolojik ve Davranis
Ozellikleri

Kafkas ar1 ki Tiirkiye'de Kuzeydogu Anadolu ve Dogu Karadeniz kiyilarinda
bulundugu belirtilmistir (Ruttner 1998). Sahip oldugu bi¢im, biyiiklik ve kil Ortiisii
bakimdan karniyol arasina benzer. Kitin rengi koyudur; fakat birinci karin halkas1
iizerinde kahverengi noktalar goriiliir. Bu 6zellikleriyle karniyol ar1 rkindan kolayca
ayrilabilirler. Irkin sahip oldugu morfolojik ve davramgsal Ozellikleri su sekilde

siralayabiliriz;
+¢ Sahip olduklar1 kitin tabakasi koyu esmer renktedir.

+» Kitin tabakasini dig etmenlere karsi koruyan kil ortiisii genis ve killar1 kisadir.

Kil uzunluklar1 en fazla 0.30-0.40 mm ulasabilir.

¢ Bazi morfolojik ve davranissal 6zellikleri bakimindan Karniyol ar1 irkina benzer
Ozellikler tastyan Kafkas arisinin kil Ortiisii rengi Karniyol arisininkine gore

daha agiktir.

e

%

Koloniyi temsil eden disi arilarin kil ortiisti rengi kursuni griyken; erkek arilarin

thorax ( gogiis) killar1 koyu siyah renktedir.

*

R/
*

Dag ve ova tipi olmak lizere ikiye ayrilan Kafkas ar1 wkmin dag tipinde tiim
abdomen (karm) halkalar1 siyahtir. Birinci abdomen halkalar1 iizerinde

kahverengi benekler goriiliir.

e

AS

Uzun dilleri aracilifiyla bir¢ok bitkiden nektar toplayabilirler. Bu karakteristik
ozellikleriyle zorlu cografik kosullara sahip lokasyonlarda bile diger wrklara gore

daha tistlin davranislar sergileyerek bal verimliliklerini en iist seviyeye tasirlar.
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Yiiksek miktarlarda propolis toplayabilir ve kullanabilirler. Propolisi kullanim
miktarlarmin fazla olmasindan dolay1 petege bulastirma egilimleri fazladir. Bu

ozellikleri irka ait dezavantajlardan biridir.

Kafkas wkmin en tipik Ozelliklerinden birisi de petek iizerindeki sakin

davranislaridir.

Saglam koloniler olusturlar ve wkin populasyonlarmi teskil eden birey
sayilarinda ki artis ilkbaharda zayifken yavru verimleri yaz aylarinda ytikselise

gecer. Populasyonlarmin en i1yi oldugu dénem yaz aylaridir.
Ogul verme meyilleri azdir.

Kralice (ana) ar1 koloninin gelisimi sirasinda 1100-1500 arasinda yumurtay1
petek gozlerine brrakabilir. Bir gilinliik krali ve ar1 agirligi 90 mg iken; ¢iftlesme

sonrast kralige arinim agirhigi 200 mg civarmdadir.

Koloni igerisinde ki diizenlemeler disi arilar tarafindan gergeklesir. Koloni
icerisindeki degisikliklere adaptasyon tiim bireyler tarafindan sadece 1-2 saat
icerisinde tamamlanir ve bireyler yasamsal faaliyetlerini siirdiirmeye devam

ederler.
Petek 6rme konusunda cok iyidirler. Petek gozleri koyu renkte ve i¢ blikeydir.
Sonbahar aylarinda kovan giriginde kiigiik bir delik birakirlar.

Nosema hastaligina kars1 gosterdikleri hassasiyetten dolay: iilkemizin kuzey

bdlgelerinde kislamalar1 irkin populasyon verimi acisindan iyi olmamaktadir.

Yagmaciliga meyilli olmalarina nazaran ki temsil eden bireyler kovanlarini ¢ok

iyi sekilde kullanir ve korurlar.

Bal verimlerinin yiliksek olmasi da wkin sahip oldugu istiin 6zelliklerden

birisidir.

Kafkas bal aris1 ki gostermis oldugu karakteristik 6zellikleriyle ekonomik agidan
tercih sebebi olmus 6nemli Apis mellifera L. tiirleri arasinda yer almaktadir (Ruttner
1998, Karacaoglu ve ark.1998, Dogaroglu ve ark.1999, Dodologlu ve ark., 2000,
Gosterit ve ark., 2012).
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1.5. Literatiir Ozetleri

Bal arilarmin (Apis mellifera L.) mitokondriyel DNA (mtDNA) molekiillerindeki
farkliliklar1 belirlemek amaciyla yapilmistir. 68 koloniden alinan ar1 6rnekleri materyal
olarak kullanilmistir. Materyallerin mtDNA’lar1 izole edilmis ve tespit edilen 19
MtDNA molekiilii ii¢ biiylik filogenetik ik igerisinde toplanmistir. Bu dagilimlar
Afrika’li tirler (intermissa, manticola, scutellata, andonsonii ve capensis) i¢in A kolu,
Kuzey Akdeniz alttiirleri ( caucasica, carnica ve ligustica) i¢in C kolu ve bat tiirleri
icin M kolu olarak gruplandirilmistir. Calisma sonucunda elde edilen verilen daha 6nce
yapilan benzer ¢alismalardan elde edilen verilerle oOrtiismektedir ( L.Garnery ve
ark.,1992)

12 farkli alttiirii temsil eden 302 koloniye ait 6rnegin materyal olarak kullanildigi
caligmada tiirlerin mitokondriyal DNA’lar1 izole edilmistir. mtDNA molekiillerinin
sitokrom oksidaz 1 ve 2 (COI-COIl) intergenik bolgeleri PCR yontemi ile gogaltip
Dral restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Bu ¢calisma yontemiyle daha hizli ve basit bir
sekilde populasyonlara ait 21 farkli haplotip bulmayi basarmislardir. Sonug olarak
elde edilen veriler degerlendirildiginde C soyunun tiim kolonileri ayni bant modelini
gosterdigi tespit edilmis ve bu grup C1 olarak adlandirilmistir. A ve M soylarina ait
populasyonlar ise yaklasik olarak 10 farkli haplotip dizilimi gostermistir. (Garnery et
al.,1993)

Artvin ili Borgka il¢esinde ekonomik gelir kaynagi olarak kullanilan bal aris1 rkinin
(Apis mellifera L.) rkin morfometrik yontemler kullanilarak tanimlanmasi amaglanan
calismada birbirlerinden farkli ii¢ ariliktan toplamda 24 ergin is¢i ar1 Ornegi
alinmistir. 29 farkli morfometrik karakter baz alinarak materyallerin biyometrik
analizleri yapilmistir. Calisma sonucunda elde edilen veriler degerlendirildiginde
bolgeye hakimiyet kurmus irkin adaptasyon siiresinde zamanla degisime ugradig ve

Kafkas ar1 rkinin ekolojik bir tiiriine dontistiigii belirtilmistir (Gtiler, 2000a).

16 farkli noktada bulunan 84 koloniden alinan ar1 6rnekleri 4 kesim enzimi ile
muamele edilerek MtDNA molekiilleri izole edilmistir. Calismanin amaci
populasyonlardaki varyasyonel degisimleri belirlemektir. Belirlenen 4 farkli haploid
genomu Dogu Akdeniz mtDNA wkiyla ortiistiigli dordiincii ve heniiz literatiirde

tanimlanamayan haploid genomu da Suriye smirma yakin bdlgelerden alian
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materyallerde bulunmustur. Apis mellifera caucasica wkma ait genom dizilisinin
siklikla goriildiigii bolgenin %98-100 bir oranla Giircistan sinirina yakin bdlgelerde

oldugu Ve tiiriin varliginin Giiney ve batiya dogru dik bir egriyle azaldig1 saptanmistir

(Gtiler, 2000b ).

Slovenya smirlari i¢erisinde belirlenen 10 bolgeden Apis mellifera carnica irkina ait
269 ar1 Ornegi toplanmistir. Ari1 Orneklerinin molekiiler analizlerle mMtDNA
molekiilleri izole edilmistir. MtDNA 6rnekleri Dral restriksiyon enzimi ile kesilmis
sitokrom COI-COII intergenik bolgeleri baz alinarak dizi analizleri yapilmistir.
Calisma sirasinda kullanilan 6rneklerin mtDNA’larinin daha once literatiirde yer alan
C soyunun yeni bir haploidi olarak degerlendirilmis ve C2c olarak isimlendirilmistir
(Susnik et al. 2004).

Tirkiye’de 55 farkli yoreden toplanan A. m. anatolica, A. m. meda, A. m. caucasica
ve A. m. carnica tiirlerinden oldugu bilinen 6rnekler mtDNA sitokrom COI ve 16s
rDNA yoniinden benzerlik tayinleri PZR-KPVP yontemleri kullanilarak
aragtirtlmigtir. Morfometrik ¢aligmalar sonucunda wklarla ilgili elde edilen veriler
NTSYS paket programinda, molekiiler teknikler ile elde edilen mtDNA verileri ise
REAP paket programi igerisinde degerlendirmeye alinmistir. Morfometrik veriler ise
UPGMA yontemi kullanilarak filogenetik agaclandirmalar1 yapilmis ve A. m. meda,
A. m. carnica ve A. m. caucasica irklarmi temsil eden 6rnekler popiilasyonun eksi
ucunda yer almistir. Sonug olarak Grete Adasi ( A. m. adami ), Trakya yoresi ve
Kuzey Yunanistan’m( A. m. macedonica ), Orta Yunanistan (A. m. cecropia) ile
Giiney Kibris’ta (A. m. cypria) bulunan ar1 popiilasyonlari ile aralarinda genetik bir
benzerlik bulunamamis ve elde edilen verilere dayali olarak Tiirkiye’deki bal arisi
popiilasyonlarinin morfometrik a¢idan gen havuzunda bir degisiklik olmadigi
saptanmigtir. Analiz i¢in kullanilan ar1 wklar1 popiilasyonlarinin da dogu merkezli

oldugu belirtilmistir ( Kekegoglu, 2007 ).

Tiirkiye’de ekolojik kosullar: farkli olan 20 lokasyon ele alinarak, burada bulunan
ariliklardan toplamda 244 ergin ar1 Ornegi toplanmistir. Bu materyallerin
tanimlanmasinda PCR-RCFP ve DNA dizi analizi tekniklerinden yararlanilmistir.
Mitokondriyal DNA sitokrom C oksidaz 1 ve 1l genlerinin kesilmesi i¢in Dral

restriksiyon enzimi kullanilmis ve 4 bantlik bir model elde edilmistir. Belirlenen {i¢
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bantlagsma (47/41/64/420 bg-C1; 47/40/64/419 bg-C2; 47/39/64-418 bg.) daha Once
yapilan ¢alismalar da tanimlananlarla benzesirken bir bantlagsma (47/41/64-419 bg. ve
47/39/64-418 bg.) drnegi ilk kez tanimlanmistir. Sonug olarak 4 banttan olusan kesim
modeli sonucunda elde edilen veriler degerlendirildiginde, Tiirkiye bal arisi
popiilasyonlarinin Dogu Avrupa ve Akdeniz (C) genetik soyu igerisinde yer aldigi
belirtilmistir (F. Ozdil, M.A. Y1ldiz; 2009).

Iran’m 15 farkli bdlgesinden bdlgeler arasi genetik varyasyonun tespit edilmesi
amaciyla 92 is¢i ar1 drnegi toplanmustir.  Orneklerin mtDNA’ larinin izolasyonlar:
PCR-RFLP ve DNA dizi sekanslama yontemleri kullanilarak yapilmigtir. mtDNA
sitokrom c oksidaz | ve oksidaz II arasinda kalan intergenik bolge Hinfl ve Dral
restriksiyon enzimleri ile muamele edilerek kesilmistir. Dizi analiz yontemi
kullanilarak 4 degisik bantlasma sergileyen 2 farkli haplotip bulunmustur. Sonug
olarak Iran bal aris1 wkmin varyasyonel de@isimin tespiti icin kullanilan kesim
enzimlerinin farkli wrklara kullanilmamasi gerektigi kanisma varimustir (Ozdil ve

ark., 2009).

Tirkiye’deki denizlerde bulunan Avrupa hamsisi popiilasyonlarma ait genetik
cesitlilik diizeyi mtDNA ve mikrosatellit analizleri kullanilarak ¢aligilmistir. Calisma
sonucunda elde edilen verilere dayanarak hamsi popiilasyonlarinin denizler arasindaki
gecis sonrasinda farkli genetik yapilanma sergiledikleri belirlenerek Tirkiye simnirlari
icerisinde bulunan denizlerde 4 farkli grubun varligi tespit edilmistir. Birbirlerinden
cografik olarak wuzakta bulunan Karadeniz Orneklerinin Ege ve Akdeniz

popiilasyonlarin dan farkli oldugu ispat edilmistir ( Tuncay Senol S., 2014).

Kafkas (A. m. caucasica ), Italyan ( A. m. ligustica ), Karniyol (A. m. carniaca ) ve
Anadolu (A. m. anatolica) rkina ait 6rnekler toplanarak petri kaplari icerisinde fiziksel
ve kimyasal parcalama islemleri yapilmistir. Izoamil alkol yontemi kullanilarak
materyallerin DNA izolasyonlar1 yapilmistir. DNA’lar1 elde edilen orneklere PCR
uygulanmigtir. Elde edilen PCR iiriinleri agaroz jelde yiiriitilerek dizi sekanslari
yapilmustir. Filogenetik agac profilleri Clustal W (1.83) , dikey pozisyonda siralanmis
ve MEGA 5 programui ile hazirlanmigtir. Caliyma materyali olarak kullanilan 4 ar1
ki molekiiler ve filogenetik 6zelliklerinin tayin edilmesi i¢in yapilan bu c¢alisma

sonrasinda popiilasyonlarin molekiiler diizeyde %98 oraninda benzer Ozellikler
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gosterdigi; fakat filogenetik agaclandirma modelinde Katkas ar1 wkinin farkli bir

dallanma gésterdigi bildirilmistir (Onk ve ark. 2016).
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal
2.1.1. Canh Materyal

Bu tez ¢alismasmnin materyalini Tiirkiye'nin Kuzeydogu Anadolu ve Dogu Karadeniz
bolgelerinde bulunan Kars, Erzurum, Ardahan, Artvin ve Rize illerinden belirlenen

toplamda 57 istasyondan alinan canli ergin is¢i ar1 6rnekleri olusturmustur.

Tablo 2.1: Bal arilarinin alindig1 bolgeler ve istasyon sayisi

i1 Iige Istasyon Sayis1
Kars Merkez 18
Arpagay 6
Digor 3
Sarikamis 4
Selim 4
Susuz 5
Akyaka 3
Erzurum Merkez 4
Ardahan Merkez 3
Posof 4
Artvin Camili 2
Rize Anzer 2
Toplam 58

Tabloda da goriildiigii lizere belirlenen istasyonlarda bulunan yerli ve gezer aricilarin
kolonilerinden toplanan ornekler arastirma materyal olarak kullanilmistir. Her bir
ariliktan yaklagik 7-8 oOrnek toplanmistir. Bu oOrnekler igerisinde morfolojik olarak

digerlerin daha iri olan ar1 ¢galigma materyali olarak kullanilmustir.
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2.1.2. Arag ve Geregler

Arazi g¢aligmalar1 sirasinda materyal olarak kullanilacak bal arist 6rneklerin toplanmasi
ve caligmanin yapilacagi zamana kadar muhafaza edilmesi i¢in cam kavanozlar,
%70’lik etil alkol, pamuk, pens, makas, kloroform, etiket kullanilmistir. Toplanan
ornekler %70’lik etil alkole batirilmig pamuk ihtiva eden cam kavanozlar igerisinde
etkisiz hale getirilmislerdir. Laboratuvar ortamina getirilen 6rneklerin etil alkolde uzun
siire kalarak zarar gormemesi i¢in pens yardimiyla farkli kavanozlara aktarilmis ve -

20°C’ de muhafaza edilmislerdir.

Tablo 2.2: Calismada kullanilan arag gereglerin listesi

Ady/Modeli

Calismada Kullamim Amaci

Bidestile SafSu Cihaz1

DNA izolasyonu ve PCR reaksiyonunda
kullanilan tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Nanodrop Spektrometre

izole edilen DNA 6rneklerinin
konsantrasyon ve saflik derecelerinin
belirlenmesi

Isiticili Manyetik Karistirici

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Calkalayici(Vortex) DNA izolasyonu ve PCR asamalarinda
orneklerin kisa siireli santrifiij edilerek
¢oktiiriilmesi

Mikrosantrifiij

Dijital Hassas Terazi

Tampon ¢ozeltilerin  hazirlamasinda  sarf
malzemelerin dl¢iilmesi

Gradient Thermal Cycler 96 Orneklik

Mikrosentetik lokuslarin ¢ogaltilmasi

Agaroz Jel Elektroforez Takimlari

DNA izolasyonu ve PCR iiriinlerinin tespiti

Gii¢ Kaynaklar1

Elektroforez sistemlerine elektrik
ortamlarinin saglanmasi

Jel Goruntiileme ve Analiz Sistemi

Elektroforez sistemlerinde kosturulan PCR
tirlinlerinde olusan bantlasmalarin izlenmesi

Mikrodalga Firin

Agaroz jellerin hazirlanmasi

Derin Dondurucu

Omek ve cesitli sarf malzemelerin uzun
sureli saklanmast

Derin Donduruculu Buzdolabi

Cesitli tampon ¢ozeltilerin saklanmasi

Otomatik Pipet Takimlari Kullanilan sivi malzemelerin miktarlarina
gore gekilmesi ve tayin edilmesi
Etiiv Inkiibasyon sirasinda kullanilir
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Tablo 2.3: Elektroforez diizenegi ve agaroz jellerin hazirlanmasi i¢in kullanilan stok ve

tampon ¢ozeltilerin listesi

Stok Tampon Cozeltisi

1 litreye tamamlanir

Tampon Cozelti Molarite/Miktar Icerik
TE Tampon Cozeltisi 10 mM
1 mM
DNA Yiikleme Tampon | 1.5ml
Cozeltisi 1.5ml
10X TBE Eletroforez/Jel Tris

0.5 M EDTA (pH 8)
De iyonize bdH20

1XTBE Elektroforez /Jel

Tampon Cozeltisi

200 ml

2 litreye tamamlanir

10XTBE
De iyonize bdH20

2.2. Yontem
2.2.1. Genomik DNA izolasyon

Orneklerin genomik DNA izolasyonlar1 fenol-klorofrom ekstraksiyon ydntemi mevcut
labaratuvar kosullar1 optimize edilerek elde edilmistir. Calisma sartlar1 ve uygulanan

prosediir asagidaki gibidir:
1.Giin

-20°C’ de tutulan 6rneklerin fiziksel par¢alama sirasinda pargalanmasi kolaylagtirmak
icin petri kaplarina alinmis ve 24-48 saat yumusatma kaplarinda bekletilmistir. Buradan
alinan orneklerin bas ve kuyruk kisimlarindan ayrilmis ve gogiis (thorax) bolgesi bistiiri
yardimiyla pargalanmistir. Parcalanan Ornekler 1.5 ml'lik seffaf tiipler icerisine
alimmustir. Tiipler iizerine her bir 6rnek i¢in 100 uL olacak sekilde ELB eklenerek
pipetlenmistir. Daha sonra eklenen ELB soliisyonunun Orneklere daha hizli etki
edebilmesi ve pargalamanin kolaylasmast igin tiipler 30 dakika buz igerisinde
bekletilmistir. Buz igerisinden alinan tiipler 10000 rpm’ de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrast olusan st sivi (siipernatant) dokiilerek, alt kisimda kalan

tortu (pelet) tizerine 100 ULELB tamponu eklenmistir. Tiipler 10000 devirde 10 dakika
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tekrar santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi olusan siipernatant dokiilmiistiir. Pelet
tizerine 100 uL NLB soliisyonu ve 50 uL Proteinaz-K eklenerek tiipler homojen hale
gelinceye kadar vortexlenmistir. Tiplerin iizerine 200 uL SDS eklenerek 6rnekler +37
°C’de bir gece boyu inkiibasyona birakilmistir.

2.Giin

Inkiibasyondan alman 6rnekler 30 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra tiipler
tizerine 500 uL- 6M NaCl soliisyonu eklenerek 15 saniye yiiksek devirde
vortexlenmistir. Vortexlenen 6rnekler 10000 rpm'de santrifiijlenerek fazlarin ayrilmasi
saglanmig ve siipernatantlar yeni tiiplere aktarilarak tizerlerine 1.5 ml tamamlayacak

sekilde etil-alkol eklenmistir. Tiipler altiist edildikten sonra -20’de 1 saat bekletilmistir.
3.Giin

-20’den alinan Ornekler 10000 rpm'de 10 dakika santrifiij edilmistir. Olusan
siipernatantlar dokiilerek kalan pelet tizerine 100 ulL su eklenerek ¢oziilmiistiir.

(Yogunluga bagli olarak su miktari arttirilabilir).

Genomik DNA izolasyonlarinin ~ miktar ve saflik kontrolleri  Nanodrop
Spektrofotometreden yararlanilarak yapilmis ve elde edilen veriler sonucunda 260/80
dalga boylarinda 1.8-2.0 saflik derecesi ile miktar olarak 50 ng/ uL degerinin iizerinde
bulunmustur. Orneklerden izole edilen genomik DNA molekiillerinin tek parga olup
olmadiklarinin kontrolleri %1 lik agaroz jel igerisinde yatay elektroforez diizeneginde
yapilmigtir. Elde edilen DNA molekiilleri PCR iglemi yapilinca kadar +4° C’ de

muhafaza edilmistir.
2.2.2. PCR Tekniginin Uygulanmasi

Genomik DNA izolasyon yontemi sonucunda elde edilen DNA molekiilleri tRNA
genini iceren COIl ve COII geninin 5’ ucunu igeren intergenik bolgesi ve COII geninin

5’ ucunu igeren bolgesi PCR protokolii kullanilarak ¢ogaltilmistir (Garnery et al. 1993).
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Tablo 2.4: PCR reaksiyonunda kullanilan stok ve primerler (5 et al. 1993)

2,5uL DNA

2,5uL 10xPCR Buffer
1,5uL MgCl

0,5uL dNTPs

0,5uL Ileri primer
0,5uL Geri primer
0,2uL Taq polimeraz

Reaksiyon i¢in kullanilacak kimyasallar laboratuvar ortaminda toplamda 25 uL olacak
sekilde optimize edilmistir. Bunu igin elde edilen kimyasal karisim iizerine toplam
hacim 25 uL olacak sekilde su eklenerek iirtinler PCR diizeneginde islem gdérmeye

brrakilmistir.

Tablo 2.5: PCR diizeneginin asamalar1 ( Garnery et al.1993 )

94°C~1 dk Ondenatiirasyon ( DNA eksenlerinin

birbirinden ayrilmast)

94°C~1dk | 30 Denatiirasyon (DNA eksenlerinin
déngii birbirinden ayrilmast)
48°C~1dk | 30 Baglanma (Primerlerin
déngii komplementer DNA eksenlerine
baglanmast)
72°C~1dk | 30 Uzama (Uzerinde durulan DNA
déngii bolgesinin sentezinin yapilmast)
72°C~1dk Son uzama (Uzerinde durulan DNA

bolgesinin sentezinin sonkez

yapilmast)
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PCR isleminden sonra elde edilen PCR iiriinleri 37°C’de gece boyu inkubasyona

birakilmistir.
2.2.3. Elektroforez ve Goriintiileme Sistemi

Elektroforez sistemindeki ilk agsama PCR sonucu elde edilen firiinlerin yiiklenecegi
kuyucularm yer aldig1 agaroz jelin hazirlanmasidir. Bunun i¢in JEL soliisyonu 250 ml
olacak sekilde hazirlanmis ve DNA molekiillerinin olusturdugu bantlasmalar1 daha iyi
goriintiileyebilmek igin soliisyon igerisine Etidyum Bromid eklenmistir (20 ml jel
soliisyonu i¢in 1ml EB eklenir). Hazirlanan jel elektroforez tanki igerisine dokiildiikten
sonra kuyucuklar1 olusturacak taraklarda yerlestirilerek 40-45 dakika sogumaya
birakilmistir. Jel hazir hale geldikten sonra taraklar ¢ikarilmis ve igerisine 1000 ml
seyreltilmis TBE tamponu eklenen elektroforez tanki igerisine oturtulmustur. Daha
sonra PCR iriinlerinin her biri i¢in 2.5 uL jel loading boya eklenmistir. Yiikleme
sirasinda bastaki ve sondaki kuyucuklara 2 uL. marker ve 10 uL DNA yiiklemesi
yapilmustir. Elektroforez tanki giic kaynagi agaroz jelde DNA o6rnekleri 80 voltta 50
dakika yiiriitiilecek sekilde ayarlanmistir. PCR firtinlerindeki bantlasmalar goriintiileme
sisteminde incelenmis ve bantlasma modellerinin sekanslama amaciyla dizi analizleri

yapilmistir.
2.2.4. Filogenetik Agaclandirma Metodunun Uygulanmasi

Dizi sekanslama sonucunda elde edilen verilerle ¢alisma materyalleri filogenetik

agaclandirma metodu kullanilarak tiirlerdeki varyasyonel ¢esitlilik belirlenmistir.
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3.BULGULAR

Mitokondriyal DNA dizi analizleri i¢in gerekli olan total DNA, ar1 drneklerine ait
dokulardan elde edilmistir. Hedef gen bolgesi COI’in ¢ogaltilmasi i¢in PCR ydntemi

kullanilmaistir.
3.1. Hedeflenen Gen Bolgelerinin PCR ile Cogaltilmasi

Hedef gen bolgesi, COI evrensel primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmistir. Elde
edilen PCR iirlinleri kalite ve biiyiikliik agisindan kontrol edilmek iizere agaroz jelde

yirttiilerek jel fotograflari ¢gekilmistir.
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Sekil 4.1 Baz1 ar tiirlerine ait COI geni i¢in elde edilen PCR f{irlinlerinin agaroz jel

elektroforez goriintiisii.
3.2. Dizi Analizi

PCR sonucu elde edilen iirlinler jelden saflastirilmis ve beklenen tahmini {iriin
biiyilikliigii olan 450 bg’lik iirlinler elde edilmistir. Saflastirilan tirtinler hizmet alimi ile
dizi analizine tabi tutulmustur. Niikleotid dizisi belirlenen PCR iiriinleri NCBI veri
tabaninda analiz edilmistir. Daha sonra ar1 tiirlerinin COI geninin evrimsel analizi
yapilmistir. Bunun i¢in ar1 tiirlerinden elde edilen dizi analizi sonuglar1 kullanilarak,
NCBI veri tabanindan hangi tiirlere benzerlik gosterdigi incelenmistir. Dizi analiz
sonuclari elde edilen diziler ve yapilan filogenetik aga¢ sonucu, 6rneklerin genel olarak
sadece 3 lokaliteye ait tiirlerin Kafkas ar1 ki ile benzerlikler gosterdigi belirlenmistir.
Bu tiiriin kendi iginde farkli lokalitelerden alinma kriteri géz Oniine alinarak, bunlar
arasindaki benzerligi belirlemek i¢in niikleotid dizileri EBI veri tabanindaki dbcluster

ile dikey hizalanmistir. Dikey hizalama sonuglar1 kullanilarak elde edilen filogenetik
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agac incelendiginde ise farkli lokalitelerden alinan tiirler kendi i¢lerinde anlamli bir fark
gostermistir.

3.3. Filogenetik Analiz

Dikey hizalama ve aga¢ analizlerinin olusturulabilmesi i¢in ClustalW(1.83) veri

hazirlanmasinda kullanilmistir. Filogenetik agac¢ olusturmak i¢cin MEGA programi
kullanilmastir.

AY 114483 Apis melifera sicula
_E— AN114478 Apis mellifera ibenca
AN 114471 Apis mellifera anatoliaca
AY 114473 Apis mellifera macedonica
AY 114477 Apis mellifera adami
GLSTI496 Apis mellifera camica

GLIST9498 Apis mellifera igustica

AN 114472 Aps mellifera caucasica
AF153113 Apis dorsata

KMM230116 Apis cerana

4[— GU191ETS Apis cerana

AF153105 Apes cerana

AF 153111 Apis koschewnikeowv

AB284150 Apis florea

=]
=1
-

Sekil 4.2 Kafkas arit wkinin farkli tiirler ile yapilan fillogenetik agaci (1000 tekrarli

bootstrap ile olusturulmus ve Neighboor-joining yontemi ile ¢alisan Clustal W ve
MEGAS programlari kullanilmstir).
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

Kuzey Kafkasya sinirlari igerisinde bulunan Mozdok lokasyonlarinda bulunan ari
populasyonlari {izerine yapilan ¢alisma sonucunda Kafkas ar1 ikinin ilk tanimlamasi
yapilmistir. Bulunan tiir remipes olarak isimlendirilmistir. Alman zoolog Poliman ise
Kafkaslardan topladigi 6rnekler iizerindeki ¢aligmasi sonucunda tiir yayilis gosterdigi
bolgenin ismiyle adlandirilmistir. Kafkas ar1 wkinin ilk sistematik siniflandirmasi ise

Gorbachev tarafindan 1919 yilinda yapilmstir.

Ulkemizde daha 6nce yapilan calismalarla Kafkas ar1 wkmm dogal lokasyonlarmin
Kuzeydogu Anadolu ve Dogu Karadeniz bolgeleri oldugu belirtilmistir. Zamanla
ekolojik dengenin etkisiyle yerel irk lokasyonlarinin degistigi ve yeni hibrit alttiirlerin

olusumuyla genetik yapilarinin korunamadigi belirtilmistir (Ruttner 1988).

Kekegoglu ve arkadaslarmin 1994 yilinda Orta Anadolu , Karadeniz gegit bolgesi ve
Ardahan izole bolgelerinde bulunan bal aris1 ekotiplerinin morfolojik 6zellikler
bakimindan incelenmesi amaciyla yapilan ¢alismada 14 farkli ar1 popiilasyonundan
alman oOrnekler calisma materyali olarak kullanilmistir. Ar1 ornekleri morfolojik
Ozelliklerini baz alarak yapilan ¢alismada morfometrik yontemlerden yararlanilmistir
Orta Anadolu ar1 popiilasyonlar1 tiirlerini morfolojik karakterler bakimindan
degerlendirilmesi sonucunda ar1 kolonilerinin ¢evre popiilasyonlardan ayrildigi
goriilmiis ve bdlgeyi kapsayan ¢aligmalarla birlikte standart tiplerin elde edilebilecegi
savunulmustur. Benzer Ozellikler bakimindan Karadeniz ge¢it bdlgesindeki
popiilasyonlarin tiir tayinlerinin yapilmasinin zor oldugu ve Ardahan izole bdlgesindeki
ar1 popllasyonlarina benzer en fazla bir lokasyonun bulunabilecegi belirtilirken
popiilasyonlarin morfolojik karakterler bakimimmdan Kafkas ar1 wrkinin sahip oldugu

degerlerin sinirlari arasinda kaldig1 bildirilmistir.

Giiler ve arkadaglar1 tarafindan 2008 yilinda Sinop ili Tiirkeli yoresi bal arilar1 (A.
mellifera L.)’nin morfolojik 6zelliklerinin tespit edilmesi amaciyla yapilan ¢aligmada
ilce smirlar1 igerisinde yer alan farkli lokasyonlardan toplanan 450 is¢i ar1 Ornegi
materyal olarak kullanilmigtir. Arilarin tiir teshisinde morfometrik analizler kullanilarak
yapilmigtir. Ar1 Ornekleri arasinda yliksek oranda morfolojik farkliliklar tespit

edilmistir. Popiilasyonlarm morfometrik karakterleri arasinda tutarsizliklar saptanmistir
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ve ar1 kolonilerinin Kafkas (Apis mellifera caucasica) ve Anadolu (Apis mellifera
anatolica) wklarinin morfolojik 6zelliklerinin farklilasmasi sonucunda olustugu
bildirilmistir. Popiilasyonlardaki bu degisimlerde ise ana ar1 kullanimindaki

dengesizligin etken oldugu kanisina varilmistir.

Bu calismayla birlikte Bati Karadeniz bal arisi popiilasyonlarinda ki ¢esitliligin
belirlenmesi amaglanmistir. Kekegoglu tarafindan 2009 yilinda Bati Karadeniz
bolgesindeki 13 farkli koloniden alinan 650 is¢i ar1 6rnegi ¢alisma materyali olarak
kullanilmigtir. Popiilasyonlar: temsil eden ar1 6rnekleri morfometrik karakterler ve
mitokondriyal DNA molekiilleri baz alinarak elde edilen veriler karsilastirilarak
caligtimistir.  Morfometrik karakter olarak 18 landmark agis1  kullanilmistir.
Mitokondriyel DNA’nin ¢alisilmak istenilen iki genom bolgesi ise RFLP yontemiyle
calisiimistir. 16 sRNA (965 bp) ve sitokrom COI bolgeleri PCR teknigiyle
cogaltildiktan sonra Dra I ve Ssp | restriksiyon enzimleriyle kesilmistir. Analizler
sonucu elde edilen verilere dayanarak Yigilca bal arisi popiilasyonlarin’in bati

Karadeniz bolgesinde bulunan diger tiim rklardan ayrildig: bildirilmistir.

25 2 1.5 1 0.5 0

Yigilca
Cilimli
Caycuma
Kibriscik
Yenice
Safranbolu
Alath
— Ayancik
= Hendek
[— inebolu
_: Tosya
Bartin
Mudurnu

—dl.

Sekil 5: Yigilca bal aris1 popiilasyonlarin’in gosterdigi filogenetik agaglandirma
modiilii (Kekecoglu, 2009).
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Koca tarafindan 2012 yilinda Ortadoguda yayilis gosteren Apis mellifera L. alttiirlerinin
tespit edilmesi amaciyla yapilan ¢alismada landmark ve outline metodlar1 kullanilmistir.
Yeryiiziinde bulunan O grubu popiilasyonlarin’dan A. mellifera anatolica, A. m.
caucasica, A. m. cypriaca, A. m. meda, A. m. pomenella alttiirlerinin lokasyonlarin
bulundugu diisiiniilerek Tiirkiye, Iran, Irak, Kibris ve Kazakistan toplam 495 koloni
Ornegi ¢aligma materyalleri olarak kullanilmistir. Landmark metodu i¢in i¢in 6n kanatta
bulunan landmarklarin 2 boyutlu Kartezyen koordinatlar1 elde edilmistir. Outline
metodu i¢in 7 kanat hiicresinin sekil farkliliklar1 baz alinmistir. Calisma sonucunda elde
edilen veriler degerlendirildiginde ayrisim fonksiyon analizleri yapilan A. m. caucasica,
A. m. cypria, A. m. pomonella ve A. m. meda’nin iran ve Irakta’ki kolonileri
birbirlerinden agik sekilde ayrilmistir. A. m. anatolica kolonileri ve A. m. meda nin
Dogu ve Giineydogu Anadolu kolonileri ortiisen kiimeler gosterdigi saptanmistir.
Landmark metodunda kullanilan morfolojik karakterlerin ise populasyonlar iizerinde
yapilan caligmalarda kullanilan standart morfometrik analizlerin iizerinde oldugu

belirtilmistir (Koca, 2012).

Unal 2016 yilinda yaptigi ¢alismada Trakya bélgesi smirlar1 icerisinde bulunan
ariliklardan alinan ergin isci ar1 6rnekleri materyal olarak kullanilmis ve ar1 wklar
arasindaki genetik varyasyonun saptanmasi amaglanmistir. PCR-RCLF ve DNA dizi
sekanslama yontemlerinden yararlanilarak o6rneklerin mtDNA’lar1 izole edilmis ve
sitokrom C oksidaz I ve oksidaz II genleri arasindaki intergenik bolge Xball
restriksiyon enzimiyle kesilmistir. Kesim sonrasinda birbirinden farkli 3 haplotip elde
edilmistir. Kafkas (A. m. caucasia), Karniyol (A.m.carnica), Makedonya (A. m.
macedonica ) ve Avrupa esmer ar1 (A. m. melifera ) 6rnekleri belirlenen 3 farkh
haplotip tiplenerek gruplara ayrilmistir. Kafkas ar1 wki Tip 1 haploidi ile ayn1 grup
icerisinde yer alirken Makedonya ve Karniyol ar1 irklar1 ise Tip 2 ve Tip 3 haploidleri
arasinda gruplandirilmistir. Sonug olarak Trakya bolgesinde Tip 2 haploidinin yaygin

olarak goriildiigli saptanmaigtir.

Onk ve arkadaslar1 2016 yilinda Kafkas (A. m. caucasica), Italyan ( A. m. ligustica),
Karniyol (A. m. carniaca) ve Anadolu (A. m. anatolica) irkina ait 6rnekler toplanarak
petri kaplar1 igerisinde fiziksel ve kimyasal parcalama islemleri yapilmistir. Izoamil
alkol yontemi kullanilarak materyallerin DNA izolasyonlar1 yapilmistir. DNA’lar1 elde

edilen drneklere PCR uygulanmistir. Elde edilen PCR firiinleri agaroz jelde yiiriitiilerek
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dizi sekanslar1 yapilmistir. Filogenetik aga¢ profilleri Clustal W (1.83), dikey
pozisyonda siralanmis ve MEGA 5 programu ile hazirlanmigtir. Calisma materyali
olarak kullanilan 4 ar1 rkinin molekiiler ve filogenetik 6zelliklerinin tayin edilmesi i¢in
yapilan bu ¢alisma sonrasinda popiilasyonlarin molekiiler diizeyde %98 oraninda benzer
ozellikler gosterdigi; fakat filogenetik agaglandirma modelinde Kafkas ar1 wrkinin farkli

bir dallanma gosterdigi bildirilmistir.

Kambur ve arkadaglarmin 2018 yilinda yaptigi calismada Tiirkiye ar1 wrklar1 biyo
cesitliligindeki homozenizasyonunun tespit edilmesi amaciyla morfometrik yontemler
kullanilarak yapilmistir. Tiirkiye’de bulunan 32 farkl bolgeden alinan is¢i ar 6rnekleri
calisma materyali olarak kullanilmistir. Morfometrik karakter olarak sag on kanatta
bulunan 19 landmarka kullanilmistir. Calisma sonucunda elde edilen veriler
degerlendirildiginde yerel ait lokasyonlarm bir kisminda korunma saglandigi; fakat
daha 6nce yapilan benzer galismalarin sonucunda bildirilen lokasyonlardaki (Kuzeyde
A. m. caucasica, Giineydoguda A. m. meda, Giineybatiya dogru A. m. syriaca ,
Trakya’da A. m. carniaca, Anadolu’nun tiim kesimlerinde ise A. m. anatolica)
farkliliklarin oldugu belirlenmistir. Filogenetik agaclandirma metotlarina gore Isparta
Ardahan Gaziantep Kahramanmaras ve Zonguldak lokasyonlarindan alman 6rnekler
birbirlerinden ve calismada kullanilan diger tiim tiirlerden farkli bir gruplasma
gosterirken, Kirklareli ve Igdir ile izmir, Van ve Hatay ile Hakkari, Antalya, Mugla,
Bilecik, Balikesir, Canakkale ile ayni kiimede yer almiglardir. Yapilan caligma
sonucuyla onceki verilerin ortiismedigi ve biyogesitliligin degisken yapida olmasmin
sebebi  ekonomik gelir kaynagi olarak yapilan aricilik calismalarinda ticari ari

kullanimina dayandig bildirilmistir ( Kambur ve ark., 2018).

Bu ¢alismada Kafkas ar1 wki (Apis mellifera caucasica)’nin hibritlesme diizeyinin
saptanmast amaciyla yapilan c¢aligmada daha Once yapilan caligmalarla dogal
lokasyonlar1 oldugu belirtilen Kuzeydogu Anadolu bdlgenin sinirlar1 igerisinde bulunan
Kars, Ardahan, Erzurum ve Dogu Karadeniz bolgesinden Artvin ve Rize illerinde 11
farkli lokasyon istasyon olarak belirlenmistir. Bu lokasyonlarda bulunan 58 ar1
kolonisinden (her koloniden yaklagik 8-9) canli ergin is¢i ar1 Ornegi toplanmistir.
Popiilasyonlar arasi hibritlegsme diizeyinin saptanmasi ve ar1 6rnekleri arasinda ki atasal
benzerlik ve farkliliklar1 belirlemek icin PCR teknigi ve filogenetik agaclandirma

metodundan yararlanilmugtir.
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Kars Merkez ve merkeze bagli kdylerinin yerlesim yerlerinde bulunan yerel veya
gezginci toplam 18 ar1 kolonisinden toplanan canli ergin is¢i ar1 orneklerinin PCR
teknigi ve agaroz jel goriintiilerinin dizi analizleri degerlendirildiginde Kars ve Ardahan
illerinde 6rnek alinan istasyonlarin ar1 6rneklerinin sergiledigi baz dizilimiyle Kafkas
ar1 ki popiilasyonlarinin sahip oldugu baz diziliminin yiiksek oranda benzedigi

gorilmiistir.

Ardahan ilindeki Merkez ve Posof ilgelerini kapsayan lokasyonlarda bulunan 6 koloniyi
temsil eden orneklerin mtDNA molekiillerinin baz dizilimleri degerlendirildiginde ise
tim Orneklerin gosterdigi sekans verilerinin Kafkas ar1 ki ile benzer dizilime sahip

oldugu tespit edilmistir.

Artvin ili Savsat ilgesinde bulunan Kafkas ana ar1 tiretim merkezinden ve farkli bir
lokasyondan alinan iki kolonideki ¢aligma materyallerinin agaroz jelde sergiledikleri
bantlasma modeli ve dizi sekanslama sonucunda elde edilen niikleotid dizilimlerinin de

Kafkas ar1 rkininkiyle yliksek oranda benzedigi saptanmistir.

Calisma sonucunda elde edilen verilerden bir digerinde ise Kuzeydogu Anadolu bolgesi
icerisinde sec¢ilen Erzurum ili ve Dogu Karadeniz bolgesinde bulunan Rize ilindeki
lokasyonlardan alinan ar1 6rneklerinin agaroz jelde goriinen bantlasma yapilar: ve dizi
analiz sekanslamasi sonucunda elde edilen niikleotid dizilimlerinin Kafkas ar1 ki ile

benzer 6zellikler gdstermedigi gorilmiistiir.

Sonug olarak daha onceki calismalarla yaptigimiz c¢alismada elde edilen veriler
karsilastirildiginda birbirleriyle benzer sonuglar elde edildigi goriilmiistiir. Saf Kafkas
ar1 wrkinin sahip oldugu mitokondriyel genom niikleotid diziliminin dogal yayilis
alanlar1 olarak kabul edilen Kuzeydogu Anadolu ve Dogu Karadeniz bolgeleri igerisinde
yer alan Kars, Ardahan ve Artvin illerindeki bazi lokasyonlarda varyasyonel,
mutasyonel, cografik, ekolojik, dogal ve yapay seleksiyonlar1 i¢inde barindiran gevresel
ve insan kaynakli faktorlerden etkilenmedigi ve bunun sonucunda wrkin sahip oldugu

mitokondriyel genom niikleotid diziliminin korundugu gériilmiistiir.

Arn popiilasyonlarinin atasal benzerlik ve farkliliklar1 sonucunda hazirlanan filogenetik
agaclandirma modiiliinde ise sadece 3 lokaliteden alinan orneklerin Kafkas ar1 irki ile

benzerlik gosterdigi belirlenmistir.
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Elde edilen verilere dayanarak Kafkas ar1 ki mtDNA molekiiliiniin sahip oldugu baz
diziliminin Kuzey dogu Anadolu ve Dogu Karadeniz bdlgelerinde bulunan ari
popiilasyonlarinda giiniimiizde de hala rastlaniyor olmasi bu bolgelerde birbirine yakin
lokasyonlarda farkli wklarin yer aldigi popiilasyonlarm bulunmamasma yada farkli

popiilasyonlar arasinda herhangi bir gen alig verisinin bulunmamasina baglanmaistir.
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