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ONSOZ

Ancilik konusunda aragtirmalar yapan Brother Adam 1simli Ingihz rah1b1 1954-1972
yillan arasinda Tirkiye'ye bir ok kez gelerek Tiirkiye'deki bal anlan lizerinde morfometri, ,

davranis, iireme ozellikleri ve bal verimi fizerinde incelemeler yapnus, Turkxyc’dan goturdugl .

anilarda 1slah ¢alismalan yapmis ve Turkjye anlannin bityiik bir cesitlilik gosterdlgim ve an
1slahi icin bilyiik bir potansiyel olug,turdugunu bildirmis olmasina ragmen Tiirk bilim adamlan
tarafindan bal arilarinin genetigi konusunda ¢ok az calisma yapﬂmmr Oysa bal anlan hem '
bal iiretiminde hem de polinasyonda oynadlklan rol ile tanimsal liriin arttirmada ve dogadaki
gigekli bitkilerin Snemli bir kisminin iremesine yardimei olarak devamim saglamalari
nedeniyle yararli olan bir bocek tiiriidiir. Diinyada, gelisen molekiiler genetik yontcmlsﬂc
(enzim elektroforezi ve DNA analizleri) genetigi calisilan organizmalar gidcrek artarken bal
anlannda da uyguianan bu yontemler gcnctxk bilgileri arttirmaktadir. Turkzye‘dc bu
yontemleri bal ansi populasyonlarina ilk kez uygulayan bir grup oldugumuz i¢in mnﬁuyuz
Bu aragt:rma arilarda gelecekte yapilacak bir ¢ok araghrmaya ve temel oiu§mracakhr

Bu ¢alismay1 gergeklestirebilmemiz icin VHAG~1077 no'lu proje ﬂe destek saglayan
Tiirkiye Bilimsel ve Teknik Aragtirma Kurumu'na tesekkiir ederiz. Aynca anlarn
toplanmasinda ulagirm son derece giic olan yorelere erismemiz i¢in arag ve uzman temin eden
ve bu heyecam bizimle paylasan, isimlerini tek tek sayamadigimiz 'I‘anm ve Koy I§13n '
Bakanlifa ve biinyesindeki Tanm il ve Ik;c muduﬁuklcnne tcgekkuru bir borg biliriz.

mtDNA analizlerinin yapﬂmasmda labara’tuvanm ar;amk 1§'bu’11g1 yapan Assoc Prof ,
Dr. W. Steve Sheppard'a te&kkur 6(161‘12

Bu proje igin an omekien topiarken bizimle 1§b1111g1 yapan tiim ancﬁanmlza
tegekkiirlerimizi sunarz. Ara§t1rmaya cesith konularda katkida bulunan Gaye KANDEMIR'
Necva HADIMOGULLARI, Ezogelin OFLAZOGLU, M. Ali SUDUPAK, Giilnur
GENCLER, Somer ABES, Serkan INCEKLI, Erkin KENT, Uit OZTURK Isil GUNEY ve
diger dgrencilerimize tesekkiirlerimizi ifade ctmekten zevk duyanz.




TURKIYE'DE BALARISI (4pis mellzfem L. ) IRKLARININ KARAK’I’ERIZASYONU VE
KORUNMASI

OZET

Tiirkiye balans: toplumlan morfometrik ve genétik bakimdan karakterize edilmigtir.
Morfometrik karakterler bakimindan il bazinda analizler farklilik gostermektedirler (P<
0.001). Anadolu'nun kuzey dogusunda Apis mellifera cauadsiéa, orta ve bat1 Anadolu'da A.m.
anatoliaca, kuzeybati Anadolu'da 4.m. carnica, giiney Anadolu'da, Sanh Urfa ve Hatay'da
bityiik olasilikla A.m. syriaca, A.m. meda ve A.m. anatoliaca melezleri bulunmaktadir.

Tiirkiye bal ans: toplumlarinda enzim polimorfizmi de kapsamli olarak galisilmis ve
Tiirkiye'deki bal anisi toplumlannin gahsilan diger dlke bal anisi toplumlarina gore cok daha
fazla genetik ¢esitlilige sahip oldugu gozlenmistir. En fazla polimorfizm PGM lokusunda
gozlenmis olup, belirlenen 4 alelden ikisi PGM-45 ve PGM-63 daha énce literatiirde
bildirilmemistir. :

Bal anlarinin mt-DNA'sinda kisith sayidaki restriksiyon enzimleri ile yapilan RFLP
analizinde ise fazla bir varyasyon bulunmamstir. Ote yandan Hatay anlarinda diger bolge
anlanindan farkl olarak Africa orgiisii gosteren bir haplotipe rastlanmistir. Bir de Balikesir'de
literatiirde daha &nce bildirilmemis bir mt-DNA orgiisiine rastlanmistir. :

Anahtar sozciikler: Bal ansi, Apis mellifera L, morfometri, enzim polimorfizmi, mt-DNA
varyasyonu. '
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CHARACTERIZATION AND PRESERVATION OF HONEYBEES (4pis mellifera L.) IN
TURKEY

ABSTRACT

Honeybee populations in Turkey have been morphometrically and genetically
characterized. Honeybee populations analyzed in terms of morphometric characters revealed
significant differences (P<0.001). In Northeastern Anatolia Apis mellifera caucasica, in
central and western Anatolia A.m. anatoliaca, northwestern Anatolia A.m. carnica, n
southern Anatolia ( Sanli Urfa and Hatay ) most probably A.m. syriaca, A.m. meda, and A.m.
anatoliaca hybrids are distributed.

Enzyme polymorphisms in Turkish honey bee populations were extensively studied
and observed that honey bee populations of Turkey contain higher genetic variability
compared to honey bee populations studied in other countries. Higher polymorphism have
been observed in PGM locus with 4 alleles and among them two alleles observed and
designated as PGM-45 and PGM-63 were not recorded in literature earlier. In EST locus 3,
HK locus 5, in MDH locus 4 alleles were detected.

In mt-DNA RFLP analysis done only with a few restriction enzymes revealed a small
amount of variation. On the other hand among the honey bees collected from Hatay region an
haplotype with African pattern was obtained which was quite different than the honey bees of
other regions. Also in Balikesir an mtDNA pattern which was not reported in literature

before, was observed.

Key words:Honey bee, Apis mellifera L., morphometry, enzyme polymorphism, mtDNA

variation.
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BOLUM 1
GIRIS

Bal ansi (dpis mellifera L.) kendisinden ¢esitli sekilllerde yérarlanﬂan ekonomik
bakimdan 6nemli bir bocek tiiriidiir. Bal {iretiminin yamsira, ekonomiye en 6nemli katkisi.
bitkilerin tozlagmasim saglarayak verimlerini arttirmak seklinde olur. Omegin ABD’de bal
anilannin yillik bal iiretimi yaklagik 25 milyon dolar iken (Anonim, 1993), bitkileri ;
tozlagtirmak suretiyle sebze ve meyve {iretiminde bal anlannin neden oldugu arti 5.7 milyar
dolar (Southwick, 1992) ile 10 milyar dolar (Robinson, 1989) arasinda tahmin edilmektedir.
Tiirkiye bal {iretiminde diinyada 6. sirada gelmektedir. Tozlagma nedemyic bai anianmn ,
Tiirkiye ekonomisine yaptig1 katk daha hesaplanmamugtir.

Ulkemizde anicilik ve bal firetiminin ¢ok eski bir geemisi vardir. Catalhoyiik’te
yapilan kazilarda anlan bal 6zii toplarken ve peteklerin {izerinde gosteren resimler '
bulunmugtur (Crane, 1976). Soz konusu resimlerin yaklagik 10 bin yilhik oldugu ve bal
iizerinde ilk yazili belgelerden binlerce yil daha eski oldugu bilinmektedir. Hititlerde
anicthin gelismis oldugunu yine o doneme ait belgelerden Sgreniyoruz (Br. Adam, '1983).
Bogazkdy’de bulunan Hitit yazitlanndan bir birim baln aym birimde tereyagina esit
oldugunu ve bir bal arist kolonisinin bir koyuna esdeger oldugunu anhyoruz.

. ,Aﬁa&olu gok cesitli iklim kosullarma sahip olmasi, bolgeden bolgeye gok farklilik
gosteren jeolojik yapisi, ve Afrika, Avrupa ve Asya arasinda dogal bir képri olugturmasi
nedeni ile bir gok canli tiiriinfin evriminde dnemli rol oynamustir. Bu canl tiirlerinden biri de

bal anis: (4pis mellifera L) dir. Bal anlanmin evrimine iliskin {i¢ kuram bulunmaktadir. Bir

kurama gore bal anlant Hazar denizinin giineyinde tirlestikten sonra Anadolu, Avrupa ve
Afrika’ya yayilmiglardir (Ruttner, 1988). Baska bir kurama gore Afrika’da tiirlegen bal arilar
Anadolu ve Iber yarimadas: kanah ile Avrupa’ya yayilmigtir (Wilson, 1971). Bir diger
kurama gére ise bal arilan, Giineydogu Asya veya Hindistan’da tiiremislerdir (Rothenbuhler
ve ark., 1968).

Bal anis: topluluklanmin Anadolu'da onbinlerce yildan = beri var olmalannin  bir
sonucu olarak, yerel ekolojik kogullara uyum sagladiklan ve farkhilagtiklan bilinmektedir. Bir
¢ok yabanc1 (Br. Adam, 1983; Bodenheimer, 1942; Ruttner, 1973) ve Tirk (S6nmez ve
Settar, 1987; Firath, 1987; 1994; Kaftanoglu ve ark., 1993) aragtirmaciya gbre Anadolu'da




gesiti an wklari vardir; ancak bu wklar igin heniiz kabul edilir bir simflandirma
yapilmamistir. Bu aragtirmacilar gelecekte yeni soylarin olusturulmasinda Anadolu 1rklarinin
énemli bir rol oynayacagim belirtmekte, bu bolgelerdeki genetik kaynaklarin arastirilmayi
bekledigini eklemektedirler. Tiirkiye gibi ana an yenileme geleneginin olmadig1 yerlerde
genetik gesitliligin yilksek olmasi beklenmektedir (Kence, 1990). Bu giine kadar sozkonusu |

an wrklarimn bir envanteri yapilmamstir.

Tiirkiye'nin balarilan {izerinde yapilan ilk taksonomik siniflandirma calismasma
1941 yilinda rastlanmaktadir. 1941 yilinda Bodenheimer (1942) iilkemize gelerek balanlan
{izerinde morfometrik galigmalar yapmigtir. Bu c;ahgmasmm sonucunda, Tiirkiye'yi balarist
iklarina gore yedi bolgeye aywmugtir. 1953 yilinda Maa, Anadolu ansm (4pis mellzfera '
anatoliaca) karakterize etmis ve morfometrik 6zelliklerini tammlang,hr '

Maa'nin ¢ahgmasindan 30 yil sonra, 1983 yilinda Brother Adam (1983) iilkemizdeki
balarilarini, canli kolonileri, arilarn gdriiniim ve davramislarini inceleyerek Bodenheimer'mn
bulgularma yakm sonuglar ¢ikarrmgtir. Brother Adam'a gore Tirkiyenin batisinda, giiney-
dogusunda, kuzey-dogusunda ve orta Anadolu'da olmak {izere belirgin dort balarist
bulunmakla birlikte, diger kesimlerdeki balarilari da bu dort belirgin balanisinin hibridleridir.

Brother Adam, hem ilkemize yaptifi seyahatler s;rasmdar,' hem de ﬁikemizdenr 7

Ingiltere'ye gotiirdiigii koloniler {izerinde Anadolu arisinin davram§ ve performansini
yaklasik 30 y1l siire ile incelemistir. Bu incelemelerinin sonucunda Anadolu arismin sert iklim

kosullarina uyum saglamasi ve nektar toplamaktaki gabuklugu gxbx ozelhkienne d1kkat - |

gekmistir (Br. Adam, 1983).

Tiirkiye'de bulunan anlar hakkindaki bilgiler Ruttoer (1973), Maa (1953) ve Brother
Adams (1983)in yukarnida sbzii edilen, davramgsal ve morfometrik g:a11$malara
dayanmaktadir.

7 Tiirkiye’nin bal anlan iizerinde yapilmis olan yukarida bahsedilen calismalar diginda

bagkaca bir taksonomik ¢alismaya rastlanmamaktadir. Oysa, yukandaki ¢alismalarn yapildign
yillardan giinimiize kadar anicilik konusunda birgok gelismeler olmugtur. Kara kovan adi
verilen ilkel kiitiik kovanlar yerine fenni kovanlar yayginlasmistir. Fenni kovanlarin tagima ve
nakliyesinin kolay olmasi ile birlikte Tiirkiye'nin bitki rtiistintin yilin farkli zamanlarinda
farkl: 5zellikte bal gesitleri iiretmeye uygun olmas1 gezginci ancihign 6zendirmistir.

Gezginci ancilik nedeniyle yerel kogullara uyum saglamis ant i:klan diger an wrklan ile
melezlesmekte ve anlarn yerel adaptasyonlan ve genetik ozellikleri giderek kaybolmaktadir.



Tiirkiye’de ¢ok gesitli oldugu bilinen an wklan ortadan kalkarken, bal ansi geﬁ havuzu
giderek homojen bir yapi kazanma tehlikesi ile karst karstya kalmistir.

Bu nedenle bal anlannmn Tiirkiye’deki mevcut 1k ya da alttiirlerini belirlemek, bal
arilarinin  genetik ¢esitliligini ¢aligmak ve bu genetik gesithligi koruma altina almak son
yillarda 6nem kazanmugtir. Bu ¢aligmada bu amagla Tiirkiye bal arilan morfometrik analizlere
tabi tutulmus ve hangi gruplann var oldugu belirlenmistir. Daha sonra bal anlari {izerinde
elektroforez  uygulanarak biyokimyasal yontemler ile (;cg;itli, enzimlerin polimorfizmi
aragtirilmigtir. Caligmanin son agamasi olarak da mitokondri DNA polimorfizmi calisilmgtir.
Boylece Tiirkiye balarilarnm morfometrik ve genetik olarak Karakterizasyonu yoniinde

$nemli bir adim atilmgtir.




BOLUMII
MATERYAL VE METOD

iSCi ART ORNEKLERININ TOPLANMASI

Morfometrik Slgiimler, enzim elektroforezi ve mitokondri DNA ¢alismalaninda kullanilmak
iizere 1994-1996 yillan arasinda 37 il ve 406 koloniden toplam 2986 is¢i an iimﬁgi
toplanmugtir (Tabi& 2.1.1). Her koloniden ahninan dmekler ayn plastik kavanozlara
konulmustur. Plastik kavanoz icerisinde bulunan art keki ya da lokum ile koloniler
Iaboratilvara gctiﬁlixiceye kadar yasatilmis ve daha sonra 6n cahigmalara kadar -20°C ye
konulmuglardir. Morfometrik dlgiimler ve enzim elektroforezi ayni bireylerde calistimistir.
Mitokondri DNA ¢alismasi igin ise artan isgi arilar ependorf tiiplere konulmus ve
etiketlenmistir. Bu arilar —80°C galisma yapihincaya kadar muhafaza edilmistir. .

Momfommm OLCUMLER

Morfometri galismasi icin toplanan kolonilerden 7 birey alinip on kanat ve arka bacaklar
mikroskop lamu {izerine sabitlenmistir (Sekil 2.1.1). Hazirlanan &mekler Olympus discksiyon
mikr@skébﬁ, altinda, gﬁrﬁnﬁ jVC kamera ile monitore aktanlmiy ve olciimler
gsrqekizstmhmsmr Olctimlerde 1mm=3.8cm bityiitme, ve sadece sol taraf kullanilmstir.
Orneklerin az oldugu bazi durumlarda sadece 3 bireyle yetinilmis, tek koloniden Srneklerin
almdxgi bir digerinde ise 35 birey dlgtimler i¢in hazirlanmigtir. '

On kanattan 6, arka bacaktan 4 olmalk iizere 10 karakter Slgillmiistir. Bu karakterler Kiibital 2
degeri, Kiibital b degeri, ¢ uzunlugu, d uzunlugu, kanat uzunlugu (L1+L2), kanat genisligi
[6n kanattan Slgiilen degerler], metatarsus uzunlugu, metatarsus genisligi, femur uzunlugu ve
tibia uzunlugu [arka bacaktan Slgilen karakterler]'dur. L1 ve L2 degerleri birbirine eklenmis
ve kanat uzunlugu tek bir karakter olarak incelenmistir (Sekil 2.1.1).




Tablo 2.1.1. Orneklerin toplandigt il koloni sayis1 ve her analizde kullanilan érnek ve
koloni sayilan
Lokasyon Kovan | Morfometri | Eletroforez Mt DNA
Sayis1 | Birey sayisi Birey sayist | Kovan sayisi

Kayseri 7 35 35 4
K.Maras 4 12 12 4
Sivas 16 112 112 15
Eskigehir 12 84 84 11
Balikesir 15 106 106 5
Manisa 16 111 111 16
Van 25 164 163 18
Kastamonu 16 126 126 14
Zonguldak 15 104 104 12
Sinop 9 62 62 6
Trabzon 2 16 16 -
Konya 12 93 93 7
Karaman 6 50 50 6
Yozgat 4 65 65 4
Usak 5 35 35 5
Isparta 9 59 59 9
Aydin 3 21 21 3
Malatya 3 22 22 2
Antalya 22 141 141 17
Kurklareli 27 183 183 20
Elaz1g 7 55 55 7
Bingol 15 116 116 15
Adana 13 94 94 5
Edirne 19 149 149 15
Mugla 7 77 84 7
Hatay 38 279 279 27
[zmir 4 28 28 3
S.Urfa 2 14 14 1
Diyarbakir 3 17 17 2
Mersin 9 63 63 8
Afyon 3 21 21 2
Kars 7 63 63 7
Igdir 5 26 26 4

 Ardahan 20 105 105 15
Amasya 2 14 14 2
Artvin 18 116 115 16
Bolu 20 138 125 9
TOPLAM 420 2986 ’ 2978 330
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Sekil 2.1.1. Morfometri galigmasinda kanat ve bacaktan 6¢iilen karakterler.
(Ruttner, 1988”den alinmgtir)



ISTATISTIK ANALIZLER
i) Temel Ogeler Analizi (PCA)

Temel Sgeler analizi, ordinasyon analiz metodlar: arasinda en onemlilerinden biridir.
PCA yeni ortogonal koordinat eksenleri olusturur, ve bu eksenler iizerine yansitilan noktalar
en yiiksek varyansa sahiptir. PCA, genellikle standardize olmus verilere uygulamr ¢iinki
sonuglar ¢aligmada kullamlan élgimlerin birimlerinin rastgele segilmesine duyarlidir. Temel
dgeler analizi igin NTSYS-PC 1.70 paket programi kullanilmigtir (Rohlf, 1992).

ii) Ayrisim Fonksiyon Analizi (Kanonik Degisken Analizi)

Daha 6nce yapilan galigmalar 1s1ginda 406 koloniden segilen 250 koloni iizerinde
ayrigim fonksiyon analizleri yapilmigtir. Bu analiz i¢in SYN-TAX V paket programi
kullanilmistir (Podani, 1993).

Cok yonli ayngim analizi olarak da bilinen bu yonteme gore, objeler analize
baglamadan énce gruplara aynlirlar. Bu analizde gruplar arasindaki farklilik yikseltilir ve
grup igi varyans diisiiriiliir bdylece yeni uzayda, lineer diizlemde korelasyon gostermeyen
eksenler bulunur. Ya da eigenvektdrler normalize edilir ve gruplarin uzayda dagilimlan
incelenir. Toplam 250 koloniden 6lgiilen karakterlerin koloni averajlari kullanilarak 250x10

boylarinda hazirlanan veri dosyasi analizlerde kullanilmigtir.

Ayngim fonksiyon analizi sonucunda olugan 37 ilin centroid degerleri genel
taksonomik uzaklik kullamlarak analize tabi tutulmus ve elde edilen uzakliklar NTSYS-
UPGMA yéntemi ile illerin simflandiriimasinda kullanilmigtir (Rohlf, 1992).

iii) Uzamsal Otokorelasyon Analizi

Sistematik biyolojide ve ekoloji galigmalarinda bir organizmanin cografi dagilimi
sirasinda karakterlerinde degisim meydana gelebilmektedir. Organizmanin dagilim sirasinda
karakterlerin bir lokasyonda gozlenen degerinin komgu lokasyonlarda &lgiilen degerlere
bagimli olup, olmadigi konusu oldukga onemlidir. Eger boyle bir bagimhlk varsa,

sozkonusu degisken uzamsal otokorelasyon gosterir (Sokal ve Oden, 1978 a, b).

Uzamsal otokorelasyon sonuglarinin degerlendirilmesinde kullanilan  iki onemli

katsayi vardir. "Moran's I" ve "Geary's C" degerleni
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Bu formiillerde,

n=c¢alisilan lokasyon sayisi.

w,, =i lokasyonu ile j lokasyonu arasindaki iligkinin agirhg (w; = ye esit olmayabilir).

z. =Y degiskeninin i lokasyonundaki degeri ile aym degiskenin biitiin lokasyonlar
ortalamasindan farki.

W= Lokasyonlar arasindaki iliskilerde agirlik matrisinin toplamidir.

Moran's 1 degeri genellikle +1 ve -1 arasinda degisir. Geary's C degeri ise komsu
lokasyonlar ile pozitif korelasyon durumunda minimum O degerini, negatif korelasyon
durumunda ise en gok 1 degeri alir. Uzamsal otokorelasyon olmadif durumlarda Moran's 1
katsayisinin beklenen degeri 1/n-1 dir. Bu deger Geary's C katsayist i¢in 1 dir. Moran's I ve
Geary's C degerlerinin sonuglari hemen hemen aym bilgileri vermektedir. ClLiff ve Ord
yaptiklari Montekarlo Benzetim ¢aligmalan sonucunda Moran's I katsayisinin Geary's C

katsayisindan daha iyi sonug verdigini rapor etmiglerdir (CLiff ve Ord, 1981).

Uzamsal otokorelasyon katsayilarimin cografi uzakliga kars: grafik olarak gdsterimine
Uzamsal Otokorelogram denir. Uzamsal otokorelogramlarin incelenmesi suretiyle
populasyon striiktiirii ve bu striiktiirii etkileyen olasi evrimsel ve ekolojik faktorler hakkinda
bilgi edinilebilir (Sokal ve Wartenberg, 1981).

Bir uzamsal otokorelogram kisa mesafe ve uzun mesafede olmak iizere iki kistmda
incelenebilir. Kisa mesafede pozitif otokorelasyon uzak mesafeler igeren gog sonucunda
olabilir. Bir bagka model gevrenin seleksiyon uygulamasi ve s6zkonusu alanin fiziksel sartlan
olabilir. Kisa mesafede negatif otokorelasyon galisilan alanda kiigiik heterojen kiimelerin

olmasi ve yogun seleksiyon baskisi altinda goriilebilir.

Uzun mesafede pozitif otokorelasyon dairesel veya en azindan simetrik mesafelerde

goriiliir. Dairesel bir alanda yarigapin iki ucundaki lokasyonlar ayni gevresel etkiiere maruz
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kalabilirler. Ornegin bir dagin eteklerinde gevresel olarak yayilmig bir populasyon yada bir
gél etrafinda yayilmis olan bir populasyon uzak mesafede pozitif uzamsal otokorelasyon
degeri verebilir. Uzun mesafede negatif otokorelasyon, birbirinden farkli olan

populasyonlarin birbirlerinden uzakta olmasi durumunda goriiliir.

Uzun mesafede negatif otokorelasyon, kisa mesafede pozitif otokorelasyon ile aym
uzamsal otokorelogramda bir araya gelebilir. Boyle bir yap1 bilyitk alanlara yayilmis olan

dogal populasyonlarda gdriiliir. Bu yaptya "Cline" ad1 verilir.

37 il koloni toplam averajlari ve 37 ilin meridyen ve paralel degerleri (Onde ve
Kence, 1995) kullanilarak uzamsal otokorrelasyon analizi yapilmigtir. 10 karakterin
lokasyonlar arasinda gosterdigi degisiklik Moran-1 degeri kullanilarak 6lglilmiig ve Uzamsal

otokorelogram iizerinde gosterilmistir.
ELEKTROFOREZ

izoenzim galigmasi igin kanat ve bacaklan morfometrik olgiimlerde kullanilan
srmeklerin torakslart 500ml distile su igerisinde ezilip elektroforez yapilincaya kadar -80°C
de saklanmistir. Her koloniden 7 caligilmakla birlikte bazi lokasyonlarda daha fazla veya daha

az birey de calisilmigtir.

Elektroforez protein, amino asit, DNA, RNA molekiillerinin ayriminda rol oynayan
6nemli bir metodtur. Temelde biyolojik molekiillerin elektriksel yiiklerine, agirhk ve
sekillerini baz alip elektrik akiminda bu tir molekiilleri kati bir matris iizerinde ayiran
biyokimyasal bir metodtur. Bu caligmada kat1 matris olarak patatesten elde edilen nigasta (S-
4501, Sigma) kullamlmugtir.

i) Nisasta Jelin hazirlanmast

Bu ¢alismada 12%(w/v) nisasta jel kullamlmstir. Nigasta tampon solusyonu igerisinde
kanigtinilarak kaynatilir (Tablo 2.2.1). Karigim berrak hale geldikten sonra igerisinde olusan
hava kabarciklan su trompu ile uzaklagtirilir ve daha sonra cam {izerine yerlestirilen plastik
gergeve igerisine (25mmx18mmx3mm) dokulur ve sogumaya birakilir. Heterojen
polimerizasyondan dolay1 jelin iist kismi (1mm) tel veya ip aracihift ile kesilip alinir. Daha

sonra tarak yardimu ile jel iizerinde 6rneklerin uygulanacag kuyucuklar agilir.




ii) Orneklerin uygulanmasi

Daha &nce 500ul distile su igerisinde ezilip hazirlanan an toraks1 homojenati
Whatman 3M kapidina (2mmx2mm) emdirilip 6rnek kuyucuklarina ince uglu bir forsep
yardimi ile uygulanir. 25 cm uzunlugunda bir jel iizerine 3-4 degisik uygulama siralari
birbirine paralel bir sekilde agilabilir ve bu yonteme “Piggybacking” (McDonald, 1985) ismi

verilir. Béylece hem kimsayal malzemeden hem de zamandan tasarruf edilmis olur.
ii1) Elektroforez galigmasi

Hazirlanan nisasta jele 6rnekler uygulandiktan sonra kati nigasta blogu elektroforez
tanki igerisine sogutma plakasinin iizerine yerlestirilir. Tampon soliisyon her 1ki reservuara
konulduktan sonra eksi ve arti elektrodlar yerlestirilir. jel ile tampon soliisyon arasindaki
baglanti saglandiktan sonra giig kaynaginda uygulanacak voltaj ve akim ayarlanip
clektroforez baslatilir. Elektroforez enzim sistemine bagh olarak 4-6 saat arasinda sona
erdirilir (Tablo 2.2.1).

Tablo 2.2.1. Enzimlerin elektroforez sartlar1 ve kullanilan tampon soliisyonlar

Enzim | Tampon Caligma | Voltaj Caligma | Kaynaklar

Solusyonu | Sicakhif | ve Akim | Siiresi
PGM | Tris-Maleik | 4°C 170V 5 saat McDonald, 1985

pH 7.0 30mA Shaw and Prasad, 1970
PGI Tris-Sitrat | 4°C 250V 6 saat McDonald, 1985

pH 7.0 25mA Shaw and Prasad, 1970
MDH | Tris-HCI 4°C 150V 6 saat . Smith ve ark., 1971; 1972

PH 8.6 10mA Shaw and Prasad, 1970
ME Tris-HCl 4°C 150V 6 saat Smith ve ark., 1971; 1972

PH 8.6 10mA Shaw and Prasad, 1970
HK Tris-Sitrat 4°C 150V 5 saat Del Lama, 1988

pH 7.0 15mA
EST-3 | Tris-Sitrat | 4°C 150V 5 saat Bruckner, 1974

pH 7.0 15mA Shaw and Prasad
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iv) Jelin boyanmasi

Bu c¢alismada histokimyasal boyama sistemi kullanilmis, florojentk  boyama

%

yaptlmamistir. Histokimyasal boyama iki gekilde yapilmistir. Birincisi “agar ovet
yontemi digeri ise direk boyamadir. “Agar overlay” yonteminde boyamada kullanilacak biitiin
kimyasal maddeler (substrat, enzim, kofaktorler, iyonlar) uygun boyama soliisyonu igerisinde
(isiktan uzakta) eritilir (Tablo 2.2.2). Diger bir yandan agar (10mg/ml) yine boyama
soliisyonu igerisinde eritilir ve sogumaya birakilir (40°C ye kadar sogumasi beklenir).
Soguyan agar diger boya soliisyonu ile kanigtirilip nisasta jel iizerine dokulir. Agar donduktan
sonra nisasta jel 37°C de 30 dakika veya mavi bantlar belirene kadar inkube edilir. Direk
boyamada ise (sadece EST-3), boyama maddeleri uygun boyama soliisyonu igerisinde
eritildikten sonra jcfﬁzcrine dékiiliir, boya soliisyonunun jel iizerinde kalmasini saglamak igin

havlu kagitlar kullanilir.

Tablo 2.2.2. Enzimlerin boyanmasinda kullanilan tampon soliisyonlar ve maddeler

EST-3 PGM MDH ME HK PGl

Tris-HCI Tris-HCl Tris-HCl Tris-HCl Tris-HCI Tris-HCI

Boya tamponu | Boya tamponu Boya tamponu | Boya tamponu | Boya tamponu Boya tamponu

pH7.0 pH 8.0 pH 8.6 pH 8.6 pH 7.0 pH 7.0

a-B-naftil Glukoz-1- (-)-L-Malik (-)-L-Malik Glukoz, ATP, | Fructoz-6-

asetat (Aseton | Fosfat, NADP, asit, NAD, | asit, NADP, | PMS, MTT, Fosfat, NADP,

icerisinde) ve | MgCl2, PMS, MTT, | PMS, MTT, | MgCL2, MgCl2, PMS

Fast Blue BB | Glukoz-p- Agar Agar NADP, Glukoz-6-

tuzu Fosfat solisyonu sollisyonu Glukoz-6- Fosfat
dehidrogenaz, Fosfat dehidrogenaz,
PMS, MTT, dehidrogenaz, | MTT, Agar
Agar Agar sollisyonu
soliisyonu sollisyonu

v) Jelin yorumlanmast

Bantlar belirdikten sonra uygulandiklari nokta ile yiiriidiikleri nokta arasindaki
mesafe dlgiilir ve en ¢ok goriilen bant 100 kabul edilir, diger bantlarn relatif ylrame
uzakliklari hesaplanir ve bantlar bundan sonra bu rakamlar ile adlandimhir. Calisilan
enzimlerde 2 farkli yapiya rastlanmustir. Dimerik ve monomerik olarak adlandinilan bu enzim
yapilari, enzim yapisinda bulunan alt iinite sayisina gore isimlendirilmigtir. Monomerik
yapidaki enzimde tek alt iinite vardir (EST-3, PGM-1, HK). Dimerik enzimin yapisinda ise
iki alt tnite bulunmaktadir (MDH). Monomerik enzimlerde homozigot bireyler tek banta
sahiptir, heterozigot bireyler ise iki banttan olusur. Monomerik enzimlerde oldugu gibi,

dimerik enzimlerde de homozigot bireyler tek banttan olugurken, heterozigot bireyler i bant
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iv) Jelin boyanmasi

Bu calismada histokimyasal boyama sistemi kullanilmis, florojenik boyama
yapilmamistir. Histokimyasal boyama iki sekilde yapilmistir. Birincisi “agar overlay”
yontemi digeri ise direk boyamadir. “Agar overlay” yénteminde boyamada kullanilacak bittin
kimyasal maddeler (substrat, enzim, kofaktdrler, iyonlar) uygun boyama soliisyonu igerisinde
(isiktan uzakta) eritilir (Tablo 2.2.2). Diger bir yandan agar (10mg/ml) yine boyama
soliisyonu igerisinde eritilir ve sogumaya birakilir (40°C ye kadar sogumast beklenir).
Soguyan agar diger boya soliisyonu ile kanistinlip nigasta jel {izerine dokiiliir. Agar donduktan
sonra nigasta jel 37°C de 30 dakika veya mavi bantlar belirene kadar inkube edilir. Direk
boyamada ise (sadece EST-3), boyama maddeleri uygun boyama soliisyonu igerisinde
eritildikten sonra jefiizerinc dékiiliir, boya soliisyonunun jel iizerinde kalmasin saglamak igin

havlu kagitlar kullanilir.

Tablo 2.2.2. Enzimlerin boyanmasinda kullanilan tampon soliisyonlar ve maddeler

EST-3 PGM MDH ME HK PGI
Tris-HCI Tris-HCl Tris-HC1 Tris-HCl Tris-HCI Tris-HCI
Boya tamponu | Boya tamponu Boya tamponu | Boya tamponu Boya tamponu | Boya tamponu
pH7.0 pH 8.0 pH 8.6 pH86 pH7.0 pH 7.0
a-fB-naftil Glukoz-1- (-)-L-Malik (-)-L-Malik Glukoz, ATP, | Fructoz-6-
asetat (Aseton Fosfat, NADP, | asit, NAD, | asit, NADP, | PMS, MTT, | Fosfat, NADP,
icerisinde) ve | MgClL2, PMS, MTT, | PMS, MTT, | MgCI2, MgCi2, PMS
Fast Blue BB | Glukoz-p- Agar Agar NADP, Glukoz-6-
tuzu Fosfat sollisyonu soliisyonu Glukoz-6- Fosfat
dehidrogenaz, Fosfat dehidrogenaz,
PMS, MTT, dehidrogenaz, | MTT, Agar
Agar Agar soliisyonu
sollisyonu soliisyonu

v) Jelin yorumlanmasi

Bantlar belirdikten

sonra uygulandiklari nokta ile yiiriidiikleri nokta arasindaki

mesafe olgiilir ve en ok goriilen bant 100 kabul edilir, diger bantlarin relatif yiirume
uzakliklari hesaplanir ve bantlar bundan sonra bu rakamlar ile adlandinlir. Calisilan
enzimlerde 2 farkl yapiya rastlanmistir. Dimerik ve monomerik olarak adlandirtlan bu enzim
yapilari, enzim yapisinda bulunan alt {inite sayisina gdre isimlendirilmigtir. Monomerik
yapidaki enzimde tek alt iinite vardir (EST-3, PGM-1, HK). Dimerik enzimin yapisinda ise
iki alt iinite bulunmaktadir (MDH). Monomerik enzimlerde homozigot bireyler tek banta
sahiptir, heterozigot bireyler ise iki banttan olusur. Monomerik enzimlerde oldugu gibi,

dimerik enzimlerde de homozigot bireyler tek banttan olusurken, heterozigot bireyler ii¢ bant
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seklinde belirirler. Elektroforez sonucunda biitiin bireyler ¢aligilan enzim sistemleri

bakimindan homozigot-heterozigot ~ olarak relatif yiirime uzakhklan kullanilarak
kaydedilmisgtir.

MITOKONDRI DNA CALISMASI
i) Total niikleik asit izolasyonu

Mitokondri galigmasinda kullanilan total niikleik asitler bireysel ig¢i ar1 toraksindan
Sheppard ve McPheron’un (1991) metodu kullanilarak izole edilmistir. Bu metod temelde
fenol/kloroform/izoamilalkol (25:24:1) izolasyonu ve etanol ¢oktiirmesine dayanmaktadir.

Bireysel a1 torakslar1 1.5 ml ependorf tiipii igerisine konulup {izerine 250ul soguk
soliisyon A eklenir. Toraks bu soliisyon icerisinde otomatik pipet ucu ile ezilir. Daha sonra
250 pl soliisyon B eklenir, tiip iyice kangtirilip buz iizerinde 15 dakika bekletilir (Tablo
2.3.1). Bekleme sonucunda toplam hacimde (500p1) fenol (tamponlanms, pH 8.0) eklenir ve
tiip iyice kangtirilir, renk siit seklini alir. 4°C de ve 7000 rpm’ de 5 dakika boyunca gevrilen
tiipler buz igerisine alimr. ince uglu pipet ile su fazi alinip temiz bir tiip igerisine aktarilir. Bir
sonraki asamada bir dnceki basamak takip edilir. Temiz tiipe aktarilan sulu fazin {izerine 250
pul fenol ve 250ul Kkloroform/izoamilalkol (24:1) eklenir ve tiip iyice kanigtinlip bir énceki
basamakta oldugu gibi 4°C de ve 7000 rpm de 5 dakika boyunca gevrilir. Aym sekilde
otomatik pipet ile sulu faz alimp yeni bir tiipe aktanilir. Bu agamada temiz tiipe aktarilan sulu
faz iizerine 500l kloroform/izoamilalkol (24:1) eklenir. Tiip iyice kangtinldiktan sonra son
kez 4°C de ve 7000 rpm de 5 dakika boyunca gevrilir. Ust sulu faz alimp yeni tiipe aktarilir ve
{izerine 50ul 3M Sodyum asetat ve 1ml soguk saf etanol cklenir. Bu safhada DNA iplikgikleri
belirginlesir. Tiipiin kapag kapatilip yavagca 10 defa alt iist edilen tiip —20°C de 2 saat
bekletilir. Bu siire sonucunda tiip santrifiijde 4°C de ve 12.000 rpm de 30 dakika boyunca
gevrilir. Bu safhadan sonra sulu kisim ddkiiliip ¢okelti kisa siire agik havada kurutulur.

Tablo 2.3.1. Soliisyon A ve Soliisyon B’nin hazirlanig1

4.3ml distile su

Soliisyon A (Sml) Soliisyon B (Sml)
25ul 2M Tris 750p1 2M Tris
60pl SM NaCl 620ul 10% SDS
5001 50% Sukroz 500l 50% Sukroz
100! 0.5M EDTA 200ul 0.5M EDTA

2.5ml distile su
pH 9.0

pH7.5
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100pl Tris-EDTA igerisinde ¢ozdiiriilen DNA tizerine 10p1 3M sodyum asetat ve 500
11l sopuk etanol eklenir ve 10 kez nazikge alt Ust edildikten sonra —-20°C ye 2 saat veya gece
boyu konulur. Bir onceki asamada oldugu gibi tiip 4°C de ve 12000 rpm de 30 dakika
boyunca dondurulur, sulu kisim dokiiliip ¢okelti kurumaya birakilir. Kuruyan cokelti 100ul
Tris-EDTA igerisinde eritilir ve deneyler igin hazir hale getirilip —80 °C de-saklanir.

ii) Restriksiyon enzim kesimi
Total mitokondri DNA smin kesimi 4 enzim kullanilarak yapilmigtir. Bu enzimler,

uygun tampon soliisyonlari ve kesim dizileri Tablo 2.3.2°de verilmigtir. Restriksiyon enzim

kesimi uygun sicaklikta ve siirede asagida verilen kangim igerismde gergeklestirilmistir.

Enzim 1.1lul

- Tampon soliisyon 2.1ul
Distile Su 3.0ul
DNA 15.0ul

Bu miktarlarda hazirlanan karigim 750p1 ependorf tiipii igerisine konulup ayarli kuru
sicak blok igerisinde inkube edilmisgtir.

Tablo 2.3.2. Bu ¢alismada kullanilan restriksiyon enzimleri

Restriksiyon Tamdig: Tampon Calishgn Firma
Enzimi Dizi Soliisyonu | Sicaklik (°C)
EcoR 1 5.GVAATT C-3’ H 37 Boehringer
3°.C TTAATG-5 Mannheim
Xba 1 5-TVCTAG A-3’ React II 37 Gibco-BRL
3*-A GATCTT-5’
Bgl 11 5-AYGATC T-3’ M 37 Bochringer
3°.T CTAGTA-5’ Mannheim
Bel 1 5. TVGATC A-3’ React I 50 Gibco-BRL
3"-A CTAGTT-5’
Hinf1 5’-GYANT C-3’ React I 37 Gibco-BRL
3°.C TNATC-5’
Taq 1 5. TVGC A-3’ React II 65 Gibco-BRL
3°-A CGTT-5°
Dral 5 TTTVAAA-3 React | 37 Gibco-BRL
3 AAATTTT-S
Rsal 5°.GTVAC-3 React | 37 Gibco-BRL
3°.CATTG-5’
Cfol 5°.G CGlC-3 React I 37 Gibco-BRL
i 3-c1GC_G-5°
Hae 11 5°.GGlCC-3’ React I1 37 Gibco-BRL
L 3’-CCTGG-5° i
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iii) Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu gerek niikleer genomda gerekse mitokondri genomunda
arzu edilen genin veya gen pargalarinin enzim, primerlar, niikleotidler, magnezyum klorit gibi
maddeler kullamlarak gogaltiimasi olayidir. Temel olarak 3 agamadan olugmaktadir. 11
agamada karsihikh DNA dizilerinin birbirinden ayrilmasi gerekir (denaturasyon). Bu
asamadan sonra istenilen bélgenin 5° ve 3 uglarna kargilik olugturan ileri ve geri baz dizileri
(primerlar, yaklagik 20 baz uzunlugunda) karsihg gelen bolgelere baglanir. 3. Asamada ise
Taq polimeraz enzimi ortamda bulunan niikleotidleri kargiliklarina uygun sekilde birbirine
ekler. Boylece iki diziden 4 dizi olugmus olur. Bu déngi 30-45 arasinda tekrar edilir ve 2"
sayida DNA dizisi gogaltilmiy olur. PCR da bir émek igin kullanilan maddeler ve miktarlan

(Promega Taq polimeraz enzimine gore)

Distile su 14.5ul

Niikleotidler 4pl (dATP, dTTP, dCTP, dGTP, herbirinden 1ul)
fleri Primer (F) 1ul (20mM)

Geri Primer (R) 1ul (20mM)

Tampon soliisyon 2.5ul
Magnezyum klorit 1 Sul
Taq Polimeraz 0.25ul

Ornek sayisina gore ortak bir kanigim hazirlanip bireysel tiiplere aktarilr. En son
model DNA eklenir. Daha sonra PCR makinesine konulup, program yapilir ve caligtinlir. Her
primerin kendisine 6zgil bir baglanma sicaklign vardir. Dolayisi ile en kritik agama 2.
asamadir. Denaturasyon l.asama genelde 94 derecede 1 dakika olarak belirlenir. 2. asama
primerin baglanma asamasidir (Tablo 2.3.3), Bu agamada siire ve sicaklik primerin GC
miktarma baghdir. Ornegin GC miktar1 %50 olan bir primerda reaksiyon sicaklip ve siiresl
50°C ve 1 dakikadir. Niikleotid dizilerinin cklenme safhasi genelde 72 derecede yapilir bu
asama da 1 dakika siirer. Bu 3 asama 30 ile 45 defa tekrar edilir ve program bir sonraki
programa baglanir, bu agamada son niikleotid baplanma agamast 5-10 dakika arasinda devam
ettirilir ve program son programa baglanir, bu programda ise sicaklik 4 dereceye diisiiriliip

DNA nin bozulmasi engellenmis olur.
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Tablo 2.3.3. Caligmada kullanilan primer giftleni

Primer DNA dizisi ]
ND 2 ILE 5-TGA TAA AAG AAA TAT TTT GA-3°

L1 5-GAA TCT AAT TAA TAA AAA A-3
A+T L1(PHB17L1) 5°-GAA TCT AAT TAA TAA AAA A-3’

R1(PHB17R1) 5-AAC TAA ATT AAT AAA TTT GG-3’
ITS1 1975F 5’-TAA CAA GGT TTC CGT AGG TG-¥

35R 5’-AGC TRG CTG CGT TCT TCA TCG A-3°

CO-I R 5°-TGC AAA TAC TGC ACC TAT TG-¥’

F 5°-TTA AGA TCC CCA GGA TCA TG-3’
COIVECO-II | F 5-TCT ATA CCA CGA CGT TAT TC-3’

R 5’-GAT CAA TAT CAT TGA TGA CC-3’

iv) PCR sonucu elde edilen niikleer ve mitokondrial DNA bdlgesinin restriksiyon enzim

kesimi

Bu c¢aligmada PCR sonucunda cogaltilan bolgeler genelde 1000 baz gifte sahip
bolgelerdir, bu bolgelerde 6 baz dizisi tamyabilen restriksiyon enzimleri ile kesilmeleri
sonucunda farklilik bulmak gok zordur. Bu nedenle PCR sonucunda elde edilen bolgeler 4
baz taniyan restriksiyon enzimleri ile kesilmislerdir (Cfo I, Rsa I, Hae 1ML, Taq I, Alu1ve Hinf
I). Kesim iglemi daha once anlatildign sekilde yapilmigtir. Kesim islemi tamamlandiktan
sonra agaroz jel iizerinde bantlar yiiritilip, UV 15181 altinda gozlenip polaroid fotograf
makinesi ile fotograflanmigtir.

v) Agaroz jel elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi iki farkli sekilde yapilmugtir. Total mitokondri DNA’smin
restriksiyon enzimleri ile kesilmesinden sonra clde edilen pargalar 1.5% normal agaroz
(BioRad) da yiiriitiilmiistiir. PCR sonucunda elde edilen DNA parcasinin restriksiyon enzim
ile kesiminden sonra olusan kiigiik pargaciklarnn gozlenmesi i¢in ise 1 %normal (BioRad)
agaroz +1.5 %NuSieve (FMC BioProducts) agarose kangtinlmigtir. Genellikle kiigiik jel veya
orta boyda jeller kullamlmugtir. Agaroz tartildiktan sonra TAE (Tris-Asetat-EDTA) tampon
soliisyonu igerisinde mikrodalga finn igerisinde eritilmis ve bu karigim icerisinde tarak
koyulan jel tablasi icerisine dokillmistir. 15-20 dakika sonra agaroz tamamen donduktan
sonra tarak ¢ikarlip jel tablast mini jel elektroforez aletinin i¢ine yerlestirilip TAE tampon
soliisyonu ile lizeri kapanacak sekilde doldurulmustur (Tablo 2.3.4).
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vi) Agaroz jele drneklerin uygulanmasi

Restriksiyon islemi tamamlandiktan sonra tiiplere uygulama boyasi konulur. Bu boya
mavi renkte olup sukroz sekeri igerdiginden dolay1 DNA ya bir agirlik kazandirmakta ve jele
uygulandiginda kuyucuklarn dibine birikmektedir (Tablo 2.3.4). Ornekler jele uygulandiktan
sonra son siraya ise bilyiikliik agisindan standart DNA yiiklenir. Bu ¢aligmada iki farkli
standart kullamlmistir. Birincisi biiyilk DNA pargalarini  agirhiklanmin bulunmasinda
kullanilan A DNA/Hind Il dir. Bu standart toplam 8 DNA pargasindan olugmustur ve bu
pargalar bityiikten kiigtige 23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 564, ve 125 baz ¢iftinden olusur.
ikinci standart ise daha kiigiik DNA pargalarinin agirhklarinin “belirlenmesi i¢in kullanilan ¢
X174 RE DNA /Hae III dir. Bu standart 10 DNA pargasindan olusmustur ve bu pargalar
1353, 1078, 872, 603, 310, 271, 234, 194, 118, ve 72 baz giftinden olugur.

Tablo 2.3.4. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan tamponunun ve yiikleme tamponunun

hazirlanisi.
Tampon soliisyon ismi Icerigi
TAE 50x: 242 gr Tris base

57.1 ml glasial asetik asit

100 m1 0.5 M EDTA (pH 8.0)

jel yiikleme tamponu | 6x: 0.25% bromo fenol mavisi

0.25% zylin sayanol

40% (w/v) sukroz (distile su icerisinde)

vii) Jelin EtBr ile boyamast ve UV 15181 altinda fotograflanmasi

Elektroforez sona erdikten sonra agaroz jel EtBr soliisyonu igerisinde jelin
bityiikliigiine gore 15 dakika ile 30 dakika arasinda sallamal platformda inkube edilir. Bu
siire sonucunda jel EtBr soliisyonundan ¢ikarilip distile su igerisine konulur ve fazla EtBr’dan
15 dakika ile 30 dakika arasinda ¢alkalanip armdinhir. Daha sonra jel karanlik odada UVisik

kutusu iizerine alimip polaroid kamera ve kirmizi 151k filtresi altinda fotograflamr.
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BOLUM III
BULGULAR

MORFOMETRI

Bal arilarinda 6n kanata ait 6 karakter, arka bacaga ait 4 karakter olglilmiistiir. Bu
dlgiimlerin 37 ile ait ortalamalan ve standart hatalari Tablo 3.1.1°de verilmistir. Bu tabloya
bakilarak S.Urfa anlarinin 37 ile ait anlar icerisinde en kiigiik arilar oldugunu soyleyebiliriz.
Bunun diginda en biiyiik arilari tablodan tespit etmek oldukga gligtir.

Morfometrik 6lgiim yapilan 250 koloni ortalamast alinarak varyans analizi ile
karakterlerin 37 ilde farklilik gdsterip gostermedigi aragtinlmigtir. Tablo 3.1.2°ye gore tim
karakterler iller arasinda yiksek diizeyde istatistiksel bakimdan anlamh farklar
gostermektedir (P<0.001).

Dejiskenler arasindaki korelasyonlara baktigumzda (Tablo 3.1.3) kibital a
degiskeninin kanat genisligi, metatarsus uzunlugu ve metatarsus genisligi, femur, tibia
uzunluklan ile gok kiigiik korelasyonlara sahip oldugu goriilebilir. Kiibital b degiskeni ise d
degiskeni, kanat uzunlugu ve femur uzunlugu arasinda ise zayif korelasyonlar vardir. ¢
degiskeni ise kanat genisli§i, metatarsus genigligi, ve tibia uzunlugu ile yiiksek korelasyona
sahiptir. d degiskeni, kanat uzunlugu ile; kanat genisligi, metatarsus genisligi, ve tibia
uzunlugu ile; metatarsus genigligi degiskeni ise tibia uzunlugu ile yiiksek korelasyon
gostermektedir. Buna gore kiibital a ve kiibital b karakterlerinin birbirinden ve diger
degiskenlerden oldukga bagimsiz oldugunu sdylemek miikiindiir. Kanat uzunlugu, femur
uzunluguy, tibia uzunlugu gibi degiskenler daha gok viicut iriligi ile ilgiii degiskenlerdir.

17




00°0%00'8 Z10%188 TUOFOL € TCOFIT 9 0007016 0T OFLY LT T00¥86'¢ Z0'07v8 T TOOFPLO0 | 900F0L1 UOZQUIL LE
TT0FLLL ¥1°0%05 8 Z00F19°C SO0F109 9007268 TT0FES 9L €0°0F08'S 0'0F09 T TO0FLL D t00FI9 1 LETEEDR
€0 0FRE L $0'0%66 8 $0°0785 € YOOFLL'S LO0FL06 01 0F6€ LT LOOFLR'S 0'0%997 70'0F9L 0 £00FIL 1 EEERY
90'0%8% L 1007698 700%65 '€ $007¢0'9 $0'0¥10'6 01°0%90 LT POOFP8'S T00%ss L TOOFLLO | E00FE91 SWIPH v
€0 0705 L 700+ 8 C00FLO € £0:0702 9 £00F¥0'6 LO0FLE 9T 200786’ TOOFLS T 70 0%89 0 100¥L8 | WWAIS €
LOOFIEL G0°0¥91 8 T00F19°€ £00+¥819 Y0 0¥86'8 LOOF6Y 9T £0'0FL5 § 100F19Z TOOFILO | COO%8S| ORI €
STOFY L 90°0F0b'S LOOFES'E €109 Y0 0788 8 9T OFIRST YIOFLY'S 600765 T SOOFLL0 | POOFEST IoRQIRAKT 1€
STOFZ0L T0°0¥E6 L R0 0FFY € 1007885 700797 8 110701 ¥T $00F58 7 £0 0705 L 700¥89°0 TO0FFS 1 ¥ S 0€
YO OFSY L £107€L8 €00FLS € 010¥96°S VO OFSL 8 120706 9 S00%L9% 00585 ¢ T00¥EL0 | €00FL9'T UISEIN 67
ZU0FhS L 300%VL 8 00796 € 6007519 $00FLL 6 DL OFLI LT 0008 S T OFVo T T0GRSL0 | LOGF09'1 o 8¢
100780 L L00%518 Z00%95'E $00%91 9 £00FE0'6 LO-0FE9°9T T00FE0°S 100709°C TODFSLO | LOOFLS | TUCLIEISTY 2T
T00F0L L €00%LL 8 TOOFLS € R0°0F€£9 1107688 800791 92 500755 & 00%CS T £00FSL0 | 000F0ST GOATV 97
800755 L TT075L8 16:0%09°€ £0071L 9 S0 0F0L 8 $10788 9T £00FE9'S [00FZS T 1007290 | COOFLS| BR[O §T
500709 L R00F1Z2 6 T00%85 € Y0 07819 €0°0¥39 3 STOFPELL YO'0F89°¢ 700705 % 007990 | vOO¥8s | SENA VT
€0 0739 L 7005593 700795 '€ PO0FE6'S 90'0796 8 TT0FEL LT Z00F98 S 700785 T 70 0FEL 0 €009 | Getiey £7
YOOF$9L 1007988 T00¥SS € £00FEL 9 Y0'0¥36 3 600F5LLL YEOFIZY T0078S 2 TO0FIL 0 100759 BRUON 7T
91 0FEL'S 200116 YO OFLE € 90°0%02 9 0T OFLL 01 STOFLELL VOOFIRS PO OFZ0 € 1007990 | TO0¥F8S( WA 1T
700769 L T00FEL S PO 0F69 € S0 0FP1 9 LT0760°6 T8 0761 8T 11°0%56's S00¥59°7 ZO0FLLO | 100891 W20 07
SO0F28 L 600+ 8 Z00FE9 € K SO0FSZ 6 610795 LT £0°0786'S TOOFLLT 007690 | ZO 0991 douig's1
£00%61 L £00PP 8 TOOFLS € Y0 0¥86'S ¥0'0766 8 600F69°LL €OOFLLS Z0'0F85 T 1007990 | vOO¥69 [ Yes(1 81
YOOFLL'6 80'0798°6 v0'0F90°Y Y0 0F69°9 SO0F60° 11 LOOFLELL £00%56°S T00FET € 10°0799°0 £0°0FS'1 NUp{AFuo7 L1
TU0FY9'3 L0'0F9T 6 V00756 € Y0'0F61°9 81°0%8¢ 01 SO0F0E LT T0'0F8L'S $O0F10E T00¥190 | Z0OF9'1 ToIRPHTY 91
YOOF8L L P0'0760'6 Z00%09°€ $0'0¥L0'9 v0'0F01'6 80°0%90'87 Z00F109 10°0¥89°C T00¥€L0 | LOOFOL1 NPT S|
SO0FS9'L YO'0FP8'8 100%05 € Y0'0F68°§ v0'0+08'8 01 0F0T LT 700%53'S T00%Ls T 10°0¥TL'0 70°0%L5 | eIy |
80070V L LO0FOV'S YOOFLI € $0-0¥80°9 3007663 110789°LT Z00FIL S 7009 L TO0FPL0 | VO O¥891 TosARY g1
SO0¥9L L 800¥168 £00%755°€ 90°'0FSL'S $0°0F00°6 YTOFIOLY YO OFSE'S 100765 T T00FVL D £0°0709'1 TisoNied 71
600F1¥'L 110%95°8 60'0FLS '€ 60'0726'S SOOFYL'S 1E0F00°LT TT0FH3'S SO0F19T 600FEL0 | S00FWLT SEIR N 11
T207E5 L TC0FL8 8 €0°0%69'€ £1°0¥80°9 0007616 9E 0FE8 LT VO OFVS'S TO0FS8 7 100FSL0 | LOOFOLT BAREN 01
01 0F¥S L Z10+188 £00755 € SO0FF1 9 LO0FL06 TT0FSLLL SO0FI6% £00769°¢C TOOF9L0 | POOFLY 1 eueds] 6
T00FLI L 0107268 100F95 € YT 0786 S U070 6 8COFET LT S007L6'S 90°DFCL T 9007690 €00F19 | PRV '
SO0F0V £ Z10F0L'8 10076V € 8007009 5007558 L10¥5192 SO0FI6'S TO0FLS T T00FSL0 | T00¥891 SUBPY L
€00FLL L YOOFLS 3 T00FES € €0°0FL6 S £0°0¥8E 8 30076092 T00FLS S 10°0¥8v ¢ 10°0799°0 10°0¥19°1 KSBH 9
£0°0FES L G001V 6 VOOFIS € S00%96'S . £00758 8 L0000 LT €0 0FSL S T00FI0T T0°0¥¥8 0 €0°0FE9 1 SIVY ¢
TE 08 L IT0FIL 6 110709 € 7107229 OV OFLL 6 0T 0FLL LY S0°0FSL S 0T 0%08°Z YOOFLL0 | T00FLI1 NP3y
£0°0%65 L 500785 6 TO0FLI € YO 0FL1'9 YO 0FP1 6 SO0F0V LT ZO0F18 S TO0FOL T T00F9L 0 TO0FE9 | UBUEPIY €
610FIEL LO0FLL 6 10°07LS'E 0L 0F96'S 610768'8 £0'0FYE9T 00 0FILS 0007657 S00FYL0 | vOOF091 BASBUIY T
Y0 0795 "L L0076E6 T00F59E YO0¥109 £0°0701'6 80079 LT Z00FL S T00FILT T00¥8L0 1007991 TIAWY |
nEnfurzn Tdnpunz(] BisteD nSnpunzn BsiteD fEnpunz

®IqLL anwsy SNSIPRPIN SNSITRPIY WUy eury P o q pEugny ® [epgny WS

Tablo 3.1.1. Morfometrik karakterlere ait dlglimlerin 37 ile ait ortalamalan

ve standart hatalan (3.8cm=1mm)
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Tablo 3.1.2. Morfometrik degiskenlerin 37 il arasinda varyans analizleri

(F degerleri)
Degisken | Gruplar arasi Grup i¢i F degeri
Kareler toplam1 | kareler toplami
1 0.02 0.00 2.919***
2 0.02 0.00 4.381***
3 0.27 0.00 58.965***
4 0.17 0.02 10.988***
5 2.66 0.20 13.427%**
6 3.36 0.05 71.388%**
7 0.20 0.04 5.130%**
8 0.16 0.00 17.484***
9 1.18 0.08 14.529%**
10 2.07 0.06 32.453%%*

Tablo 3.1.3. Degiskenler arasi korelasyon matrisi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1.800 | 0.102 | 0.062 | 0.138 | 0.270 | -0.004 -0.098 | 0.000 | 0.057 | -0.027
0.102 | 1.000 | -0.254 | 0.033 | 0.051 | -0.332 -0.278 | -0.331 | -0.064 | -0.380
0.062 | -0.254 | 1.000 | 0.312 | 0.402 | 0.937 0.444 | 0.823 | 0.528 | 0.848
0.138 | 0.033 | 0.312 | 1.000 | 0.708 | 0.314 0.152 | 0.285 | 0.415 | 0.300
0.270 | 0.051 | 0.402 | 0.708 | 1.000 | 0.399 0.210 | 0.356 | 0.488 | 0.380
-0.004 | -0.332 | 0.937 | 0.314 | 0.399 | 1.000 0.443 | 0.850 | 0.508 | 0.849
20.098 | -0.278 | 0.444 | 0.152 | 0.210 | 0.443 1.000 | 0.440 | 0.202 | 0.443
0.000 | -0.331 | 0.823 | 0.285 | 0.356 | 0.850 0.440 | 1.000 | 0.444 | 0.744
0.057 | -0.064 | 0.528 | 0.415 | 0.488 | 0.508 0.202 | 0.444 | 1.000 | 0.614
20.027 | -0.380 | 0.848 | 0.300 | 0.380 | 0.849 0.443 | 0.744 | 0.614 | 1.000

Slele|alo|n|siw|n)~

250 bireyin 10 karakter iizerinde yapilan dlgiimleri temel Ogeler analizine tabi
tutulmustur. Bu analizlerin sonuglan Sekil 3.1.1, ve Tablo 3.1.4 ve Tablo 3.1.5°de
goriilmektedir. Bu sonuglara gore ilk ii¢ temel Oge, degiskenlerdeki toplam varyasyonun
%,71.27'sini agiklamaktadir. Birinci temel 6ge toplam varyasyonun %45.96 sini ikinci temel
6ge toplam varyasyonun 9415.57'sini ve iigiincii temel 6ge ise toplam varyasyonun %9.74'ini
agiklamaktadir. Birinci temel 6ge genelde bal anlan arasinda viicut iriligi farklanm, diger
temel dgeler ise viicut seklindeki farkliliklar1 gosterirler. Tablo 3.1.5'de ise degiskenlerin
temel &peler iizerindeki agirliklarint vermektedir. Burada birinci eigen vektorde kiibital a
deperinin agirhigi neredeyse sifira yakin iken kiibital be degerinin agirhpn kiigiik fakat pozitif

bir degerdir. Diger eigen vektor degerleri ise hep negatif deperdedir. Burada birinci temel 08¢
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viicut iriligini gosterdigi igin kiibital a ve kiibital b degerlerinin gok kiigiik agirliklara sahip
olmasi bu degiskenlerin viicut iriliginden bagimsiz oldugunu gdstermektedir. Ikinci ve
{iciincii eigen vektorlerde degisken agirhklan pozitif ve negatif degerdedirler. Bu da cesithi
degiskenlerin karsilagtinldigg viicut sekli ile ilgili yeni bilesim degiskenlere ozgiidiir.

Tablo 3.1.4. Temel dgeler analizinde elde edilen eigen degerleri

Vektor | Eigen % Toplam
Deger
1 4.595876 | 45.9588 45.9588
2 1.557288 15.5729 61.5316
3 0.973946 9.7395 71.2711
4 0.835777 8.3578 79.6289
5 0.702075 7.0208 86.6496
6 0.565049 5.6505 92.3001
7 0.362038 3.6204 95.9205
8 0.223120 2.2312 98.1517
9 0.129554 1.2955 99.4472
10 0.055276 0.5528 >100%

Sekil 3.1.1°de gdriilen g ana grup birbirinden oldukga iyi ayrilmaktadur. Birinci grup
184 ve 185 koloni numaralan ile Sanh Urfa 6meklerine aittir. Diger grup ise Van (47-56),
Karklareli (123-132), ve Zonguldak (242-250) dmnekleri tarafindan olugturulmaktadir. Ugiincii
ve en bilyiik grup ise diger illere ait 5roekler tarafindan olugturulmaktadir.

Tablo 3.1.5. Temel dgeler analizinde degigkenlerin ilk {i¢ cksen iizerinde agirhiklanni
gosteren eigen vektorler

Eksen 1 Eksen 2 Eksen 3
-0.03776 -0.53785 0.69002
0.37340 -0.52913 0.09370
-0.92499 0.06689 0.16348
-0.29709 _0.57472 | -0.61807
-0.55034 -0.66646 -0.11826
-0.93454 0.11564 0.08983
-0.55329 0.26437 -0.20982
-0.87043 0.15534 0.11146
-0.66274 -0.29707 0.00466
-0.91209 0.11590 0.04217
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Sekil 3.1.1. 250 koloninin 10 karakter iizerinde yapilan dlgiimlerin Temel
Ogeler Analizi.
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Morfometrik olgtimler tizerinde yapilan diger bir analiz de ¢ok gruplu aynsm
analizidir (Multiple Group Discriminant Analysis). Bu analizin sonuglan ise Sekil 3.1.2°de
verilmektedir. Ayrigim analizindeki eigéﬁ degerlerinin ilk ticiini ele alirsak yine birinci eigen
deger toplam varyasyonun %65.51'ini ikinci eigen deger 0/,9.4'inil ligtincil eigen deger ise %
7.06'sim  agiklamaktadir. Ug ":seigen deger birlikte toplam varyasyonun %83' ini
aq1k1ayabilmektedir. Sekil 3.1.2'de iki ana gmp ayrilmig olarak goriilmektedir. Yine en
sagdaki obek Van, Kirklareli, Zoagﬁldak smeklerinden olusurken, sol alt kisimda ise Sanh
Urfa smekleri diger gruplardan ay1 olarak goriilmektedirler. Diger grup ise geri kalan biitin
illeri igermektedir. Bu grupta Hatay ornekleri bu ana grubun sol alt kosesinde ayn bir grup
olugturmaktadir. Daha sonra ¢ok gruplu ayngim analizinde ayri bir grup olarak ¢ikan Van,
Kurklareli ve Zonguldak kendi iclerinde bir ayrigim an: lizine tabi tutulmuslardir. Bu analizin
sonuglan ise $ekil 3.1.2°de gérﬁhncktédir. Burada 1-10' a kadar olan smekler Van, 11-19'a
kadar olan Ornekler Zonguldak, 20-29' a kadar olan 5rekler ise Kurklareli balanst
kolonilerini temsil etmektedirler. Sekil 3.1.3'de goriildigii gibi ¢ grup cok iyl bir sekilde
ayrilmms durumdadirlar. Bir de ana grup icerisinde illerin aynlip ayrilmadigin gormek igin 7
il segilmis (Ardahan, Malatya, Elazig, Bingol, Mugla, Hatay, 1dir) ve gok gruplu ayﬁ,sam
alizine tabi tutulmustur ($ekil 3.1.4). Burada Malatya (1-3), Elazig (4-10), Bingsl (11-17),
Mugla (18-23), Hatay (24-33), Igdir (34-38), Ardahan (39-47) arasinda olduk¢a iyl -
denilebilecek bir aynsim gﬁzlcnmcktedir. Malatya, Elazig ve Bingol ornekleri bir kﬁmé*
olugtururken, Hatay bunlardan ayn bir kiime olarak goriilmektedir. Mugla yine ayni §eki1dé ?
digerlerinden ayn bir kiime olustururken, Igdir ve Ardahan da digerlerinden farkh bir grup
olugturmustur. ' .

Cok gruplu ayngim analizinde hesaplanan grup sentroitleri aralarinda ortalama
taksonomik mesafeler hesaplanarak UPGMA (Sokal ve Sneath, 1973) yontemine gore illere
ait drnekler simflandirilmis ve elde edilen fenogram Sekil 3.1.5°de verilmistir. Bu fenograma
gore 1.25 fenon cizgisi dilzeyinde 8 grup olusmaktadir. 1. Grup Artvin, Ardahan, Igdir, Kars
ve Amasya smmeklerinin olugturdugu gruptur. Ikinci grup ise Adana, Kahraman Marag, Aydm,
Isparta, Bolu, Sinop, Eskigehir, Izmir, Kayseri, Yozgat, Karaman, Usak, Balikesir, Manisa,
Mersin ve Konya droeklerinin oluéturdu‘gﬁ biyiik bir gruptur. Ugtineii grup Mugla, Antalya,
Sivas ve Edime érneklerinin olug,turdu*gii gruptur. Bu fenon cizgisi dizeyinde Hatay tek
bagina bir grup olugturmaktadir. Afyon, Bingol, Diyarbakir, Elazig ve Kastamonu ise besinci
grubu olugturmaktadirlar. Malatya ve Trabzon altinci grubu olusturmaktadir. §.Urfa yine tek
bagina yedinci grubu olusturmakta, K}rkiarcii ve Van gekiziﬁci' grubu olusturmaktadir. Son
grubu ise Zonguldak tek bagma olusturmaktadir. ' '




43

245 246247
28 2 343gg

48 F1249

132 12

5 10 Eksen |

Sekil 3.1.2. 250 koloninin 10 karakteri {izerinde yapilan dlgiimlerin Cok Gruplu

Ayngim Fonksiyon Analizi
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Sekil 3.1.3. Kirklareli, Zonguldak ve Van kolonileri iizerinde yapilan morfometrik
dlgiimlerin Cok Gruplu Ayngim Fonksiyca Analizi.
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Sekil 3.1.4. Ardahan, Malatya, Elazig, Bing6!, Mugla, Hatay ve Igdir kolonileri
{izerinde yapilan morfometrik 6lgiimlerin Cok Gruplu Ayrigim
Fonksiyon Analizi.
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Fenon cizgisi 1.5 oldugu takdirde 4 ana grup olusmaktadir. Birinci grup Kirklareli,
Zonguldak ve Van, ikinci grup S.Urfa, iigiincii grup Trabzon ve Malatya, dérdiincii grup ise

geri kalan illerden olusmaktadir.

Morfometrik degiskenlerin bal anlarinin damhm gosterdigi Turkiye sathinda herhangi
bir orgii (patiern) gosterip gostermedigini anlamak igin Uzamsal Otokorelasyon znalizi
yapilmigtir  (Soxal ve Oden, 1978a,b). Sonuglar Tablo 3.1.6°’da ve Sekil 3.1.6da
gosterilmistir. Buna gore ilk mesafe 150 km ve aln mesafelerde sadece kanat genisl:zinde
istatistiksel bakimdan anlamhhk gosteren bir uzamsal otokorelasyon goriilmektedir.
Dérdiincii mesafe grubunda kiibital a ve kanat uzunlugu istatistiksel anlamlilik tzsiyan
otokorelasyon gostermektedir (Kiibital a P<0.01, kanat uzunlugu P<0.05). Mesafe grubu 6 da
ise femur uzunlugu kiigiik (0.14) fakat anlamh bir uzamsal otokorelasyon gostermektedir.
Yedinci ve sekizinci mesafe gruplarinda ise kiibital a anlamhilik tasiyan (P<0.01) uzamsal
otokorelasyon gdstermektedir. Bir degiskenin tim mesafe gruplarinda gdsterdigi uzamsal
otokorelasyon degerleri ise korelogram adimi almaktadir. Buna gére sadece kubital a
degiskeni istatistiksel bakimdan anlamh bir korelogram gostermektedir.

Tablo 3.1.6. Morfometrik verilerinin Uzamsal otokorelasyon analizinde elde edilen Moran-I

degerleri.
2 3 4 5 € 7 8 9 Korelogram
olasthipn
Kiibital a 00- | 0.0l | 008 | -0.23* | -0.04 ' -006 | 0.33** -0.38** | 0.15 0.022

Kibital b 0.03 -0.01 | -0.11 | -0.05 . § 3.0 -0.05 {5 -0.01 -0.02 1.000

Distall ¢ -0.27 0.08 | -0.09 | -0.03 -0.18 0.02 0.7381

Distal2 d -0.03 0.01 | -002 | -0.12 0.04 -0.05 0.82°

Kanat uz. 004 | 003 | -0.05 | -0.16*% -0.06 0.433
Kanat ge. 032* | 008 | -0.13 | -0.00 -0.01 0.369
Meta. uz. 003 -0.01 | 0.02 0.04 -0.03 1.0
Meta. ge. -0 2% 003 | -0.11 001 1 -002 D03 0.02 -0.08 -0.03 0.€38
Femur uz. -0 13 007 | -002 | 005 |-007  614*] -004 -0.17 -0.19 0413
Tibia uz. 05 | 014* | 006 | 000 |-004 207 -0.09 -0.13 -0.14 0312

Uzak.simf 123G 300 450 600 750 200 1050 1200 1470
Loka. ¢ifti o7 86 120 107 106 82 54 49 35
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Sekil 3.1.6. 10 Karakterin Tiirkiye sathinda 37 ilde gosterdigi
yapilan Uzamsal Otokorelasyon Analizi sonucu olusan korelogramlar.
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ELEKTROFOREZ:

Tiirkiye gapinda 37 ilden toplanan 2776 ar1 6rnegi elektroforeze tabi tutularak 6 enzim
bakimindan analiz edilmistir. Bu enzimlerden Malik enzim (ME) ve Fosfoglukoizomeraz
(PGI) polimorfizm gostermemislerdir. Polimorfizm gosteren diger 4 enzim lokusuna ait

alellerinin frekanslan Tablo 3.2.1°de verilmistir.

37 ildeki bal ams: orneklerinde izoenzim genotip frekanslarinim Hardy-Weinberg
ilkesine uyup uymadiklan x2 testi uygulanarak sianmigtir. 37 ilin igerisinde sadece Bingol ili
diger illerden ii¢ enzim lokusunda genotip frekanslannim Hardy-Weinberg ilkesinden istatistik
anlamlilik tasgtyan (P<0.01) sapmalar gostermesi ile aynimaktadir. Bu enzim lokuslar
Fosfoglukomutaz (PGM). Hekzokinaz (HK) ve Esteraz-3 (EST-3) tur. Diger illerde PGM
digindaki enzim lokuslart Hardy-Weinberg ilkesine uymaktadiriar. Fakat PGM lokusunda
Manisa (P<0.01), Kastamonu (P<0.001), Kirklareli (P<0.001), Elaz1g (P<0.001), Bingdl
(P<0.001), Adana (P<0.001), Mugla (P<0.05), Hatay (P<0.001), S.Urfa (P<0.001), Kars
(P<0.01), Ardahan (P<0.05), ve Artvin (P<0.001) illerinde heterezigotlar lehine istatistik
bakimdan anlaml sapmalar vardir. Bu illerin igerisinde $.Urfa’da 6rneklenen bireylerin

hepsi, Hatay’da ise hemen hemen hepsi heterozigottur (277 heterozigot, 2 homozigot).

Bal anlannda her kovandaki is¢i arilar bir ana annin yavrular olduklan igin bu
5mekleme yontemi kovandaki ana armin genotipinden etkilenmis olabilir. Bu nedenle her
koloniden bir tek is¢i an drneklenerek yukandaki %2 testleri tekrarlanmistir. Bu testlerin
sonucunda da sadece PGM lokusundaki genotiplerde Kirklareli (P<0.05), Elang (P<0.05),
Bingdl (P<0.01), Adana (P<0.01) ve Hatay (P<0.001) illerinden érneklenen arilarda
heterozigotlar lehine istatistik anlamlihk tagiyan sapmalar gozlenmistir. Daha once
heterozigotlar lehine sapmalar gozlenen diger illerde de aym egilim devam etmis fakat 6rnek

sayist azaldigi igin bu sapmalarin istatistik anlamhilip gosterilememistir.
FOSFOGLUKOMUTAZ (PGM)

Tiirkiye bal anst toplumlarinda bu enzimin dort allozimi bulunmaktadir. PGM-75 en
stk gorilen aleldir. Enzimin polimorfizm gosterdigl lokalitelerde frekansi Sinop’ta
maksimum 0.976 ile $.Urfa’da minimum 0.500 arasinda degismektedir. Ikinci alel PGM-100.
PGM-75 den sonra en sik gorilen aleldir. Enzimin polimorfizm gosterdigi verlerde frekanst
Hatay’da maksimum 0.496 ile Sinop’ta minimum 0.024 arasinda degismektedir. PGM-45 ve
PGM-63 alelleri Tiirkiye de ilk defa gozlenmistir. Bu iki alelden birisi de diinvada ilk kez bu
calismada goézlenmisur. PGM-63 Manisa, Van, Usak. Antalya, Mugla ve Mersin’de
gozlenirken, PGM-45 ise sadece Bingdl ve Edirne’de bulunmustur.

30



37 ildeki drnek sayisi ve alel frekanslan

Tablo 3.2.1. 4 enzim sisteminin
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PGM allozimlerinin Tiirkiye uzerindeki dagihmlan
Tiirkiye'nin her bdlgesinde polimorfizin gosteren PGM’in en sik
hemen hemen her bolgede benzer durumdadir. Sadece K Maray
sabitlenmis durumdadir. Fakat bu illerden alinan oOrnek sayist oiéﬁ.%:%;g :
yapilacak galigmalar bu sonucu degistirebilir. §.Urfa ve Hatay’da ise b
bireyler PGM-75 ve PGM-100 igin heterozigot olduklan igin alel frekanslai

HEKZOKINAZ (HK)

Tiirkiye bal ansi toplumlarinda bu enzimin 5 aleli belirlenmistir. HK- ii?ii
goriilen aleldir. Orneklenen 37 ilin 21’inde polimorfizm gostermektedir ve frekansi bd
maksimum 0.991 ile Bingdl’de minimum 0.685 degerleri arasinda deéi;msktcdir. HEK-
den sonra en sik gérﬁicn alel HK-110 dur. HK-110 12 ilde gdriilmektedir ve frekanst
Konya’da maksimum 0.156 ile Antalya’da minimum 0.007 degerleri arasinda depismektedir.
Frekansi yitksek olan HK aleli HK-120'dir. Bu alelin frekans: Bingdl'de maksimum 0.306
degerinden Elazip’da minimum 0.018 degerleri arasinda degismektedir. HK-87 ve HK-77 ise
cok diisiik frekanslara sahip alellerdir. HK-87 sadece 5 ilde gozlenmekte ve frekans: Aydin’da
maksimurm 0.024 ile Ardahan’da minimum 0.005 arasinda degismektedir. HK-77 ise 6 ilde
goriilmekte ve frekansi Ardahan’da maksimum 0.033 ile Van’da minimum 0.003 degerleri
arasinda degismektedir. Bu ¢aligmada onceki calismalara ilave (Kandemir ve Kence, 1995)
olarak bir alel daha bulunmugtur. V '

Sekil 3.2.2 de HK alel frekanslarimin Tiirkiye’deki dagihimlan verilmistir. Turkiye’nin
kuzey kisimlaninda HK-100 aleli sabitlenmis durumdadir (Bolu ve Artvin harig). Tiirkiye’nin
giney kisminda ise HK polimorfizm gbstermektedir. Ozellikle Bingol, Isparta, Konya ve
Karaman’da HK alelleri en yiiksek varyasyonu gostermektedirler.

VIALAT DEHIDROGENAZ (MDH)

Tiirkiye bal ansi toplumlarinda bu enzim lokusunun 5 aleli bulunmaktadir (Kandemir
ve Kence, 1995). Fakat bu ¢alismada 4 alel gozlenmistir. Bunlardan MDH-100 en sik goriilen
aleldir. Tiirkiye’de érneklenen 37 ilin 18’inde bu enzim polimorfizm gostermektedir. Enzim
lokusunun polimorfizm gosterdign  iller igerisinde  Artvin’de maksimum 0.996 ile
Kurklareli’nde minimum 0.637 arasinda degigmektedir. MDH-65 ise ikinci en sik gozlenen
aleldir. Orneklenen 37 ilden 14’tinde gozlenmektedir. Frekansi Kirklareli’'nde maksimum
0.363 ile Elazag ve Artvin’de minimum 0.004 arasinda degismektedir. MDH-116 ise sadece 7
ilde rastlanmaktadir ve frekansi Igdir'da maksimum 0.111 ile Manisa’da minimum 0.004
arasinda degismektedir. MDH-87 sadece 3 ilde gozlenmistir, ve goriildiigi illerde frekanst
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cok diisiiktiir ve en yiiksek degeri maksimum 0.031 ile Trabzon’da, en diisiik degert ise 0.004

ile Manisa’da gozlenmistir.

Sekil 3.2.3’te MDH gen frekanslaninin Tiirkiye’deki dagilimlan gorilmektedir. MDH
aleller1 Trakya’da en yiiksek varyasyonu gosterirken Kuzey ve Dogu Anadolu’da daha az
blciide de olsa gesitlilige sahiptirler. Giiney ve Giineydogu Anadolu’da ise MDH-100 aleli

sabitlenmis durumdadir.
ESTERAZ-3 (EST-3)

Bu c¢alismada Esteraz-3’iin 3 aleli gbzlenmistir. EST-100 en sik gorilen aleldir, ve
Srneklenen 37 ilden 23’iinde bu alelin frexansi 1.000 den farkhidir. Diger illerde bu alelin
frekans: 1.000°de sabitlenmistir. Enzimin polimorfizm gésterdigi 23 ilde EST-100 alelinin
frekans: Zonguldak’ta maksimum 0.996 ile Diyarbakir’'da minimum 0.833 arasinda
degismektedir. Ikinci en sik gozlenen alel 1se EST-70 dir, ve bu alelin frekansi Diyarbakir’da
maksimum 0.147 ile Hatay’da minimum 0.013 arasinda degismektedir. EST-130 ise sadece

bir ilde gézlenmistir, ve frekanst gdzlendigr il olan Edirne’de 0.010’dur.

Sekil 3.2.4°te EST-3 alellerinin Tirkiye'nin gesitli illerindek: frekanslari
gorillmektedir. EST-3 geninde Tiirkiye nin kuzey kisimlarinda EST-100 alel: iki-li¢ yer
disinda sabitlenmis durumdadir. Kuzey ve Dogu Anadolu’da Bolu, Kastamonu. Amasya,
Trabzon, Artvin, Kars, Igdir ve Van EST-100 alelinin frekanst 1.000°de sabitlenmistir.
Tiirkiye'nin giiney kisimlarinda ise EST-3 polimorfizm gostermektedir. En ylksek varyasyon

Konya ve Karaman’da goriilmektedir.

Bal arlarinda polimorfizm gdsteren 4 enzim lokusuna ait alel frekanslan: temel 6geler
analizine tabi tutulmuslardir. Polimorfik enzim alel frekanslan korelasyon matnsinden elde
edilen eigen degerlerinin ilk iig tanesi alel frekanslarindaki toplam varyasyonun *059.42’sini
agiklamaktadir. flk temel dge varyasyonun %25’ini ikinci temel 6ge %17.66 511, lgiinct
temel 6ge ise %16.86" s agiklamaktadir. Sekil 3.2.5 illerin ii¢ boyuttaki temel ogeler
uzayindaki konumlarni gostermektedir. Buna gore Bingdl (22), Elazig (21, Hatay (20),
S.Urfa (28) seklin sol tarafinda bir kiime olusturmaktadirlar. Seklin sag tarasinca ise Konya
(12), Karaman (13) ve Isparta (16) farkl 5ir kiime olusturmaktadirlar. Diger taraftan Adana
(23). Mugla (25), Diyarbakir (29) Aydir 117), Antalya (19) ve Sivas (3} 231 bir kiime
olusturmaktadirlar. Edime (24) ve Kurklare'i (20) diger gruplardan ayn olarzk seklin sag alt

tarafinda goriilmektedirler. Diger iller 1se toplu halde ayr bir kiime olusturmaxtacirlar.
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Sekil 3.2.4. Tiirkiye'de EST-3 alel frekanslarinin dagihmlian




Alel frekanslanni kullanarak farkli illere ait bal ansi toplumlan arasinda genetik

mesafe hesaplanmis, ve bu mesafeler UPGMA yontemi ile kiimelendirilmis ve bir dendogram
elde edilmistir (Sokal ve Sneath, 1973). Dendogramda goriildiigii gibi genetik uzakhklar
morfometrik verilere dayanan ortalama taksonomik uzakliklara gore farkli kiimeler
olusturmuglardir (Sekil 3.2.6). Bu kiimelerden biri Elazig, $.Urfa, Hatay ve Bingél kiimesi,
bir digeri Kirklareli ve Edirne kiimesidir. Diger bir kiime ise Mugla, Adana, Artvin, Kars,
Ardahan, Igdir, Usak. Bolu, Amasya, Mersin ve Manisa'dan olusmaktadir. En son kiime 15€

geri kalan diger illen icine almaktadir.

Tiirkiye bal anlarmin 4 enzim lokusuna ait 12 aleli iizerinde yapilan uzamsal
otokorelasyon analiz sonuglar1 Tablo 3.2.2 ve Sekil 3.2.7 de verilmistir. Bu sonuglara gore
HK-87 6. ve 9. Mesafe gruplarinda istatistik anlamlilik tasiyan uzamsal otokorelasyonlar .
gostermisgtir. Bu alelin korelogrami da P<0.01 diizeyinde anlamlilik tasimaktadir. HK-100 de
iiciincii mesafe grubunda istatistik anlamlilik tastyan bir uzamsal otokorelasyona sahiptir.
MDH-65 birinci, sekizinci ve dokuzuncu mesafe gruplaninda istatistik bakimdan anlamli
(P<0.001) bir uzamsal otokorelasyon gostermektedir. MDH-87 sadece sekizinci mesafe
grubunda anlamh bir uzamsal otokorelasyona sahiptir.r MDH-100 ise MDH-65 gibi birinci, ve
sekizinci mesafe gruplarinda hesaplanan uzamsal otokorelasyon istatistik anlamhilik
tasimaktadir (P<0.001). MDH-65 ve MDH-100 korelogramlan da istatistik bakimdan
anlamlilik (P<0.001) tagimaktadir. MDH-87 ise yine istatistik bakimdan anlamh (P<0.05) bir
korelograma sabiptir. EST-70 ve EST-100 besinci ve dokuzuncu mesafe gruplarinda

istatistik anlamlilik tastyan (P<0.05) uzamsal otokorelasyona sahipﬁr. Fakat bu alellenn
korelogramlari istatistik bakimdan anlamh degildir.

Tablo 3.2.2. Morfometrik verilerin Uzamsal otokorelasvon analizinde elde edilen Moran-I

degerler.

5 6 7 8 | 9 Korelogra
m olasihigt

PGM-63 -0.18 | 0.10 | 0.02 009 | 010 { 009 | -010 0.642
PGM-75 0.12 | -0.0F 1 -0.02 013 { -011 | -0.03 0.04 1.000
PGM-100 0.11 -0.01 | -0.02 012 | -011 | -004 | 003 1.000
HK-87 0.01 005 | -0.02 007 | 017> 001 | -017 0.607
HK-100 0.09 | -0.10 | 0.09* . 007 | 012 014 0.06 0251
HK-110 0.09 | -002 | -0.03 0.08 0.09 011 -0.13 -0.07 0,534
HK-120 -0.01 | -0.03 | 0.04 0.08 004 | -011 | -004 -0.12 - 0.839

002 | 003 | 013 | -0.23* | -0.27* 0.000

MDH-65 0.65** | 0.04 | -0.07

MDH-87 002 | 006 | -007 | 001 | -003 | -004 i 008 | 0.13** | -0.01 0.047
MDH-100 | 0.61** | 003 | -0.1 000 | 002 .005 @ 015 | -0.26* | -0.04 0.000
EST-70 0.17 002 | 008 | 008 { 0.13*| 000 016 -0.01 -0.35* 0.133

EST-100 0.16 002 | 008 | 007 | 0.14* | -001 016 1 -003 | -0.32*% 0.189
Uza. siniri 150 300 450 600 756 900 1050 1200 1470
Loka. ¢ifti 27 86 120 107 106 82 54 49 35
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Sekil 3.2.6. Enzim sistemlerinin alel frekanslanindan elde edilen iller arast genetik

Uzaklik matrisine gore 37 ilin siniflandinlmasi.
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Sekil 3.2.7. 1 2 alelin Tirkiye sathinda 37 ilde gosterdigi degigkenlik tizerinde

vzpilan Uzamsal Otokorelasyon Analizi sonucu olusan korelogramlar.
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MITOKONDRI ve NiKILEER DNA ANALIZLERI

Mitokondri DNA’'si ve niikleer DNA’sinda RFLP znalizleri yapmak i¢in ¢ok
degiskenli istatistik analizlerde elde edilen sonuclara goére koloniler segildi. Tiirkiye’den
toplanan 406 koloninin "SAHN clustering" ile analizleri sonucunda olusan 5 kiimeden toplam

78 koloni DNA analizlerine tabi tutuldu. Segilen 28 koloninin dagilimi Tablo 3.3.1'de

verilmistir.

Tablo 3.3.1. Secilen 28 koloninin illere gore dagihimlar

Iller Koloni | Iller Koloni
’ Sayisi Sayisi
Ankara ] Kayseri 2
Van 3 Eskisehir 3
Zonguldak 3 Ardahan 4
Karaman 2 Artvin 1
Edirne 4 Hatay 5

EcoRI enzimi ile kesim sonucu:

Biitin mtDNA’ nin EcoR I enzimi ile kesimi sonucunda Karnika\Ligustika paternine
karsihk gelen 4 parga elde edildi (DNA pargalarinin yaklagik agirliklan 11Kbp, 4.5Kbp, ve 2
adet 500bp den kiigiik par¢a gozlendi. 28 koloniden biri hari¢c hepsi ayni tip profile sahip
oldugu gozlendi. 5 Hatay kolonisinden birinde iki kiigiik DNA pargasi yerine sadece 1 adet 2
Kbp agirliginda bir parga bulundu (Afrika orgiisii).

Xba I enzimi ile kesim sonucu:

Xba 1 restriksiyon enzimi ile kesim sonucunda yaklagik 2girliklan 10Kbp, 4.5Kbp ve
2Kbp olan 3 mtDNA par¢asi elde edilmistir. Bu enzim kesim sonuglari da bir 6nceki enzim
sonuglarinda oldugu gibi Karnika\Ligustika paternine karsilik gelcigi gozlendi. 28 koloniden,
2 Hatay kolonisi digerlerinden farklilik gosterdigi bulundu Bu iki kolonide yaklasik
agirliklar 9.5 ve 6.5Kbp olan iki adet parca tespit edildi (Afrika Srgtisti).
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Bgl Il ve Bcl I enzimi ile kesim sonuglari:

Bu iki restriksiyon enzimi ile kesim sonucunda taranan 28 koloninin hepsinic aym tip
bant paternine sahip oldugu tespit edildi. Bg/ I1 kesimi sonucunda agirhklan 13.2Kbp, ve
3.8Kbp olan iki parga bulundu. Aym gekilde Bel 1 enzimi kesimi sonucunda vaklagik
agirliklart 7 Kbp ve 6Kbp olan iki mtDNA pargasi gdzlendi.

Yukanda agiklanan deneylerde 6 baz taniyan restriksiyon enzimleri kullanildi.
Kullanilan bu enzimler ile gok az varyasyon bulundugundan dolay1 4 veya 5 baz taniyan
restriksiyon enzimlerinin kullamlmasina karar verildi. Bu enzimlerin mtDNA’sim daha
siklikta kesebileceklerinden varyasyon bulma sanst artacaktr. Bir diger yonden bu
enzimlerin kullamlmasimn da bir sakincast vardir. Cok fazla DNA fragmani elde
edileceginden bir ¢ok kiigiik parganin gbzlenmesi imkansiz hale gelecektir. Bu yiizden biitiin
mtDNA’nin bu enzimlerle kesimi yerine varyasyon olabilecek mtDNA genleri Polimeraz

Zineir reaksivonu (PCR) ile gogaltilarak restriksiyon enzimleri ile kesilmigtir.

Arilarda mtDNA, 13 protein geni, 2 rDNA geni ve 22 tRNA geni kodlamakzadir. Bu
bélgeler arasinda ND2 (700bp), CO-I (1Kbp), COI-COIl Intergenik bolgesi (800bp) ve A+T
bazlaninca zengin olan bdlgeye (750bp) uygun primerler kullanilarak gogaltilan mtDNA
bolgesi yukanda bahsedilen yontem ile gogaltilip 4 baz tantyan (4lu 1, Rsa 1, Cfo 1. Hae I,
Taq 1) ve 5 baz tamyan (Hinf]) restriksiyon enzimleri ile kesilmislerdir.

ND2 bolgesi:

Taranan 28 koloniden Hinf 1 enzimi ile kesim sonucunda sadece Ardahan ve
Eskisehir’den alinan kolonilerden 1’er tanesi digerlerinden farkh bant profiline sahip oldugu
bulundu. Kullanilan diger 5 enzimde ise higbir farkhiliga rastlanmadi.

CO-I bolgest:

Alu 1. Rsa 1, Cfo 1 ve Hae 1II restriksiyon enzim analizleri sonucunca hichir
varyasyona rastlanmamstir. Hinf1 enzimi ile kesim sonucunda 28 koloniden 27’siniz ayn1 tip
kesim profiline sahip oldugu bulundu. Hatay’dan 1 koloninin farkh kesim profiline sahip
oldugu gozlenmistir. Tag I enzimi ile kesim sonucunda ise Hatay’dan segilen bir koloni 27

koloniden farkli restriksiyon enzim profili ortaya koymustur.
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COI-COII Intergenik bdlgesi:

Kullanilan 6 farkli restriksiyon enzimi analizi sonucunda hig¢ bir varyasyona
rastlanmamistir. Sadece Hatay’dan alinan bir kolonide bu bélgenin daha biyiik oldugu
gozlenmistir. Diger bir deyisle elektroforez sonucunda agir oldugundan dolay1 daha yavas

ylriimustur.
A+ T bazlarinca zengin olan bolge:

Bu bdlge mtDNA’min replikasyonunun baslangig bolgesidir, baz dizisi %95’ten ¢ok A
ve T icermektedir. Bu bolge 800 bp uzunlugunda olup PCR ile ¢ok iyi cogaltilma yapilmasina
ragmen kullamlan 6 enzimin higbirinde varyasyon bulunamamistir. mtDNA iizerinde
¢ogaltilan bu bélgeier disinda 1 adet niikleer DNA bolgesi de galisilmigtir. Bu bélge ITS 1

(Internal Transcribed Spacer)’dir.
ITS 1 bolgesi

Bu bolge niikleer DNA iizerinde 18 SIDNA ve 5.8 StDNA alt {initeler1 arasinda
bulunmaktadir (Sheppard ve McPheron, 1991). Bir ¢ok PCR sartlar1 denenmesine ragmen bu
bélgenin gogaltilmasi miimkiin olmamigtir. Bunun tizerine bu boélgenin ¢aligiimasina devam

edilmemigtir.

Yapilan bu 6n galismalar sonucunda Tiirkiye bal anlarinda EcoR 1 mtDNA paterninin
arastinlmasma ve mtDNA genleri arasinda ise CO-I bolgesinin gogaltilarak Hinf 1
restriksiyon enzimi ile kesilip DNA profillerine bakilmasina karar verilmigtir. Daha sonra
Tiirkiye’den toplanan her koloniden 2 is¢i an Gmeginden total niikleik asit izolasyonuna

baslanmistir. Ornekleme yapilan iller ve koloni sayilan Tablo 2.1 de verilmistir.

Tiirkiye sathinda yapilan érneklemeler sonucunda 37 ilden toplam 330 koloniden
alinan isci anlarn total niikleik asit izolasyonlanm takiben mtDNA EcoR I restriksiyon
enzimi ile kesilmistir (Sekil 3.3.1). Bu analiz sonucunda 3 farkli mtDNA kesim profili
bulunmustur. Balikesir’den 6rneklenen bir koloninin analizi sonucunda bulunan mi:DNA
kesim profili su ana kadar rastlanmams yeni bir profildir (Sekil 3.3.2). Kesim sonucu
gézlenen bir diger kesim profili Afrika kesim profilidir. Bu profil analizi yapilan 330 koloni
icerisinde sadece 6 tanesinde gozlenmistir. Bu profillerin hepsi Hatay’dan Orneklenen
kolonilerde (Esentepe-Iskenderun, Kamberli-Altinézi, Duttepe-Altinozii, Cigdede-Samandag,
Aslanyazi- Yayladagi[2],) bulunmustur. Analizi yapilan diger kolonilerin hepsi Karnika\

Ligustika bal arilarinda gozlenen profil géstermistir ( Sheppard ve ark, 1991; Smith, 1989).
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Sekil 3.3.1. Bal anist mtDNA'sinin EcoRI restriksiyon enzimi ile kesimi.
(Lane 1-12) Lane 6: Afrika drgiisii, Lane 1-5, 7-12: Karnika\
Ligustika orgiisii.

Sekil 3.3.2. Bal arist mtDNA'sinin EcoRI restriksiyon enzimi ile kesimi.
(Lane 1-19) Lane 2: Balikesir'den alinan kolonin:n gosterdigi

bilinmeyen yeni bir org
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Karboksil Oksidaz 1 (CO-I) gen (1000 baz cifti) bolgesinin mtDNA dan PCR ile
cogaltilmasini takiben Tag 1 ve Hinf I restriksiyon enzimleri ile kesime tabi tutulmusglardir.
Bu enzimlerin kesim islemi sonucunda 2 farkli kesim profili gézlenmistir. Birinci profile
sahip kolonilerde bu enzimlerin tamdig: baz dizisine rastlanmamgtir. Ikinci kesim profilinde
ise en az 1 adet restriksiyon enziminin tamdigi baz dizisi bulunmustur. Bunu kesim
sonucunda yapilan agaroz jel analizinden éniamakta)qz. Agaroz jel lizerinde 2 bant
gbzlenmisgtir. 330 koloninin analizi sonucunda Afrika EcoR 1 kesim profili gozlemledigimiz
kolonilerde, sonradan bahsettigimiz CO-I bblgesi Hinf 1 ve Taq I kesim profili bulunmustur.

Sekil 3.3.3. CO 1-CO II bélgesinin Tag I restriksiyon enzimi ile kesimi sonucunda
olugan farkl: orgiiler.

o2 6 5 8 = 5 0w &

Sekil 3.3.4. CO I-CO Il bolgesinin Hinf1 reétriksiyon enzimi ile kesimi sonucunda
olusan farkh orgiiler.
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BOLUM IV
TARTISMA

MORFOMETRI

Bu calisma Tiirkiye bal ansi (4dpis mellifera L.) toplumlari iizerinde yapilmis olan
kapsamh bir morfometrik ve elektroforetik caligmadir. Tirkiye'nin farkli bélgelerinden bal
anlan morfometrik ve genetik (izoenzimik ve mtDNA’st) olarak karakterize edilmigtir. Daha
6nce Tiirkiye bal anisi irklart hakkinda bildiklerimiz yabanci aragtiricilarin yaptigi ¢aligmalara
dayaniyordu (Bodenheimer, 1943; Maa, 1953; Brother Adam, 1983; Rutner, 1988). En son
Ruttner (1988) Tirkiye bal anlarnnin {izerinde yaptign morfometrik caligmalara dayanarak
Tiirkiye’de bal ansinin 4 alttiiriintin oldugunu ileri siirmistiir. Bu alttiir veya irklar Orta ve
Bati Anadolu’da A.mellifera anatoliaca, Dogu ve Giineydogu Anadolu’da A.mellifera meda.

Kuzeydogu Anadolu’da A.mellifera caucasica, ve Trakva da A.mellifera carnica’dir.

Bal arilar ilden ile bu ¢alismada dlgiilen morfometrik karakterler bakimindan yiiksek
istatistik anlamhlik tastyan (P<0.001) degisim gdstermektedir (Tablo 3.1.2). Bu ¢ahgmada
anilar iizerinde yapilan morfometrik analizler Ruttner’in goriislerini kismen dogrulamislardir.
Artvin ve Ardahan érnekleri birlikte simiflandinlmis ve Igdir, Kars ve Amasya ornekleri ile
iliskileri oldugu ortaya gikrmstir. Burada Artvin ve Ardahan omekleri siyah kafkas anlanm
(Apis mellifera caucasica), Igdir, Kars ve Amasya ornekleri ise bilyiik bir olasilik ile kafkas

arist, Iran arisi ve Anadolu arisi arasindaki melezlerdir.

Diger taraftan Kirklareli, Van ve Kastamonu anlan diger Anadolu anlarindan farklh
bir grup olusturmuglardir. Tablo 3.1.1 incelendiginde kubital a ve kanat genisligi en yuksek

olan ti¢ an 6rnegi Kurklareli, Van ve Zonguldak illerine ait 6rneklerdir.

Bu parametrelerin belki de sansa bagh olarak i 1ide de yiiksek olmasi bu illere ait
6rneklerin birlikte siniflandinimasina neden olmugtur. Kastamonu, Kirklareli ve Van illen
arasinda bir gezginci ancihk baglantisi yoktur (Sekil 4.1.11. Bu nedenle bu bolgeler arasinda
bir melezlenme de sdz konusu degildir. Bu iig ile ait drnekler kendi aralarinda bir aynsim
fonksiyon analizine tabi tutulduklari zaman gayet iyi bir digimde ayrldiklan gorulmisgtiir.

Olgiilen karakter sayisinin arttirilmas bu sekilde olugan soruglar bir 6l¢lide onleyebilir.
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i aneilann Tirkiye iizerinde gidis ve gelis rotalan

Sekil 4.1.1. Gezginc

( Y1lmaz, 1996' dan )
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Temel 6geler analizi, ¢ok yonlii aynsim fonksiyon analizi ve fenogramda (Sekil 3.2.6)
diger gruplardan ayri olan bir grup da §$.Urta’dan gelen o6rneklerdir. Bu Smekler aym
zamanda diger 6rmeklere gore viicut iriligi bakimindan kiigiiktiirler. Birinci eksen iizerindeki
konumlan bu anlarmn diger anlardan daha kiicik oldugunu gostermektedir. Aynca ikinci ve
liglincii temel 6ge eksenlerinde de diger 6rneklerden farkh olmalan viicut sekli bakimindan da

farkli olduklarini géstermektedir.

$.Urfa ve Hatay anlan biiylik bir olasilik ile Suriye’de bulunan A.mellifera syriaca ile
A.mellifera anatoliaca ile melezleridir. $.Urfa ve Hatay’in bal arilan agisindan melezlesme

bolgesi oldugu diisiiniilebilir.

Burada Artvin iline ait Ornekler binnci temel 6ge eksenine gére en sagda yer
almaktadirlar. Bu da Artvin 6rneklerinin en biyiik an 6rnekleri oldugunu gostermektedir. Bu
bolgeden gelen anlar Kafkas arisi olduklan i¢in bu sonug¢ beklenir. Bir de Hatay orekleri
birinci eksen Uzerinde $.Urfa Orneklerine en yakin 6meklerdir. Bu ¢ok gruplu ayrigim
analizinde daha iyi bir sekilde gériilmektedir (Sekil 3.1.2). Hatay 6mekleri (170-179) grubun
sol alt késesinde ayn bir grup olusturmaktadirlar. Bu, yedi ile ait drnekler segilerek ayrisim
fonksiyon analizine tabi tutulunca daha agik bir gekilde gériilmektedir (Sekil 3.1.4). Bu
sekilde Hatay 6rmekleri (24-33) ayn bir grup olugturmaktadirlar.

Bu sekilde beklendikleri gibi Mugla omeklerinin diger gruplardan ayn bir grup
olusturdugu ve Igdir ve Ardahan’in da ayn bir grup olusturdugu gériiniir. Diger bir grup ise
Elaz1§, Bingol ve Malatya an 6rneklerinin olusturdugu gruptur.

Burada Igdir ve Ardahan Omeklennin ayni grupta ¢ikmalan Dogu Anadolu’da
olmalan nedeni ile beklenen bir sonugtur. Fakat Ardahan anlan siyah kafkas anlar iken Igdir
anlan renkleri itibani ile Iran arilarma (Apis mellifera meda) benzemektedir. Bu da arilarin

sadece renklerine gore siniflandirilmasinin ne denli yamltici olabilecegini gostermektedir.

Bu sonuglara gére Anadolu’nun kuzey dogusunda Kafkas arilan, giineyinde $.Urfa’da
Apis mellifera syriaca veya onun melezleri, B:ngdl, Elazig, Malatya’da Apis mellifera meda,
orta ve bati Anadolu’da Apis mellifera anaroi:aca, Kuzey bati Anadolu'da ise 4pis mellifera
carnica. Hatay’da ise Apis mellifera anami:aca’nin Apis mellifera syriaca ile melezleri

bulunmaktadir.

Gok gruplu aynsim analizindeki grup sentroitlen arasinda hesaplanan ortalama

taksonomik mesafelerden elde edilen fenogramda olusan gruplar da ayni sekilde agiklanabilir.
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1.25 fenon cizgisi diizeyinde 1.grup Kafkas arilarini, 2.grup Anadolu anlanni, 3.grup. $.grup
ve 6.grup gezginci aricilik nedeniyle etkilenmis gruplardir. Hatay burada yine tek basina bir
grup olusturmaktadir. $.Urfa da tek basina bir grup olugturmaktadir. Kirklareli ve Van bir

grup olugturmaktadirlar. Zonguldak tek bagina bir grup olugturmaktadir.
ENZIM POLIMORFIZMI

Avrupa ve Amerika’da yayilmis bal ansi toplumlannda enzim polimorfizmi avrintily
bir sekilde cahsilmistir. Bu galigmada daha 6nce calisilmamus olan Tirkiye bal aniannda
enzim polimorfizmi iizerinde kapsamh bir aragtirma yapilmistir ve Tiirkiye’deki bal amnsi
toplumlarinin galisilan diger toplumlara gére ¢ok daha fazla genetik ¢esitlilige sahip oldugu
ortaya ¢ikmmistir. Cahsilan enzimler igerisinde en fazla polimorfizmi gdsteren lokus PGM
lokusudur. PGM lokusu daha énce de ¢esitli arasunicilar tarafindan ¢alisilmistir (Mestriner ve
Contel, 1972: Bruckner, 1974, Contel ve ark., 1977, Nunamaker, 1980; Nunamaker ve
Wilson, 1980, Badino ve ark, 1983; Sheppard ve Berlocher, 1985; Sylvester, 1986). Bu
aragtinicilardan higbirisi PGM lokusunda bir varyasyona rastlayamamgtir. Del Lama ve ark.
(1985) ilk kez Afrika kokenli anlarin melezlerinde ve Almanya kokenli karniol anlaninda
PGM lokusunda polimorfizm oldugunu gostermistir. Bu ¢alismada PGM-45 ve PGM-63
alelleri de bulunmustur (Tablo 3.2.1). Daha &nceki cahigmalarda “fast (lzl1)”, “Medium (orta
hizl1)” ve “slow (yavas)” séz edildigi igin bu alellerin Fast PGM-100, Medium PGM-75,
Slow ise PGM-45 veya PGM-63 olabilir. PGM-45 ve PGM-63 daha &nceki ¢alismada
(Kandemir ve Kence, 1995) gozlenmemistir. PGM-45 veya PGM-63 alellerinden bin daha

once literatirde hig bildirilmemistir.

EST-3 de gozlenen varyasyon, Badino ve ark. (1988) tarafindan Yunanistan arilan
icin bildirilen varyasyona benzemektedir. Bu ¢alismada EST-130 nadir bir aleldir. ve 37
ilden sadece Edirne’de gozlenmigtir. EST-70 ise ikinci siklikta goriilen aleldir ve 37 ilden
23’iinde varvasyona sahiptir. Bu enzim sisterni EST-100 aleli bakimindan ¢alisilan 37 ilden
7°sinde sabitlenmistir. Badino ve ark. (1985) EST-100%iin frekansim Sicilya’da batidan
doguya gidildikg¢e arttigini bildirmistir. Bu ¢aligmada ise giineyden kuzeye dogru gidildikge
EST-100’{in frekans: artmaktadir (Sekil 3.2.4).

Hekzokinazin bu calismada 5 aleli tespit edilmistir. Daha 6nce hi¢ bir calismada bes
alel birden bulunmamustir. Avrupa bal anlannda HK-100 sabitlenmigtir. Tiirkiyve'de ise
Avrupa’daki duruma paralel olarak HK-100 sabitlenmigtir. Karadeniz bolgesinde ise Bolu ve
Artvin illeri haric ornekleme yapilan diger illerde HK-1007tin gen frekansi 1.000°e esittir.
Hekzokinaz 100’iin frekansinin en diisiik oldugu 1l Bingol’diir (P=0.685). HK-120 alelinin




|
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gen frekansinin en yiksek oldugu il de yine Bingdl'dir. Hekzokinazin nadir alellerine

Anadolu’nun giliney kisimlarinda daha sik rastlanmaktadir.

Hekzokinazin Tiirkiye diginda Afrika kékenl: anlarda polimorfizm  gosterdign
bildirilmistir (Del Lama, 1985; 1990). Bu da Tirkive zin Afrika anlari ile baglantisini

gosteren diger bir kamitur.

Bu ¢alismada Malat dehidrogenazin 4 aleli buunmustur. Orta Anadolu anlan
{izerindeki Onceki cahsmada (Kandemir ve Kence, 1995 MDH’in 5 aleli bulunmustur.
Sheppard (1988) A.B.D bal arisi toplumlari i¢in 3 (MDH-65, MDH-80, MDH-100) alel
bildirmistir. Sheppard ve Berlocher, (1985) Apis mellifera [igustica toplumlarinda MDH-87

alelinin varhigim bildirmistir.

MDH Apis mellifera’da en ¢ok ¢aligilan enzimcir. Coelho ve Mitton (1988) farkh
MDH genotiplerinde farkli oksijen tiiketimi oldugunu géstzrmislerdir. Cornuet (1983) MDH
alellerinde bir kuzey giiney farkhlagmasi oldugunu bildirrr:s ve Nielson ve ark. (1994) yine
MDH alellerinde Amerika’da bir kuzey giiney farkl:izsmast oldugunu gostermislerdir.
Cornuet (1983) MDH-80"in frekansi giineye gittikge azalcizini, Nielsen ve ark. (1994) benzer

bir farkhlasmanin Kuzev Amerika ve Gliney Amerika’da o:dugunu géstermislerdir.

Bu ¢aligmada da uzamsal otokorelasyon analizi sonucuna gére MDH’de ‘cline’
denilen bir farklilasma vardir. Giiney bolgelerinde MDH-{ (0 sabitlenmis oldugu halde Kuzey
bolgelerinde 6zellikle Edime ve Kirklareli’de MDH-100’in frekansi dismistir.
Yunanistan’da MDH-100’iin frekansi kuzeye gidildik¢e dZsmektedir. Girit adasinda bu alel
sabitlenmis durumdadir. MDH-116 daha onceki ¢ahgmalarda bildirilmemistir. Onceki
¢alismada Orta Anadolu bal anlarninda bulunan MDH-I133’te daha o6nceki ¢aligmalarda
bildirilmemigtir.

Cornuet ve ark. (1995) bal anlannda MDH dzerine yaptigi bir ¢ahismada
heterozigotlarda MDH in daha kararli oldugunu gésterrmislerdir. MDH-65 ve MDH-100
heterozigotlarinin diger heterozigotlardan daha kararli olduzu da bu ¢aligmada gosterilmig ve
MDH'da goriilen kuzev giiney farkhlagmasini sicakhzz dagh kararlihgi ile agiklamaya

calismislardir.

Anadolu’daki  MDH-100 gen frekansi Afrikz xdkenli anlarin gen frekansina
benzemektedir. MDH-65 gen frekanst Anadolu anlannéz  diisiiktiir ve ligistica ve carnica

alttiirlerinde ise yiiksektir. HK alelleri aym gekilde Arzdolu ve Afrika kokenli anlarda
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varyasyon gosterirken, Ligustika ve Karnika alttiirlerinde HK-100 sabitlenmustir. Bu da

Anadolu anlan ile Afrika anlan arasinda bir iliski oldugunu gostermektedir.

Temel ogeler analizinde ve genetik uzakliklarina gore illerin kiimelendirilmesi ile elde
edilen fenogramda Elazig, Bingol, Hatay ve S.Urta genetik olarak birbirine benzer
cikmiglardir.  Bu bolgeler arasinda gezginci ancilix nedeniyle yogun bir gen akigt vardir
(Sekil 4.1.1). Bu nedenle bu bolgelerin genetik olarak birbirine yakin gikmasi anlagilabilir.
S.Urfa ve Hatay anlarn glineyde A. mellifera sxraca ile temas halindedirler. S.Urfa'da
6rneklenen toplumlarin Apis mellifera syriaca’nin verel bir toplumuna veya bu alttiirden ok
etkilenmis bir topluma ait oldugu sdylenebilir. Hatay bal aris1 toplumlart da ayni sekilde Apis
mellifera syriaca ile Apis mellifera anatolica’nin melezlenmesiyle olusan melez toplumlardir.
Kayseri, Van, Balikesir, Trabzon, Eskisehir, Kastamonu anlan genetik olarak birbirlerine
yakin bulunmuslardir (Sekil 3.2.6). Van arilan daha once de morfometrik olgimlere gore
Kirklareli ve Zonguldak’a yakin bir sekilde amflandinlmislardir. Burada da Kastamonu,
Eskigehir, [zmir., Balikesir gibi bati Anadolu illerinin arilar ile birlikte siniflandinimglardir.
Van an ornekleri Bingol, Elazig gibi dogu anadolu orneklerinden gerek morfometrik olarak
gerekse genetik olarak ¢ok farklilik gostermektedirler. Bu Bati Anadolu’dan Van’a gelen
gezgincl aricilar ile aciklanabilir, ya da daha bityiik bir olasihik ile Van an toplumlant Dogu
Anadolu anlarindan farkli bir alttiirii temsil etmektedir. Adam (1987) Apis mellifera anatolica
{izerinde izlenimlerinden soz ederken bu irkin yavgin olarak bulundugu bir yerde adaciklar

halinde farkli bir alttiir bulunabileceginden bahsetrmigur.

Sekil 3.2.6’daki fenogramda Kirklareli ve Edirne arilan Avrupa ari toplumlan olarak
birlikte simflandirilmiglardir. Bu fenogramda ilging diger bir gozlem de Artvin ve Ardahan
ant toplumlannm Usak, Amasya, Mersin ve Manisa ar toplumlan ile aym grupta yer
almalandir. Bir diger ilging bir gozlem de Sivas ve Antalya bal ansi toplumlarinin birlikte
simiflandiniimalandir. Morfometrik l¢iimlere dayanan snceki fenogramda (Sekil 3.1.3) da
Sivas ve Antalya anlan birlikte simflandinimislardi. Bu sonuglar gezginci ancilik nedeni ile

meydana gelen toplumlar arasi gen akist ile agiklanabilir.
mtDNA’s1

mtDNA sinda kullamlan restriksiyon enziraleri ile yapilan calismada Turkiye'de fazla
bir varyasyon bulunamamigtir. Daha farkli mtDN A genleri ve daha ¢ok restriksiyon enzimleri
kullanilarak vapilacak bir ¢aligma ile Tirkiye bzl ansi toplumlarinda daha fazla varyasyon
bulma olasidir. Bu tir bir ¢ahisma igin oneml: Olgiide mali kaynak gerekmektedir. Bu

calismada mtDNA’nIn Hatay arilarinda diger Tirk:ye anlarindan farkli olarak Afrika orgusi

(pattern) gosteren bir haplotipine rastlanmigtir. Bu da Hatay'in bir melez bolgesi oldugunu




destekleyen guglii bir kanitur. Bunun diginda bir de Balikesir'de literatiirde daha once hig
bildirilmemis bir mtDNA 6rgiisiine rastlanmistir. Bu biiyiik bir olasilik ile mtDNA’da olugan

bir mutasyondan dolayr mevdana gelmis olabilir.

Sonug olarak bal arilarinda (Apis mellifera 1.) Tirkiye'de Dinyanin higbir tlkesinde
daha 6nce hi¢ gozlenmemis bir genetik g¢esitlilik gozlenmistir.  Anadolu’da ilk defa tespit

edilerek bildirilen PGM. HK ve MDH alelleri bal arilarimin Tirkiye’de uzun bir siiredir

evrimlestiklerini gostermektedir.

Bu genetik hazinevi koruyabilmek i¢in, genetik ¢esithligin ne durumda oldugunu
bilmek zorundayiz (Kence. 1987;1988). Bu ¢aligma da gezginci aricihi@m arr toplumlarimi
énemli Slgiide etkiledigint gostermistir. Bu gen kaynaklarinin gezginci aricilik nedeniyle daha

fazla etkilenmemesi i¢in bazi 6nlemleri acilen almak gerekmektedir.

I. Gezginci aricilarin bir bolgeye girmeden 6nce arilarm ¢iftlesme donemlerinin gegmis
olmasi gerekir.

2. Bazi yerel bal ansi toplumlani korunmaya aliarak, gezginci aricilarin ulagamadigl
yerlerde tutulmahdirlar.

3. Bu sekilde arilarin korunmasi miimkin degilse arilarin suni dolleme yontemi ile

soylarinin siirdiirilmesi saglanmalidir.

Anadoluda binlerce yilda olusmus bir hazineyi korumak icin gerekli ¢alismalara vakit
gegirmeden baglanmahidir. Tirkiye bal arilarm genetik ¢esithiligi agisindan Glney Dogu
Anadolu ¢ok ilging bir melez bolgesidir. GAP projesinin gelismesi ile bu bolgede degisecek
olan iklim kosullar1 nedeni ile bu bodlgedeki art adaptasyonlarinin arastirilarak korunmasi
gerekmektedir. Bu bolgede tanimsal tiretim artacagindan dolay: bolgede oncelikle tozlastiric

olarak bal arilarina olan ihuvac daha da artacaktir.
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