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Oz

Bu calismada, Tiirkiye’nin Trakya bolgesinde bulunan bal aris1 populasyonlarinda genetik varyasyon mitokondriyel genomda 16S
rDNA ve ND5 gen bolgeleri kullanilarak arastirilmistir. PCR-RFLP ve DNA dizi analizi yontemlerinden yararlanilarak 16S rDNA
ve ND5 gen bolgeleri Dral, Mboll ve Swal restriksiyon enzimleri ile incelenmistir. Trakya bolgesinin Tekirdag, Edirne, Kirklareli
illeri ile Canakkale ve Gokg¢eada’nin farkli yorelerinden olmak iizere toplam 100 adet is¢i ar1 6rnegi materyal olarak kullanilmustir.
Bu caligmada, 16S rDNA ve ND5 gen bolgelerinin Dral ve Swal restriksiyon enzimleri ile kesiminde iki farkli haplotip elde
edilmistir. 16S rDNA/Dral kesimi bakimindan Tip 1 haplotipinde 6 kesim noktast tespit edilmis ve 315, 212, 116, 116, 92, 70 ve 44
be'lik kesim profili elde edilmistir. Tip 2 haplotipinde ise, C — T transisyonu sonucu 705. pozisyonda meydana gelen nokta
mutasyonu sonucu ilave bir kesim noktasi daha olusmus ve bu haplotipte 8 bantlik kesim profili elde edilmistir (215, 212, 116, 116,
100, 92, 70 ve 44 be). 16S rDNA/Swal bakimindan Tip 1 haplotipinde iki kesim noktasi sonucu 359, 324 ve 282 bg’lik bant profili
tespit edilmis, ayni gen bdlgesinin 196. niikleotidinde meydana gelen A—T transversiyonu sonucu yeni bir kesim noktasi daha
olugsmus ve 359, 324, 195 ve 87 b¢’lik 4 bant veren kesim profili elde edilmistir. Fakat bu bdlgenin Mboll restriksiyon enzimi ile
kesimi sonucunda tiim 6rneklerde 16S rDNA/Mboll bakimindan tek tip haplotip belirlenmistir. ND5 gen bolgesinde ise sadece Dral
restriksiyon enzimi ile kesim sonucunda varyasyon elde edilmistir. ND5/Dral kesimi bakimindan Tip 1 haplotipinde 440, 270 ve 112
be’lik bant profili elde edilirken, ayni gen bolgesinin 383. pozisyonda meydana gelen T—C transisyonu sonucu Dral restriksiyon
enzimi kesim noktasi kaybolmus ve 552 ve 270 bg’lik 2 banttan olusan kesim profili elde edilmistir. ND5 bdlgesinin Mboll ve Swal
restriksiyon enzimleri ile kesiminde varyasyon bulunmamus ve tiim drneklerde tek tip haplotip elde edilmistir.
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Analysis of mtDNA 16S rDNA and ND5 Genes in Thracen Honey Bees of Turkey (Apis mellifera L.)
Abstract

In this study, it was aimed to determine the genetic variation among honey bee populations in Thrace region of Turkey using 16S
rDNA and ND5 gene regions. DNA sequencing and PCR-RFLP was done by Dral, Mboll and Swal restriction enzymes. A total
of 100 worker honey bees samples were used from different regions of Tekirdag, Edirne, Kirklareli, Canakkale provinces and
Gokgeada Island. In this study, two different haplotypes were identified with Dral and Swal restriction enzymes in 16S rDNA
and ND5 gene regions. Seven bands of 315, 212, 116, 116, 92, 70 and 44 bp were observed in Type 1 haplotype in terms of 16S
rDNA/Dral restriction. In Type 2 haplotype, there is an additional restriction site at position 705 which is a result of C—T
transition and this haplotype gave 8 band pattern (215, 212, 116, 116, 100, 92, 70 and 44 bp). For the 16S rDNA/Swal restriction,
3 different bands of 359, 324 and 282 bp was determined in Type 1 haplotype. In Type 2 haplotype, there is an additional
restriction site at position 196 which is a result of A—T transition and this haplotype gave 4 band profile of 359, 324, 195 and 87
bp bands. However, one haplotype was identified in all samples for 16S rDNA/Mboll. For the ND5/Dral restriction, 3 bands of
440, 270 and 112 bp was detected in Type 1 haplotype. Single nucleotide change at position 383 (T — C transition) resulted the
loss of the Dral recognition site in ND5 gene region. Thus, 2 bands of 552 and 270 were observed. No restriction site variation
was found in ND5 region with the restriction enzymes Mboll and Swal.
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Giris

Bati bal arist (Apis mellifera L.), yiiksek adaptasyon
kabiliyetinden dolay1r diinyanin pek ¢ok bolgesine
yayillmis ve en yaygin yetistiriciligi yapilan an tiiriidir.
Giinlimiizde bulundugu boélgelerin ekolojik kosullarina
uyum saglamis ¢ok sayida bal arisi cografik ki (alt tiir)
olusmug ve bu wklar igerisinde de farkli ekotipler
meydana gelmistir.

Bal arisi tiirleri igerisinde en fazla cografi varyasyona
sahip olan Bati bal arismin (Apis mellifera L.), diinya
tizerinde temelde 4 soya ayrilan toplam 27 alt tiirii oldugu
bildirilmektedir (Ruttner 1988, Sheppard ve ark. 1997).
Tiirkiye’de ise kuzey doguda Kafkas bal arisinin (A. m.
caucasica), giiney doguda Iran bal arismin (A. m. meda)
var oldugu bildirilmekte bunun diginda kalan bolgelerde
ise Anadolu arisimin (A. m. anatoliaca) yayilis gosterdigi
ifade edilmektedir (Ruttner 1988). Son yillarda
morfometrik ¢aligmalar ile molekiiler ¢aligmalarin birlikte
degerlendirilmesi sonucu giineyde Hatay ili civarinda
Suriye arisimm (A. m. syriaca) var oldugu ve Trakya
Bolgesi'nde ise Karniyol arisinin (A. m. carnica)
bulundugu bildirilmektedir (Smith ve ark. 1997, Palmer ve
ark. 2000, Kandemir ve ark. 2006). Bu bes alt tiire ilave
olarak da pek c¢ok ekotip (Mugla, Yigilca, Gokgeada vb.)
bulunmaktadir.

Trakya Bolgesinde Karniyol arisimin var olduguna dair
ipuglart mitokondriyel genomda c¢aligilan sitokrom C
oksidaz I ile II lokuslar1 arasinda (CoxI-CoxII aras1) ikinci
Xbal kesim noktasimin tespit edilmesi ile ortaya
konmustur (Smith ve ark. 1997, Palmer ve ark. 2000).
Daha oOnce yapilan c¢aligmalarda Avusturya ve
Balkanlar’dan alman A. m. carnica alt tiiriinii temsil eden
orneklerde ikinci bir Xbal kesim noktast bulundugu
bildirilmistir (Smith ve Brown 1990, Meixner ve ark.
1993). CoxI gen bolgesinde ikinci bir Xbal kesim noktasi
bulunan ve bulunmayan ar1 6rneklerinin bu gen bolgesinin

niikleotid dizilimi incelenmis ve farkliliga sadece tek bir
nokta mutasyonunun sebep oldugu belirlenmistir. ikinci
bir Xbal kesim noktasi bulunan ar1 6rneklerinde TCTAGA
seklinde olan niikleotid diziliminin, bulunmayan
orneklerde ise TTTAGA seklinde oldugu belirlenmistir.
Tiirkiye'nin  farkli  ydrelerinden alman bal arisi
orneklerinde ilave CoxI/Xbal kesim noktasi tespit
edilmezken sadece Trakya’dan alman oOrneklerde ilave
Coxl/Xbal kesim noktasi bulundugu bildirilmistir (Smith
ve ark. 1997, Palmer ve ark. 2000, Unal ve Ozdil 2017).
Bu kesim noktasi temelinde Trakya Bolgesinde Karniyol
arst orijinli farkl bir alt tiirlin veya ekotipin var oldugu
ifade edilmektedir.

Son yillarda Trakya bolgesinde tiim Tiirkiye’deki bal aris
alt tiirlerinden farkli bir alt tiirlin var olduguna dair
bulgular artmaktadir. Bu ¢alismada T.C. Gida Tarim ve
Hayvancilik Bakanligi tarafindan
kaynaklarinin korunmasi amaciyla izole bolge olusturulan
Kirklareli ilindeki bal aris1 populasyonlar1 da dahil olmak
iizere Tekirdag, Kirklareli, Edirne, Canakkale illeri ile
Gokgeada’dan bal aris1 &rnekleri almarak mitokondriyel
genomda varyasyon arastirilmustir.

yerli art gen

Materyal ve Yontem

Aragtirmanin = materyalini  daha dnce TUBITAK
1140883 nolu proje kapsaminda toplanan bal arilari
olusturmaktadir. Tekirdag, Kirklareli, Edirne,
Canakkale ve Gokgeada’dan olmak iizere toplam 100
adet bal aris1 ile c¢aligilmistir. Genomik DNA
izolasyonu, Hall (1990)’1in tanimladig: fenol-kloroform
ekstraksiyon yontemine gére yapilmustir.

DNA izolasyonunu takiben hedeflenen mitokondriyel
DNA 16S rDNA ve NDS5 gen bdlgelerinin ¢ogaltilmasi
amaciyla PCR iglemi gergeklestirilmistir. Kullanilan
primerler ve restriksiyon enzimleri ile ilgili bilgiler
Cizelge 1’de verilmistir.

Cizelge 1. mtDNA 16S rDNA ve ND5 genleri icin kullanilan primerler, restriksiyon enzimleri ve kaynaklar

Mitokondriyel DNA Primerler (5'—3") .

Lokuslart Enzim Kaynak

16S rDNA (965 bc) Dral

16S rDNA-F CAACATCGAGGTCGCAAACATC Swal Bouga ve ark., 2005
16s rDNA —R GTACCTTTTGTATCAGGGTTGA Mboll

ND5 (822 bg) Dral

ND5 —F TCGAAATGAATAGGATACAG Swal Bouga ve ark., 2005
ND5 -R GGTTGAGATGGTTTAGGATT Mboll
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16S rDNA ve NDS5 gen bdlgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in
hazirlanan PCR reaksiyonu; 25 pl karigim, 50-100 ng
genomik DNA, her primerden 0.5 pM, 1X PCR buffer,
2mM MgClz, 2 mM dNTP ve 1U Tag DNA Polimeraz
(Thermo Fisher, 10342020) seklinde hazirlanmistir.
PCR  kosullarmin  olusturulmasinda  kullanilan
primerlerin baglanma sicakliklari 16S rDNA lokusu i¢in
55 °C, NDS5 lokusu i¢in 50°C olarak belirlenmistir.

Mitokondriyel genomda 965 baz ¢ifti uzunlugundaki
16S rDNA ve 822 baz cifti uzunlugundaki ND5 gen
bolgeleri PCR iriinleri Dral, Swal ve Mboll restriksiyon
enzimleri (ER0221, ER1241 ve ER0821, Thermo Fisher
Scientific) ile protokole uygun olarak inkiibe edilmistir.
Restriksiyon enzimleri ile muamele sonrasi elde edilen
driinler % 2.5’lik agaroz jel elektroforezi ile sabit
voltajda 90 dakika yiiriitilmiistiir.

Bu c¢alismada PCR-RFLP yontemi ile elde edilen
genotiplerin dogrulanmasi amaciyla DNA dizi analizi
islemi (ABI 3500XL Genetic Analyzer, USA), ticari bir
firmadan hizmet alimi seklinde gercgeklestirilmistir
(MedSanTek Laboratuvar Malzemeleri San. ve Tic. Ltd.
Sti). Dizi analizi sonuglari MEGA7 (Molecular
Evolutionary ~ Genetics ~ Analysis  version  7.0)
programinda degerlendirilerek UPGMA dendogrami
¢izilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Bu ¢alismada Trakya Bolgesi’nden 6rneklenen bal arisi
populasyonlarinda iki farkli gen bolgesi (16S rDNA ve

315bg
212bg

116b¢

92bg
i

ND5) ile ¢aligilmustir. Bu gen bolgeleri Dral, Mboll ve
Swal restriksiyon enzimleri ile PCR-RFLP analizine
tabi tutulmus ve varyasyon bulunan haplotipler DNA
dizi analizi ile incelenmistir.

16s rDNA Gen Bolgesinin PCR ile Cogaltilmast ve
Enzim Kesim Sonuclart

Trakya Bolgesi’nde ¢alisilan bal aris1 populasyonlarinda
16S rDNA gen bolgesinin Dral enzimi ile kesilmesi
sonucunda 2 farkli haplotip belirlenmistir.

16S rDNA/Dral kesimi bakimindan yaygin bulunan
haplotip olan Tip 1 haplotipinde 6 kesim noktasi tespit
edilmis ve 315, 212, 116, 116, 92, 70 ve 44 bg'lik kesim
profili  elde edilmistir  (Sekil 1). Gokgeada/
Zeytinlikkdy’den alinan bir Ornekte farkli bir kesim
profili tespit edilmis olup bu haplotip Tip 2 olarak
adlandirilmigtir. Bu haplotip DNA dizi analizi ile
incelenmis ve bu g¢alismada ¢ogaltilan 965 bg
biiytikliigiinde 16S rDNA gen bolgesinin 705. pozisyonda
meydana gelen nokta mutasyonu (C — T transisyonu)
ilave bir kesim noktasi daha olugturmustur. CTTAAA
seklinde olan DNA dizisi TTTAAA olarak yeni bir Dral
kesim noktasi olusturmustur. 16S rDNA/Dral kesimi
bakimindan elde edilen Tip 2 haplotipinde 215, 212, 116,
116, 100, 92, 70 ve 44 bg olmak iizere 8 bantlik kesim
profili elde edilmistir. Gokgeada/Zeytinlikkdy’den alinan
bir O6rnegin disinda tiim oOrneklerde Tip 1 haplotipi
bulunmusgtur (Sekil 1).
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Sekil 1. 16S rDNA gen bolgesinin Dral restriksiyon enzimi kesim sonucu.

1-13. ornekler: Tip 1 haplotipi, 14. 6rnek: Tip 2 haplotipi, M: invitrogen™ 100 bp DNA Ladder. (1-3. drnekler:

Tekirdag, 4-7. omekler: Kirklareli, 8-10. ornekler: Edirne,

Gokgeada’dan alinmustir.)

Bouga ve ark. (2005), Yunanistan ve Kibris’a 6zgii bal
arist  Orneklerinde 16S rDNA gen bolgesinin Dral
restriksiyon enzimi ile kesimi sonucunda tek bir kesim
noktast oldugunu ve 557, 407 b¢ olmak {izere iki bant
elde edildigini bildirmislerdir. Kekegoglu ve ark.

11-12. Ornekler: Canakkale, 13-14. Ornekler:

(2009), Tirkiye bal aris1 populasyonlarinda ayni gen
bolgesi ile ¢ahismiglar ve 16S rDNA/Dral kesimi
sonucunda iki haplotip (A: 557 bg, 407 bg ve B: 964 bg)
belirlemislerdir. Ivonova ve ark. (2010), Bulgaristan ar1
populasyonlarinda ayni gen bolgesinde tek haplotip (B:


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&ved=0ahUKEwjPjab21sDXAhXRo6QKHePMD9QQFgg6MAI&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpubmed%2F27004904&usg=AOvVaw0mIBvaWwVcPy44St3dQmf2
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&ved=0ahUKEwjPjab21sDXAhXRo6QKHePMD9QQFgg6MAI&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpubmed%2F27004904&usg=AOvVaw0mIBvaWwVcPy44St3dQmf2
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964 bg) belirlemislerdir. Ozdil ve ark. (2012),
Tiirkiye’den ayrintili olarak i¢ Anadolu Bélgesi’nden
ornekledikleri bal arilarinda yaptiklar1 calismalarinda
16S rDNA/Dral bakimindan iki farkli haplotip (C: 315,
212, 116, 116, 92, 70, 43 be ve D: 358, 212, 116, 116,
92, 70 bg) belirlemislerdir. Yaptigimiz ¢alismada Ozdil
ve ark. (2012)’de bildirilen C haplotipi goriilmistiir. C
haplotipine ilave olarak Gokgeada/Zeytinlikkdy’den
alman oOrnekte 16S rDNA gen bdlgesinin 705.
pozisyonda meydana gelen nokta mutasyonu sonucu
yeni bir Dral kesim noktasi olusmus ve 215, 212, 116,
116, 100, 92, 70 ve 44 bg’lik kesim profili ilk kez bu
calismada ortaya konmusgtur (Sekil 1).

Trakya bal arist populasyonlarinda 16S rDNA gen
bolgesinin  Swal restriksiyon enzimi ile kesilmesi
sonucunda 2 farkli haplotip tespit edilmistir. Yaygin
bulunan Tip 1 haplotipinde 359, 324 ve 282 bg’lik
3 bantlik kesim profili elde edilmistir. S6z konusu

L Bk N FE N N "N E N "N "N |

caligmada Tekirdag/Cerkezkoy’den alinan iki Ornekte
farkli bir kesim modeli tespit edilmis olup bu haplotip Tip
2 olarak ile ifade edilmistir. Tip 2 haplotipinde 359, 324,
195 ve 87 bg¢’lik bant profili elde edilmistir. Tip 2
haplotipinin DNA dizi analizi sonucu 16S rDNA gen
bolgesinin  196. niikleotidinde A—T transversiyonu
meydana gelmis ve ATTAAAAT seklinde olan DNA
dizisi, ATTTAAAT oldugundan yeni bir Swal kesim
noktasi olusturmustur. Bu nokta mutasyonu sonucu Tip 2
haplotipinde 359, 324, 195 ve 87 b¢’lik 4’lii bant profili
goriilmiisgtiir. Caligitlan  diger tiim ornekler Tip 1
haplotipinde bulunmustur (Sekil 2).

16S rDNA gen bolgesinin Mboll restriksiyon enzimi ile
kesimi sonucunda 635 ve 330 bg¢’lik 2 banttan olusan
kesim profili elde edilmistir. Calisilan tiim 6rneklerde bu
lokusta ayni kesim profili tek bir haplotip
belirlenmistir (Sekil 3).

ve

35%¢
324bg
282bg

195bg

-

87bg

Sekil 2. 16S rDNA gen bolgesinin Swal restriksiyon enzimi kesim sonucu.

1-8. ve 11-17. ornekler: Tip 1 haplotipi, 9-10. 6rnekler: Tip 2 haplotipi (Tekirdag/Cerkezkdy), M: invitrogen™ 100
bp DNA Ladder. (1-4. ornekler: Edirne, 5-8. ornekler: Kirklareli, 9-12. ornekler: Tekirdag, 13-15. ornekler:
Canakkale, 16-17. 6rnekler: Gokgeada’dan alinmustir.)

100bg

~ 635bg

——

330bc

- . an o—
TR B B — W — - w— —— — — —

Sekil 3. 16S rDNA gen bolgesinin Mboll restriksiyon enzimi kesim sonucu.

1-14. ornekler: Tip 1 haplotipi, M: invitrogen™ 100 bp DNA Ladder. (1-4. ornekler: Tekirdag, 5-8. ornekler:
Kirklareli, 9-12. 6rnekler: Edirne, 13-15. 6rmekler: Canakkale, 16-17. drnekler: Gokgeada’dan alinmigtir.)
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ND5 Gen Boélgesinin PCR ile Cogaltilmas: ve Enzim
Kesim Sonuclart

Trakya Bolgesi’nde ¢alisilan bal aris1 populasyonlarinda
822 bg biiyiikliiglinde olan ND5 gen bélgesinin Dral
restriksiyon enzimi ile kesilmesi sonucunda 2 farkh
haplotip  belirlenmistir. Yaygmn bulunan Tip 1
haplotipinde 440, 270 ve 112 bg¢’lik kesim profili tespit
edilmigtir. S6z konusu c¢alismada Edirne/Meri¢’ten
alman bir 6rnekte 552 ve 270 b¢’lik farkli bir bant
profili belirlenmis olup bu haplotip, Tip 2 olarak
adlandirilmistir. NDS5/Dral gen bolgesinde tespit edilen
iki haplotip arasinda yalnizca tek bir nokta mutasyonu
oldugu gorilmistiir. Referans dizisine gére ND5 gen
bolgesinin 383. pozisyonda (T—C transisyonu) tek
niikleotid degisimi sonucu Dral restriksiyon enziminin
kesim noktas1 kaybolmustur. Boylece TTTAAA
seklinde olan DNA dizisii TTCAAA seklinde
degismistir. Bu farkli kesim sonucu 440 bg’lik bantin

kaybolmasi ile 552 ve 270 bg lik 2’1i kesim profili elde
edilmistir (Sekil 4).

Bouga ve ark. (2005), Yunan ve Kibris bal arisi
populasyonlarinda ND5 gen bélgesinde Dral kesimi
sonucunda iki kesim noktast oldugunu ve 429, 285 ve
108 bg¢ uzunlugunda bantlar olusturan tek bir haplotip
elde ettiklerini bildirmislerdir. Ivanova ve ark. (2010),
Bouga ve ark. (2005) ile benzer olarak NDS5/Dral
bakimindan ayni haplotipi tespit etmislerdir. Ozdil ve
ark. (2012), Tiirkiye bal aris1i populasyonlarinda
ND5/Dral bakimindan bu g¢alismada bulunan Tip 1
haplotipine benzer tek bir haplotip tespit etmiglerdir.

ND5 gen bolgesinin Swal restriksiyon enzimi ile
kesilmesi sonucunda tek bir kesim noktas1 bulunmus ve
552 ve 270 bg¢’lik bant profili elde edilmistir. Caligilan
tim Orneklerde ND5 lokusunda Swal restriksiyon

enzimi ile kesim sonucu tek bir haplotip tespit edilmistir
(Sekil 5).

Sekil 4. ND35 gen bolgesinin Dral restriksiyon enzimi kesim sonucu.

1-4. ve 6-17. omekler: Tip 1 haplotipi, 5. Omek: Tip 2 haplotipi (Edirne/Merig), M: Invitrogen™ 100 bp DNA
Ladder. (1-4. 6rnekler: Tekirdag, 5-8. 6rnekler: Edirne, 9-12. drnekler: Kirklareli, 13-15. 6rnekler: Canakkale, 16-17.

ornekler: Gokgeada’dan almmustir.)

Sekil 5. ND35 gen bolgesinin Swal restriksiyon enzimi kesim sonucu.

1-12 Ornekler: Tip 1 haplotipi, M: invitrogen™ 100 bp DNA Ladder. (1-2. 6rnekler: Tekirdag, 3-4. érnekler:
Kirklareli, 5-7. érnekler: Edirne, 8-9.6rnekler: Canakkale, 10-11. 6rnekler: Gok¢eada’dan alinmustir.)
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NDS5 gen bolgesinin Mboll restriksiyon enzimi ile
kesilmesi sonucunda tek bir kesim noktas1 bulunmus ve
662 ve 160 bg¢’lik bant profili elde edilmistir. Caligilan
tim Orneklerde NDS5 lokusunda Mboll restriksiyon
enzimi ile kesim sonucu tek bir haplotip tespit edilmistir
(Sekil 6).

Bu calismada incelenen bal arist orneklerinde 16S
rDNA ve NDS5 gen bolgelerinde PCR-RFLP yontemi ile
tespit edilen haplotipler ayrica DNA dizi analizi ile
incelenmistir. 16S rDNA gen bdlgesinin DNA dizi
analizi sonuglari, NCBI Genbankasindan alinan referans
DNA dizileri, Kafkas (A. m. caucasica), Iran (A. m.
meda) ve Anadolu aris1 (A. m. anatoliaca) ile birlikte
filogenetik analize tabi tutulmustur. DNA dizi analizi
sonuglarina goére olusturulan Komsu Birlestirme
Agacinda (Neigbour Joining, NJ), 16S rDNA/Swal
kesimi  sonucu  bulunan  Tip 2  haplotipi
(Tekirdag/Cerkezkdy), Anadolu arist ile aym1 kiimede

bulunurken, 16S rDNA/Dral kesimi sonucu bulunan
Tip 2 haplotipi (Gokgeda/Zeytinlikkdy) Iran arisi ile
ayni kiimede yer almistir (Sekil 7). Analiz edilen tim
Trakya Bolgesi bal arist orneklerinde Tipl haplotipi
yaygin bulunan haplotip olarak tespit edilmistir.

Trakya Bolgesi bal aris1 Orneklerinde ND5 gen
bolgesinde PCR-RFLP yontemi ile tespit edilen
haplotiplerde ayrica DNA dizi analizi de yapilmistir.
NDS5 gen bolgesinin DNA dizi analizi sonuglar ile
NCBI Genbankasindan alian referans Kafkas (A. m.
caucasica), iran (A. m. meda) ve Anadolu aris1 (A. m.
anatoliaca) Ornekleri ile olusturulan Komsu
Birlestirme Agacinda (Neigbour Joining, NIJ)
ND5/Dral kesimi sonucu bulunan Tip 2 haplotipi
(Edirne/Merig), Kafkas arisina yakin kiimede yer
almistir  (Sekil 8). Analiz edilen tiim Trakya

orneklerinde Tipl haplotipi yaygin bulunan haplotip
olarak belirlenmistir.

Sekil 6. ND5 gen bolgesinin Mboll restriksiyon enzimi kesim sonucu.
1-11. Ornekler: Tip 1 haplotipi M: invitrogen™ 100 bp DNA Ladder. (1-2. 6rnekler: Tekirdag, 3-4. ornekler:
Kirklareli, 5-7. 6rnekler: Edirne, 8-9. 6rnekler: Canakkale, 10-11. 6rnekler: Gokgeada’dan alinmstir.)

{ Tekirdag/ Cerkezkoy
& Tekirdag/Cerkezkdy

A.m. anatolica

KirklarelifLuleburgaz
Kirklarelif/Vize

Edirne/Merig

el
3 A.m. caucasica

Canakkale/Eceabat

2 { Gokgeada/Zeytinlikkoy
8 A.m. meda

Gokgeada/Kaymakam Yokusu

1 { Canakkale/Giizelyal
8 Edirne /Merig

Sekil 7. 16S rDNA gen bolgesi DNA dizi analizi sonucu elde edilen Komsu Birlestime Agact
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—— 1L

Edirne/Merig

A.m. caucasica

Canakkale/Eceabat
—— Tekirdag/Cerkezkoy

—— =
—a &

7 J I Edirne/Merig

Kirklareli/Vize
Gokgeada/Kaymakam Yokusu
Canakkale/Giizelyal

KirklarelifLileburgaz
Tekirdag/Cerkezkdy

e~

A.m. anatolica

A.m. meda

Sekil 8. ND5 gen bolgesi DNA dizi analizi sonucu elde edilen Komsu Birlestime Agaci

Genel Sonug¢

Bu arastirmada, Tiirkiye’nin Trakya Bolgesi’nin 4 ili
(Tekirdag, Kirklareli, Edirne ve Canakkale/Gelibolu) ve
Gokgeada’dan orneklenen bal arilarinda mitokondriyel
DNA genetik  yapinin
tanimlanmasi, olasi yeni haplotiplerin belirlenmesi ve
farkli bolgelerde yetistirilen populasyonlar arasindaki
farkliliklarm tespit edilmesi amaciyla 16S ribozomal
DNA (16S rDNA) ve NADH dehidrogenaz 5 (ND5) gen
bolgeleri Dral, Mboll ve Swal restriksiyon enzimleri ile
kesim (PCR-RFLP) ve DNA dizi analizi yontemlerinden
yararlanilarak arastirilmistir. S6z konusu genler ve farkli
enzimler ile kesim sonucu populasyonlari ayirt etmede
kullanilabilecek farkliliklar elde edilememistir ancak 16S
rDNA gen bolgesinin Dral ve Swal restriksiyon
enzimleri ile ND5 gen bdlgesinin ise Dral restriksiyon
enzimi ile kesimi sonucu varyasyon bulunmus ve farkli
haplotipler elde edilmistir.

molekili  bakimindan

16S rDNA gen bolgesinin Dral restriksiyon enzimi ile
kesimi sonucu tim Orneklerde Tip 1 haplotipi tespit
edilirken, Gokgeada/Zeytinlikkéy’den alinan bir 6rnekte
Tip 2 haplotipi olarak ifade edilen yeni bir haplotip ilk
kez bu c¢alisma ile ortaya konmustur. 16S rDNA gen
bolgesinin Mboll restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu
tim Orneklerde tek bir haplotip (Tip 1) tespit edilmis, bu
enzim bakimindan Trakya bal arist populasyonlarinda
varyasyon bulunamamugtir. 16S rDNA gen bdlgesinin
Swal restriksiyon daha
¢aligtlmamigtir. Bu nedenle kesim sonucu elde edilen
haplotipler ilk kez bu c¢alismada ortaya konmustur. 16S
rDNA/Swal restriksiyon enzimi kesimi sonucu tiim
Trakya bal aris1 Orneklerinde Tip 1 haplotipi tespit
edilirken, sadece Tekirdag/Cerkezkdy’den alinan iki
ornekte Tip 2 haplotipi bulunmustur.

enzimi ile kesimi once

Calisilan bir diger gen bolgesi olan ND5 geni, Dral,
Mboll ve Swal restriksiyon enzimleri ile kesilmis ve

13

sadece Dral restriksiyon enzimi ile kesim sonucu
varyasyon tespit edilmistir. Trakya bal arisi
populasyonlarinda  ND5/Dral  restriksiyon — enzimi

bakimindan Tip 1 haplotipi yaygin bulunan haplotip iken;
Edirne/Meri¢’ten alinan bir oOrnekte farkli bir kesim
modeli tespit edilmis olup, bu haplotip Tip 2 olarak ifade
edilmistir. DNA dizi analizi sonucu ¢izilen Komsu
Birlestirme Agacinda Edirne/Meri¢, A. m. caucasica ile
yakin kiimede yer almistir. Buradan yola c¢ikarak
Edirne/Meri¢’ten ormegin  Kafkas orijinli
olabilecegi  diisliniilmektedir. ~ Ayrica  NDS5/Dral
restriksiyon enzimi bakimindan Tip II haplotipinin
olusmasma neden olan NDS5 geninin 383. pozisyonda
T—C transisyonunun Kafkas ar1 irkina 6zgii bir niikleotid
degisimi olup olmadigt ileride yapilacak ayrintili
caligmalarda incelenmeli ve eger s6z konusu niikleotid
degisimi sonucu elde edilen kesim farkliligi, Kafkas
arisina 6zgii bulunursa bu kesim farkliliginin Kafkas bal
anisimin teshis ve tespit edilmesinde genetik marker olarak
kullanimi giindeme gelmelidir. ND5 gen bdlgesinin
Mboll ve Swal restriksiyon enzimleri ile kesimi sonucu
tim Orneklerde tek bir haplotip (Tip 1) tespit edilmis,
Trakya  bal populasyonlarinda  varyasyon
bulunamamustir.

alinan

arisi

Bu calismada 16S rDNA ve ND5 gen bolgelerinin PCR-
RFLP ve DNA dizi analizi ile birlikte degerlendirilmesi
sonucu Trakya Bolgesi bal arisi populasyonlarinda elde
edilen haplotipler ortaya konmugtur. S6z konusu bal arisi
populasyonlarinin biiyiik bir kismi, benzer haplotipler
igerisinde bulunmustur. Az sayida Ornekte varyasyon
tespit edilmistir. Bu Ornekler Gokgeada, Tekirdag ve
Edirne’den alinan az sayida orneklerdir. Varyasyon
bulunan 6rneklerin bir kismimmn A. m. caucasica orijinli
olabilecegi tespit edilmistir. Bu durumun sebepleri olarak
bolgeye zaman zaman yogun bir sekilde Kafkas ana arist
getirilmesi ve gezginci aricilifin neden olabilecegi
diistiniilmektedir. Daha ayrintili 6rnekleme ve farkl
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restriksiyon enzimleri ve gen kombinasyonlar1 ile
galismalar yapilarak hem bu hipotez test edilmeli ve hem
de Trakya bal aris1 populasyonlarinin genetik yapist daha
ayrinitil olarak tanimlanmalidir.
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