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Ozet: Bu calisma Diinyada ki ar1 irklar1 iizerinde yapilan calismalar sonucunda
Tiirkiye’deki dogal lokasyonlarinin Kuzey Dogu Anadolu ve Dogu Karadeniz bolgeleri
oldugu bildirilen Kafkas bal aris1 (Apis mellifera caucasica)’nin hibritlesme diizeyinin
PCR teknigi ve filogenetik agaglandirma metodu kullanilarak tespit edilmesi
amaclanmistir. Popiilasyonlar igerisinde ki Seleksiyonlarin tiirler iizerinde yarattigi
genotipik etkinin diizeyini 6l¢mek i¢in mitokondriyel DNA (mtDNA) molekiiliiniin
Sitokrom C Oksidaz | geni baz alinmistir. Kuzey Dogu Anadolu ve Dogu Karadeniz
bolgelerinde bulunan Kars, Ardahan, Erzurum, Artvin ve Rize illerinin popiilasyonlar
hedef olarak se¢ilmistir. Calisma materyali olarak bu illerin sinirlar igerisinde bulunan
57 arihiktan yaklagik 450 ergin is¢i ar1 6rnegi (her istasyondan yaklasik olarak 7-8 adet
ar1 6rnegi alinmistir) toplanmigstir. Ariliklardan toplanan ergin is¢i ar1 drneklerinin kalitsal
materyalleri fenolklorofrom: izoamilalkol teknigi kullanilarak izole edilmistir.
izolasyonlar1 yapilan DNA orneklerinin  PCR sonrasi elde edilen iiriinleri jel
elektroforezinde yiiriitilldiikkten sonra agaroz jel gorintiileri alinarak dizi analizleri
yapilmustir. Dizi analizi verileri sonucu materyallerin akrabalik diizeyleri filogenetik
agaclandirma modelinde degerlendirilmistir.

Determination of Hybridization Level of Caucasion Bee (Apis mellifera
caucasica) Bread Which is Spread in Northeastem Anatolica and Eastern Black

Sea Regions
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Abscract: As a result of this study on bee breeds which have already been spreading in
the world and our country, are intended to be determined based upon data obtained from
Turkey has been reported that the natural locations of the North Eastern and Eastern
Black Sea Caucasian honey’s (Apis mellifera caucasica) level of hybridization using the
PCR technique and phylogenetic planting method. The genotypic effect of the selection
on populations on the species was determined by studying the cytochrome C oxidase |
gene of the mitochondrial DNA molecule. The populations of Kars, Ardahan, Erzurum,
Artvin and Rize which are located in North Eastern Anatolia and Eastern Black Sea
regions are chosen as a goal. As study material approximately 450 adult worker bee
samples were collected from 57 bees in the boundaries of these cities (approximately 7-8
bee samples were taken from each station). Hereditary materials of adult bee workers’
samples collected from bees were isolated using fenolklorofrom: isoamylalcohol
technique. Isolation of the DNA samples obtained after PCR products, after running on
gel electrophoresis, agarose gel images were taken and sequence analyzes were
performed. As a result of sequence analysis, the kinship levels of the materials were
evaluated in a phylogenetic afforestation model.
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1. GIRIS

Aricilik;  fitocografyanin = sundugu
kaynaklardan yararlanarak, is¢inin emegi, sabri
ve sahip oldugu bilgi birikimi ile birlikte canli
ar1 sayisini arttirabilme ve ar1 iriinleri elde
edebilme becerisi olarak tanimlanabilir. Aricilik
cografik kosullarin ar1 kolonilerinin yasamsal
faaliyetlerini siirdiirmelerine izin verdigi her
yerde yapilabilir. Aricilikta canli materyal ve

tirin ~ miktarim1  arttirmanin~ en  6nemli
sebeplerinden  biride iyi bir gozlemci
olabilmektir. Calisma alaninda kullanilan

materyalin canli olmasi y1l igerisinde yaptiginiz
calismalara kars1 dikkat diizeyinizin yiiksek
olmasint gerektirir; ¢ilinkii yapacagmiz kiigiik
bir hata yil igerisinde kolonilere kars1 gostermis
oldugunuz tiim emeklerinizin heba olmasina
neden olabilir (Sancak, 2013).

Aricilik  tiim diinyada oldugu gibi
ilkemizde de son donemlerde tarimsal
faaliyetleri igerisinde bulunduran sektdérde pazar
pay1r bakimindan olduk¢a Onemli seviyelere
ulasmistir.  Ulke  ekonomisindeki  etkisi
yiikselise gectikge yeni yetistiricilerin ve gen
merkezlerinin  olusumunda da  artiglar
gbzlenmeye devam etmektedir. Ulkemizin sahip
oldugu fitocografyanin zengin iirlin yelpazesi
aricilik sektoriindeki dalgalanmalarin yiikselise
gecmesinde biiyiik rol oynamaktadir. Sahip
oldugu flora ve fauna cesitliliginden dolay1 da
birgok canli tiirline ev sahipligi yapmaktadir.
Fakat tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de
farkli gen kaynaklarinin varyasyonel etkilerden
ya da farkli cografik kosullardan dolay1 yok
olma riski vardir. Bundan dolay1 yetistirildikleri
cografyanin digma ¢ikarilmayan yerli 1rklar
varyasyonel ve cografik degisimlere ugramis
hibrit 1rklara oranla adaptasyon  giicli
bakimindan olduk¢a direnglidirler (Celik,2015,
Ertugrul, 2000).

Dogaya ve insanogluna yararlarinin
saymakla bitirilemeyecegi bu canlilarin sahip
oldugu gen kaynaklarinin korunmasinda
insanlarin  etkisi fazladir. Yerel ariciligin
kontrolii altinda bulunan lokasyonlarda yapilan
aragtirmalar sonucu yerel wrklarin saf doller
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olarak tlremeye devam ettigi bildirilmistir
(Ruttner, 1988).

Karakteristik 6zellikler bakiminda {istiin
olan irklarin genotipik 6zelliklerini korumalari
hibritlesmeden iiremeye devam etmeleriyle
baglantihidir. Fakat son donemlerde gdocer
ariciligin yayginlagsmasiyla popiilasyonlar arasi
gen alis verisi arttigindan dolayr aym
lokasyonlar icerisinde farkli irk ve ekotiplerin
olustugu belirtilmistir (Kaftanoglu ve ark.,
1993; Oztiirk ve ark., 1992).

Canlilardaki hibritlesme diizeyleri ve
taksonomik simiflandirmadaki yerlerinin tayin
edilmesi i¢in morfolojik 6zellikler, kan gruplari,
biyokimyasal genetik polimorfizmlerinin tayin
edilmesi ve filogenetik agaglandirmalardan
yararlanilir.  Bal  arilarinin  olusturdugu
populasyonlarda molekiiler diizeyde yapilan
calismalardan elde edilen wveriler klasik
yontemlere gore daha net ve agiklayicidir.
Bundan dolayr bal arilariin = sistematik
smiflandirma  ve  varyasyonel etkilerinin
aciklanmasi1 amaciyla yapilan ¢aligmalarda PCR
tekniginin  kullanimi  kagiilmaz  olmustur
(Whitfield et al., 2006). PCR ¢alisilmak
istenilen gen bolgesinin belirli  primerler
kullanilarak laboratuvar ortaminda (invitro)
cogaltilmast islemine dayanan molekiiler
igerikli bir tekniktir. PCR diizeneginin kurulum
sartlaria ilk olarak 1987 yilinda Karry Mullis
deginmistir. Karry Mullis tarafindan ilk
taslaginin bilim diinyasina sunuldugu yontem
Saiki et al. (1985) tarafindan gelistirilerek son
halini almigtir. PCR tekniginin kullaniminin
yayilmasiyla birlikte organizmalarda
varyasyonlara bagli etkilerin arastirilmasina
yonelik yapilan c¢aligmalar artig gostermistir.
Bundan dolay1 PCR teknigi molekiiler biyoloji
alaninda gergeklesen yeniliklerin 6n basamagi
olarak kabul edilmektedir

Evrimsel siirece baghh yapilan PCR
tekniklerinde  canliik  aleminde calisma
materyali olarak kullanilan molekiil
mitokondriyal DNA dir. Mitokondriyal DNA
(mtDNA) molekiiliiniin filogenetik ¢aligmalarda
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oncelikli materyal olarak kullanilmasi evrimsel
stirecini genomik (¢ekirdek) DNA molekiiliine
gore daha hizli tamamlamasina dayandirilmigtir
(Avize et. al., 1987). Mitokondriyal DNA
molekiiliiniin calismalardaki onceligini
belirleyen 0Ozelliklerinden biriside molekiiliin
dairesel ve tek zincirli yapida olmasidir. Bu
ozelliginden dolay1 hiicre boliinmesinden sonra
replikasyon sirasinda genomik DNA’daki gibi
par¢a degisimi (crosingover) gergeklesmedigi
icin rekombinant dollerin olusumu engellenir.
mtDNA’nin kalitsal orjininin anneye (maternal)
ait olmasida organelin 6nemli 6zelliklerinden
birisidir.  Mitokondriyel DNA  molekiilii
yalnizca anneden alindigi igin evrimlesme
stirecte herhangi bir degisime ugramadan
kalitsal yapis1 aymi sekilde korunmaya devam
eder.

Artrklart da diger canlilarda oldugu gibi
maternal kalitim molekiiliinii tiim bireylere ayni
sekilde aktarir. Bunun sonucunda koloni
icerisinde yer alan biitiin bireyler aym
mitokondriyal kalitima sahip olurlar (Garnery et
al., 1992). Farkli dollere aktarilmasi sirasinda

rekombinant yapilar olusturmamas: bilim
diinyasinda  gecmise  yoOnelik  yapilan
calismalarda mtDNA molekiiliiniin  kulla-

nilmasini arttirmaktadir.

Ayrica mitokondriyal DNA
molekiiliiniin dokular igerisinde birden fazla
kopyasinin varligi ve yapisal boyutlarinin
olduk¢a kiicliik olmast da molekiiler diizeyde
yapilan  ¢alismalardaki  tercih  sebepleri
arasindadir (Dolas ve ark., 2003; Smith, 1991).

Mitokondri organelinin evrimsel gelisim
stirecleri arastirildiginda ise tam olarak kesin bir
kaniya varilmamakla birlikte ortaya birgok teori
cikmistir. Bu teoriler arasinda en c¢ok
benimsenenlerden birisi endosimbiyosiz adi
verilen teoridir. Bu teori mitokondri organelinin
aerobik bakterilerin en ilkel 6karyotik hiicrelerle
endosimbiyotik birlikteliginin sonucunda var
oldugunu savunmaktadir. Mitokondri
organelinin igerisinde bulunan DNA, molekiile
ozgi proteinlerin sentezlenmesinden
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sorumludur. Mitokondrilerde proteinlerin %
95’inden fazlasi, ¢ekirdek DNA, ribozom ile
tRNA’nin varligi, mitokondrinin i¢ zarna ait
proteinlerin sentezlenmesi varsayilan
endosimbiyotik teoriyi desteklemektedir (Kilig,
2005).

Bal arilarinda bulunan mitokondriyal
DNA molekiiliiniin yapisal 6zellikleri ise su
sekildedir; (MtDNA) 16800-1700 baz ¢ifti
uzunlugundadir.  Dairesel  yapida  olan
molekiilin DNA’ s1 tek zincirden olusur ve
toplamda 37 gen icerir. Mitokondriyel DNA 13
(bazen 12) protein, 22 tasiyict RNA (tRNA) , 2
ribozomal RNA (rRNA) kodlayan ve gen
iriiniiniin ~ sentezinden sorumlu olan gen
bolgeleri (exon) ve kodlamaya katilmayan
sadece replikasyonu kontrol eden bdlgeleri
icermektedir. Mitokondriyal DNA molekiilii
fonksiyonel  olmayan  gen  bdlgelerini
icermemektedir (Crozier,1993; Moritz, 1994).

Canlilarin evrimsel siireglerini belirten
bir bagka yontemde filogenetik agaglandirma
metodudur. Filogenetik arastirmalar sonucunda
elde edilen veriler filogenetik agaclandirma
metodlari ile degerlendirilmektedir. Filogenetik
agaclandirma metodlarmin temeli tiirler arasi
benzerlik ve farkliklara dayanmaktadir. Tiirler
arasi iliskiyi tespit etmek i¢in morfometrik ve
molekiiler diizeyde 6nemli olan karakteristik
ozellikler baz almnir. Filogeni kavramiyla
hazirlanan agaglar bir diigiim ve bunu takiben
poplilasyonlar1 olusturulan 1rklar arasindaki
atasal benzerlik ve farkliliklara gore cesitli

dallanmalar  gosterir. Taksonomik acidan
degerlendirildiginde canlilar arasindaki
akrabalik dereceleri ortaya cikar.

Popiilasyonlardaki atasal benzerlikler agaclarin
dallariyla ifade edilirken; 1rklar arasindaki
varyasyonel benzerlikler ise diigiim bolgeleriyle
gosterilir.

Bu iki teknigi de yapisinda bulunduran
bircok c¢alisma Kafkas ar1 irkinin Tiirkiye'de
Kuzeydogu Anadolu ve Dogu Karadeniz
kiyillarinda bulundugu bildirmistir (Ruttner,
1998). Tiirkiye’ de Orta Anadolu, Karadeniz’ in
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gecit bolgesinde Ardahan izole bolgelerinde
bulunan bal aris1 ekotiplerinin  morfolojik
ozellikler bakimindan incelenmesi amaciyla
Kekecoglu ve arkadaslar1 tarafindan 1994
yilinda yapilan ¢aligma sonucunda elde edilen
verilerde popiilasyonun yayilis bolgelerini
destekler niteliktedir. Calismada 14 farkli ar
popiilasyonundan alinan Ornekler calisma
materyali olarak kullanilmistir. Ar1 6rnekleri
morfolojik 6zelliklerini baz alarak yapilan
calismada morfometrik yontemlerden
yararlanilmistir. Orta Anadolu ar1
popiilasyonlar1 tilirlerini morfolojik karakterler
bakimindan degerlendirilmesi sonucunda ar1
kolonilerinin ¢evre popiilasyonlardan ayrildig:
goriilmiis ve bolgeyi kapsayan caligmalarla
birlikte standart tiplerin elde edilebilecegi
savunulmustur. Benzer Ozellikler bakimindan
Karadeniz gecit bolgesindeki popiilasyonlarin
tir tayinlerinin yapilmasmin zor oldugu ve
Ardahan 1zole bolgesindeki ar1
popiilasyonlarina benzer en fazla bir lokasyonun
bulunabilecegi belirtilirken popiilasyonlarin
morfolojik karakterler bakimindan Katkas ari
irkinin sahip oldugu degerlerin sinirlar1 arasinda
kaldig: bildirilmistir.

Kafkas arist1 sahip oldugu bigim,
biytiklik ve kil Ortlisii bakimdan karniyol
arasina benzer. Kitin rengi koyudur; fakat
birinci karin halkas1 {izerinde kahverengi
noktalar goriiliir. Bu 6zellikleriyle karniyol ar1
irkindan kolayca ayrilabilirler. Irkin sahip
oldugu morfolojik ve davranissal 6zellikleri su
sekilde siralayabiliriz;

% Sahip olduklan kitin tabakasi koyu esmer
renktedir. Kitin tabakasini dis etmenlere
kars1t koruyan kil ortiisii genis ve killar
kisadir. Kil uzunluklar1 en fazla 0.30-0.40
mm’ye ulasabilir.

% Bazi morfolojik ve davranigsal ozellikleri
bakimindan Karniyol ar1 1irkina benzer
ozellikler tagiyan Kafkas arisinin kil Ortiisii
rengi Karniyol arisininkine gore daha agiktir.

+¢ Koloniyi temsil eden disi arilarin kil ortiisti
rengi kursuni griyken; erkek arilarin thorax
(gogiis) killar1 koyu siyah renktedir.
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+» Dag ve ova tipi olmak iizere ikiye ayrilan
Kafkas ar1 irkinin dag tipinde tlim abdomen
(karin) halkalar1 siyahtir. Birinci abdomen
halkalar1 iizerinde kahverengi benekler
gortliir.

¢ Uzun dilleri araciligiyla bir¢ok bitkiden
nektar toplayabilirler. Bu karakteristik
ozellikleriyle zorlu cografik kosullara sahip
lokasyonlarda bile diger irklara gore daha
istlin ~ davraniglar  sergileyerek  bal
verimliliklerini en iist seviyeye tasirlar.

% Kafkas bal aris1 ki gostermis oldugu
karakteristik 6zellikleriyle ekonomik agidan
tercih sebebi olmus 6nemli Apis mellifera L.
tirleri arasinda yer almaktadir (Ruttner,
1998; Karacaoglu ve ark.; 1998, Dogaroglu
ve ark., 1999; Dodologlu ve ark., 2000).

Bu galismayla daha once Diinyada ve
Tiirkiye’de yayilis gosteren ari irklari {izerinde
yapilan  ¢esitli  yontemler  kullanilarak
benzerliklerin tespit edilmesi amaglanmistir.
Popiilasyonlardaki seleksiyonlarin ¢alismalar
sonucunda elde edilen verilere dayanarak
Kaftkas ki armin, Tiirkiye’de  dogal
lokasyonlarinin Kuzey Dogu Anadolu ve Dogu
Karadeniz bolgeleri  oldugu  bildirilmistir.
Kafkas bal aris1 (A. mellifera caucasica)’nin

hibritlesme  diizeyinin PCR  teknigi ve
filogenetik  agaclandirma  metodu tiirler
tizerindeki ~ genotipik  etkisinin  diizeyi

mitokondriyel DNA (mtDNA) molekiiliiniin
Sitokrom C Oksidaz I geni lizerinde calisilarak
tespit edilmistir.

Kuzey Dogu Anadolu ve Dogu
Karadeniz bolgelerinde bulunan Kars, Ardahan,
Erzurum Artvin ve Rize illerinin popiilasyonlari
hedef olarak segilmistir. Bu bolgelerin hedef
bolge olarak se¢ilmesinin sebebi ise daha once
yapilan calismalarda Kafkas ar1 irkinin Tiirkiye
smirlari igerisinde en iyi adaptasyon gosterdigi
bolgeler arasinda yer almasidir.  Calisma
materyali olarak bu illerin sinirlar igerisinde
bulunan 57 ariliktan yaklasik 450 ergin is¢i ar1
ornegi (her istasyondan yaklasik olarak 7-8 adet
ar1 ornegi alinmustir) toplanmistir. Ariliklardan
toplanan ergin is¢i ar1 Orneklerinin kalitsal
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materyalleri ~ fenolklorofrom:  izoamilalkol
teknigi kullanilarak izole edilmistir.
izolasyonlar1 yapilan DNA &rneklerinin PCR
sonrast elde edilen tirlinleri jel elektroforezinde
yuritiildikten sonra agaroz jel gorintiileri
alinarak dizi analizleri yapilmistir. Dizi analizi
verileri  sonucu  materyallerin  akrabalik
diizeyleri filogenetik agaglandirma modelinde
degerlendirilmistir.

2. MATERYAL METOT
2.1. Materyal
2.1.1. Canh Materyal

Bu tez c¢alismasinin  materyalini
Tiirkiye'nin Kuzeydogu Anadolu ve Dogu
Karadeniz bolgelerinde bulunan Kars, Erzurum,
Ardahan, Artvin ve Rize illerinden belirlenen
toplamda 57 istasyondan alinan canli ergin is¢i
ar1 Ornekleri olusturmustur.

Tabloda da goriildiigii lizere belirlenen
istasyonlarda bulunan yerli ve gezer aricilarin
kolonilerinden toplanan oOrnekler arastirma
materyali olarak kullanilmistir. Her bir ariliktan
yaklasik 7-8 oOrnek toplanmistir. Bu Ornekler
icerisinde morfolojik olarak digerlerin daha iri
olan ar1 ¢alisma materyali olarak kullanilmistir.

Tablo 2.1: Bal arilarmin alindigi bolgeler ve
istasyon say1st

kloroform, etiket kullanilmistir. Toplanan
ornekler %70’lik etil alkole batirilmis pamuk
ihtiva eden cam kavanozlar igerisinde etkisiz
hale getirilmistir.  Laboratuvar  ortamina
getirilen ornekler etil alkolde uzun siire kalarak
zarar gdrmemesi i¢in pens yardimiyla farkli
kavanozlara aktarilmis ve -20°C’de muhafaza

edilmistir.

Tablo 2.2: Calismada kullanilan arag

gereclerin listesi

Adi/Modeli

Calismada Kullanim Amaci

Bidestile SafSu Cihazi

DNA izolasyonu ve PCR
reaksiyonunda kullanilan tampon
¢Ozeltilerin hazirlanmasi

Nanodrop Spektrometre

Izole edilen DNA 6rneklerinin
konsantrasyon ve saflik derecelerinin
belirlenmesi

Istticili Manyetik | Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmast

Karistiricl

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

Mikrosantrifiij Kat1 ve sivi maddelerin karigtirilmasi

Dijital Hassas Terazi

Tampon ¢ozeltilerin hazirlamasinda ve
sarf malzemelerin 6l¢iilmesi

Gradient Thermal Cycler
96 Orneklik

Mikrosentetik lokuslarin ¢ogaltilmasi

Agaroz Jel Elektroforez | DNA izolasyonu ve PCR iiriinlerinin
Takimlari tespiti
Gii¢ Kaynaklari Elektroforez ~ sistemlerine  elektrik

ortamlarinin saglanmasi

Jel Goriintiileme ve Analiz
Sistemi

Elektroforez sistemlerinde kosturulan
PCR iiriinlerinde olugan bantlagmalarin
izlenmesi

Mikrodalga Firin

Agaroz jellerin hazirlanmasi

Derin Dondurucu

Ornek ve gesitli sarf malzemelerin
uzun sureli saklanmasi

§ § Derin Donduruculu | Cesitli tampon ¢ozeltilerin saklanmasi
11 Ilge Istasyon Sayisi Buzdolab1
Kars Merkez 18 Otomatik Pipet Takimlari Kullanilan s1v1 malzemelerin
Arpacay 6 miktarlarina gore ¢ekilmesi ve tayin
Di edilmesi
gor 3 . =
Sarikans 4 Etiiv Inkiibasyon sirasinda kullanilir
Selim 4 . _.
Susuz 5 Tablo 2.3: Elektroforez diizenegi ve agaroz
Akyaka 3 jellerin hazirlanmasi i¢in kullanilan stok ve
Erzurum Merkez 4 tampon ¢dzeltilerin listesi
Ardahan Merkez 3 — : p C—
Tampon Cozelti Molarite/Miktar | Igerik
Posof 4
- — TE Tampon 10 mM
Artvin Camili 2 Cozeltisi 1 mM
$'Ze| Anzer 28 DNA Yikleme 15ml
oplam Tampon Cozeltisi 1.5ml
10X TBE 1 litreye Tris
2.1.2. Ara(; ve Gerecler Eletroforezn/JeI Stpk tamamlanir 0.5 MEDTA
Arazi ¢aligmalar1 sirasinda materyal Tampon Cozeltisi g)rijgnize
olarak kullanilacak bal aris1  Orneklerin bdH20
toplanmas1 ve c¢alismanin yapilacagi zamana 1XTBE Elektroforez | 200 ml 10XTBE
kadar muhafaza edilmesi i¢in cam kavanozlar, Jel Tampon 2 litreye De lyonize
Cozeltisi tamamlanir bdH20

%70’lik etil alkol, pamuk, pens, makas,
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2.2. Yontem
2.2.1. Genomik DNA izolasyon

Orneklerin genomik DNA izolasyonlar
fenol-kloroform ekstraksiyon ydntemi mevcut
laboratuvar kosullart optimize edilerek elde
edilmigtir. Calisma sartlar1 ve uygulanan
prosediir asagidaki gibidir:

1. Giin:-20°C’de tutulan orneklerin
fiziksel parcalamasi sirasinda pargalamayi
kolaylastirmak i¢in petri kaplarina alinmis ve
24-48 saat yumusatma kaplarinda bekletilmistir.
Buradan alman oOrneklerin bas ve kuyruk
kisimlarindan ayrilmis ve gogilis (thorax)
bolgesi  bistiiri  yardimiyla parcalanmustir.
Parcalanan Ornekler 1.5 ml'lik seffaf tiipler
icerisine alimmuigtir. Tiipler tizerine her bir 6rnek
icin 100 uL olacak sekilde ELB eklenerek
pipetlenmistir. Daha sonra eklenen ELB
soliisyonunun Orneklere daha hizli etki
edebilmesi ve parcalamanin kolaylagsmasi i¢in
tipler 30 dakika buz igerisinde bekletilmistir.
Buz icerisinden alinan tiipler 10000 rpm’ de 10
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi
olusan iist sivi (siipernatant) dokiilerek, alt
kisimda kalan tortu (pelet) tizerine 100 uL. ELB
tamponu eklenmistir. Tiipler 10000 devirde 10
dakika tekrar santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasi olusan siipernatant dokiilmiistiir. Pelet
tizerine 100 uL NLB soliisyonu ve 50 uL
Proteinaz-K eklenerek tiipler homojen hale
gelinceye kadar vortekslenmistir. Tiiplerin
iizerine 200 uL SDS eklenerek ornekler +37
°C’de bir gece boyunca inkiibasyona
birakilmistir.

2.Giin: Inkiibasyondan alinan 6rnekler
30 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra
tipler iizerine 500 uL- 6M NaCl soliisyonu
eklenerek 15 saniye yiiksek devirde
vortekslenmistir. Vortekslenen 6rnekler 10000
rpm'de santrifiijlenerek fazlarin  ayrilmasi
saglanmis ve siipernatantlar yeni tiiplere
aktarilarak {zerlerine 1.5 ml tamamlayacak
sekilde etilalkol eklenmistir. Tiipler altiist
edildikten sonra -20’de 1 saat bekletilmistir.
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3.Giin: -20’den alinan 6rnekler 10000
rpm'de 10 dakika santrifiij edilmistir. Olusan
stipernatantlar dokiilerek kalan pelet iizerine
100 uL su eklenerek ¢oziilmiistiir. (Yogunluga
bagl olarak su miktar arttirilabilir).

Genomik DNA izolasyonlarmin miktar
ve saflik kontrolleri Nanodrop
Spektrofotometreden yararlanilarak yapilmis ve
elde edilen veriler sonucunda 260/80 dalga
boylarinda 1.8-2.0 saflik derecesi ile miktar
olarak 50 ng/uL  degerinin  {izerinde
bulunmustur. Orneklerden izole edilen genomik
DNA  molekiillerinin  tek  parca  olup
olmadiklarinin kontrolleri %1°lik agaroz jel
icerisinde yatay elektroforez diizeneginde
yapilmistir. Elde edilen DNA molekiilleri PCR
islemi yapilincaya kadar +4° C’de muhafaza
edilmistir.

2.2.2. PCR Tekniginin Uygulanmasi
Genomik DNA izolasyon yOntemi
sonucunda elde edilen DNA molekiilleri tRNA
genini igeren COI ve COII geninin 5’ ucunu
iceren intergenik bolgesi ve COII geninin 5’
ucunu iceren bolgesi PCR  protokolii
kullanilarak ¢ogaltilmistir (Garnery et al., 1993)

Tablo 2.4: PCR reaksiyonunda kullanilan stok
ve primerler (5 et al. 1993)

2,5uL DNA

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

0,5uL dNTPs

0,5uL Ileri primer
0,5uL Geri primer

0,2 uL Taq polimeraz

Reaksiyon i¢in kullanilacak kimyasallar
laboratuvar ortaminda toplamda 25 uL olacak
sekilde optimize edilmigtir. Bunun icin elde
edilen kimyasal karisim iizerine toplam hacim
25 uL olacak sekilde su eklenerek tirtinler PCR
diizeneginde islem gérmeye birakilmistir.
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Tablo 2.5: PCR diizeneginin asamalari
(Garnery et al.1993)
94°C~1 dk On denatiirasyon (DNA
halkalarinim birbirinden
ayrilmast)
94°C~1dk | 30 dongii Denatiirasyon (DNA
eksenlerinin birbirinden
ayrilmast)
48°C~1dk | 30 dongii Baglanma (Primerlerin
komplementer DNA
eksenlerine baglanmast)
72°C~1dk | 30 dongii Uzama (Uzerinde durulan
DNA bdlgesinin sentezinin
yapilmast)
72°C~1dk Son uzama (Uzerinde durulan
DNA bdlgesinin sentezinin
son kez yapilmasi)
PCR isleminden sonra elde edilen PCR
driinleri  37°C’de gece boyu inkiibasyona
birakilmstir.

2.2.3. Elektroforez ve Goriintiileme Sistemi

Elektroforez sistemindeki ilk asama
PCR sonucu elde edilen iiriinlerin yiiklenecegi
kuyucularin  yer aldigit  agaroz  jelin
hazirlanmasidir. Elektroforez tanki gii¢ kaynagi
agaroz jelde DNA ornekleri 80 voltta 50 dakika

yiritiilecek  sekilde ayarlanmigtir. PCR
iriinlerindeki ~ bantlagmalar ~ goriintiileme
sisteminde incelenmis ve bantlagsma
modellerinin  sekanslama  amaciyla  dizi

analizleri yapilmistir.

2.2.4. Filogenetik Agaclandirma Metodunun

Uygulanmasi
Dizi sekanslama sonucunda elde edilen
verilerle ¢alisma materyalleri filogenetik

agaclandirma metodu kullanilarak tiirlerdeki
varyasyonel ¢esitlilik belirlenmistir.

3. BULGULAR

Mitokondriyal DNA dizi analizleri i¢in
gerekli olan total DNA, ar1 Orneklerine ait
dokulardan elde edilmistir. Hedef gen bolgesi
COl'in ¢ogaltilmast icin PCR  yontemi
kullanilmistir.
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3.1. Hedeflenen Gen Bolgelerinin PCR ile
Cogaltilmasi

Hedef gen bolgesi, COIl evrensel
primerleri kullanilarak PCR ile gogaltilmistir.
Elde edilen PCR iiriinleri kalite ve biytikliik
acisindan kontrol edilmek iizere agaroz jelde
yuriitiilerek jel fotograflar1 ¢cekilmistir.

FEECECCEERCEEEEEREE T T LT EE TV

Sekil 3.1 Baz1 ar1 tiirlerine ait COI geni i¢in elde edilen
PCR iirlinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii.

3.2. Dizi Analizi

PCR sonucu elde edilen iiriinler jelden
saflastirllmis ve beklenen tahmini {irlin
biliylikliigii olan 450 bg’lik drlinler elde

edilmistir. Saflastirilan {iriinler hizmet alim ile
dizi analizine tabi tutulmustur. Niikleotid dizisi
belirlenen PCR f{iriinleri NCBI veritabaninda
analiz edilmistir. Daha sonra ar1 tiirlerinin COI
geninin evrimsel analizi yapilmistir. Bunun icin
ar1 tiirlerinden elde edilen dizi analizi sonuglari
kullanilarak, NCBI veri tabanindan hangi tiirlere
benzerlik gosterdigi incelenmistir. Dizi analiz
sonuclar1 elde edilen diziler ve yapilan
filogenetik aga¢ sonucu, Orneklerin uyumsuz
genel olarak sadece 3 lokaliteye ait tiirlerin
Kafkas ar1 ki ile benzerlikler gosterdigi
belirlenmistir. Bu tiirtin kendi iginde farklh
lokalitelerden alinma kriteri g6z ontine alinarak,
bunlar arasindaki benzerligi belirlemek i¢in
niikleotid dizileri EBI veri tabanindaki dbcluster
ile dikey hizalanmistir. Dikey hizalama
sonuglar1 kullanilarak elde edilen filogenetik
agac incelendiginde ise farkli lokalitelerden
alinan tiirler kendi i¢lerinde genotipik 6zellikleri
bakimindan anlamli bir fark gostermistir.

3.4. Filogenetik Analiz

Dikey hizalama ve agag¢ analizlerinin
olusturulabilmesi i¢in ClustalW(1.83) veri
hazirlanmasinda  kullanilmistir.  Filogenetik
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agac olusturmak ig¢in

kullanilmustir.

MEGA programi

AY 114477 Apis mellifera adami
GU9TI496 Apis mellifera cam

AF163113 Apis dorsata

 KM230116 Apis cerana

GU191875 Apis cerana

AF 153105 Apis cerana
AF153111 Apis koschewnikovi
AB284150 Apis florea

1

Sekil 3.2 Kafkas ar1 wrkinin farkli tiirler ile yapilan
filogenetik agaci (1000 tekrarh bootstrap ile olusturulmus
ve Neighboor-joining yontemi ile galigan ClustalW ve
MEGAS programlari kullanilmustir).

4. TARTISMA SONUC

Kuzey Kafkasya smirlart igerisinde
bulunan Mozdok lokasyonlarinda bulunan ar1
poplilasyonlar1 ~ lizerine  yapilan calisma
sonucunda Kafkas ar1 irkinin ilk tanimlamasi
yapilmigtir. Bulunan tir remipes olarak
isimlendirilmistir. Alman zoolog Poliman ise
Kafkaslardan topladigi oOrnekler {izerindeki
caligmas1 sonucunda tiiriin yayilis gosterdigi
bolgenin ismiyle adlandirilmistir. Kafkas ari
irkinin - ilk  sistematik  siniflandirmasi  ise
Gorbacheyv tarafindan 1919 yilinda yapilmistir.

Ruttner de 1988 yilinda Tirkiye’de
yaptig1 ¢aligmalarla Kafkas ar1 irkinin dogal
lokasyonlarinin Kuzeydogu Anadolu ve Dogu
Karadeniz bolgeleri oldugunu bildirmistir.
Ayrica zamanla ekolojik dengenin etkisiyle
birlikte yerel irk lokasyonlarmin degistigini ve
yeni hibrit alttiirlerin olusumuyla genetik
yapilarinin korunamadigini belirtmistir.

Kekecoglu ve arkadaslarinin 1994
yilinda Orta Anadolu, Karadeniz ge¢it bolgesi
ve Ardahan izole bdlgelerinde bulunan bal aris1
ekotiplerinin morfolojik 6zellikler bakimindan
incelenmesi amaciyla yapilan ¢alismada 14
farkli ar1 popiilasyonundan alinan o6rnekler
calisma materyali olarak kullanilmistir. An
ornekleri morfolojik 6zellikleri baz alinarak
yapilan c¢alismada morfometrik yontemlerden
yararlanilmstir. Orta Anadolu ar1
popiilasyonlar tiirlerini morfolojik karakterler
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bakimindan degerlendirilmesi sonucunda ari
kolonilerinin ¢evre popiilasyonlardan ayrildigi
goriilmiis ve bolgeyi kapsayan calismalarla
birlikte standart tiplerin elde edilebilecegi
savunulmustur. Benzer Ozellikler bakimindan
Karadeniz gecit bdlgesindeki popiilasyonlarin
tir tayinlerinin yapilmasinin zor oldugu ve
Ardahan izole bolgesindeki ar1
popiilasyonlarina benzer en fazla bir lokasyonun
bulunabilecegi belirtilirken popiilasyonlarin
morfolojik karakterler bakimindan Kafkas ari
irkinin sahip oldugu degerlerin sinirlar1 arasinda
kaldig1 bildirilmistir.

Giler ve arkadaslarinin 2000 yilinda
Kafkas ar1 irkinin izole bolgelerinden biri olarak

kabul edilen Artvin ili Borgka ilgesinde
morfometrik yontemler kullanilarak
tanimlanmast amaciyla yapilan calismada

birbirlerinden farkli ii¢ ariliktan toplamda 24
ergin is¢i art Ornegi alinmustir. 29 farkh
morfometrik karakter baz alinarak materyallerin
biyometrik analizleri yapilmistir. Calisma
sonucunda elde edilen veriler
degerlendirildiginde bolgeye hakimiyet kurmus
irkin adaptasyon siiresinde zamanla degisime
ugradig ve Kafkas ar1 irkinin ekolojik bir tiiriine
dontistiigli belirtilmistir.

Onk ve arkadaslari 2016 yilinda
yaptiklar1 ¢alismada, Kafkas (A.m.caucasica),
Italyan (A.m.ligustica), Karniyol
(A.m.carniaca) ve Anadolu (A. m. anatolica)
irkina ait Ornekler toplanarak petri kaplari
igerisinde fiziksel ve kimyasal pargalama
islemleri yapilmistir. Izoamil alkol ydntemi
kullanilarak materyallerin DNA izolasyonlari
yapilmistir. DNA’lar1 elde edilen 6rneklere PCR
uygulanmustir. Elde edilen PCR iiriinleri agaroz
jelde yiiriitiilerek dizi sekanslart yapilmistir.
Filogenetik agac profilleri Clustal W (1.83)d ile
dikey pozisyonda siralanmis ve MEGA 5
programi ile hazirlanmistir. Caligma materyali
olarak kullanilan 4 ar1 wkimin molekiiler ve
filogenetik Ozelliklerinin tayin edilmesi ig¢in
yapilan bu calisma sonrasinda popiilasyonlarin
molekiiler diizeyde %98 oraninda benzer
ozellikler  gosterdigi;  fakat  filogenetik
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agaclandirma modelinde Katkas ar1 1rkinin
farkli bir dallanma gosterdigi bildirilmistir.

Tiirkiye sinirlar igerisinde buna benzer

yapilan  caligmalar  Kafkas art ki
popiilasyonlarinin Kuzey Dogu Anadolu ve
Dogu Karadeniz bdlgelerinde hakimiyet

sagladigini destekler niteliktedir.

Elde edilen verilere dayanarak Kafkas
art ki (Apis mellifera caucasica)’nin
hibritlesme diizeyinin saptanmasi amaciyla
yapilan calismada dogal lokasyonlar1 olarak
belirtilen Kuzeydogu Anadolu bolgesinden
Kars, Ardahan ve Erzurum illeri, Dogu
Karadeniz bdlgesinden ise Artvin ve Rize illeri
istasyon olarak secilmistir. Bu illerin simirlar
arasinda yer alan 11 farkli lokasyonda bulunan
58 ar1 kolonisinden (her koloniden yaklasik 8-9)
canli ergin is¢i art Ornegi toplanmustir.
Popiilasyonlar aras1 hibritlesme diizeyinin
saptanmast ve ar1 Ornekleri arasinda ki atasal
benzerlik ve farkliliklar1 belirlemek i¢in PCR
teknigi ve filogenetik agaclandirma
metotlarindan yararlanilmistir.

Kars Merkez ve merkeze bagli koylerin
yerlesim yerlerinde bulunan yerel veya gezginci
toplam 18 ar1 kolonisinden toplanan canli ergin
is¢i ar1 Orneklerinin PCR teknigi ve agaroz jel
goriintiilerinin dizi analizleri
degerlendirildiginde Kars ve Ardahan illerinde
ornek alinan istasyonlarin ar1 Orneklerinin
sergiledigi baz dizilimiyle Kafkas ar1 1rki
popiilasyonlarinin sahip oldugu baz diziliminin
yiiksek oranda benzedigi goriilmuistiir.

Ardahan ilindeki Merkez ve Posof
ilcelerini kapsayan lokasyonlarda bulunan 6
koloniyi temsil eden Orneklerin mtDNA
molekiillerinin  baz  dizilimleri  degerlen-
dirildiginde ise tiim 6rneklerin gosterdigi sekans
verilerinin Kafkas ar1 irki ile benzer dizilime
sahip oldugu tespit edilmistir.

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

art wrki ile yiksek oranda benzedigi
saptanmistir.
Calisma  sonucunda elde edilen

verilerden bir digerinde ise Kuzeydogu Anadolu
bolgesi igerisinde seg¢ilen Erzurum ili ve Dogu
Karadeniz bolgesinde bulunan Rize ilindeki
lokasyonlardan alinan ar1 orneklerinin agaroz
jelde goriinen bantlasma yapilar1 ve dizi analiz
sekanslamasi sonucunda elde edilen niikleotid
dizilimlerinin Kafkas ar1 ki ile benzer
ozellikler gostermedigi gorilmiistiir.

Sonug¢ olarak daha onceki caligmalarla
yaptiZimiz ¢alismada elde edilen veriler
karsilastirildiginda birbirleriyle benzer sonuglar
elde edildigi goriilmiistiir. Saf Kafkas ar1 irkinin
sahip oldugu mitokondriyal genom niikleotid
diziliminin dogal yayilis alanlar1 olarak kabul
edilen Kuzeydogu Anadolu ve Dogu Karadeniz
bolgeleri icerisinde yer alan Kars, Ardahan ve
Artvin  illerindeki  bazi  lokasyonlarda
varyasyonel, mutasyonel, cografik, ekolojik,
dogal ve yapay seleksiyonlari i¢inde barindiran
cevresel ve insan kaynakli faktorlerden
etkilenmedigi ve bunun sonucunda irkin sahip
oldugu  mitokondriyal genom  niikleotid
diziliminin korundugu goriilmiistiir.

An popiilasyonlariin atasal benzerlik
ve  farkliliklarin ~ sonucunda  hazirlanan
filogenetik agaclandirma modiiliinde ise sadece
3 lokaliteden (Kars-Merkez, Ardahan-Posof,
Artvin-Camili) alinan 6rneklerin Kafkas ar1 irk1
ile genotipik acidan yiiksek oranda benzerlik
gosterdigi belirlenmistir.

Elde edilen verilere dayanarak Kafkas
ar1 irk1i mtDNA molekiiliiniin sahip oldugu baz
diziliminin Kuzey dogu Anadolu ve Dogu
Karadeniz bolgelerinde bulunan ar1
popiilasyonlarinda  giinlimiizde de  hala
rastlaniyor olmasi bu bolgelerde birbirine yakin
lokasyonlarda farkli wrklarin  yer aldig:
popiilasyonlarin bulunmasini 6niine gegmek
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icin lokasyonlarin izole bolgeler haline
getirildikleri ve bolgede saf irklarin yetistirildigi
yerel ariciligin hakim oldugu goriilmiistiir.
Boylelikle farkli  popiilasyonlar arasinda
herhangi bir gen alis veriginin oniine gegilmistir.

Yapilan bu g¢alismanin sonucunda elde
edilen veriler Kafkas ar1 wrkinin dogal yayilis
alanlar1 ile 1ilgili yapilacak ¢aligmalara 151k
tutacak niteliktedir.
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