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OZET

Anadolu, Avrupa’nin giiniimiiz biyogesitliligine dnemli derecede katki saglayan bolgelerden birisidir. Bazi giinlimiiz orta ve kuzey
Avrupa popiilasyonlarinin  buzul donemlerinde Anadolu’da barmnmis popiilasyonlardan giden onciilerce olusturuldugu
savunulmaktadir. Soguk tercih eden hayvanlar yayilis oriintiilerinde buzul donemlerinde genisleme buzullar aras1 donemlerde ise
daralma sergiledikleri i¢in model organizmalar olarak kabul edilmektedir. Bu kapsamda Anadolu’nun, tarihsel biyocografyasi ve
genetik cesitliligi konusunda bilgi edinmek amaciyla Karadeniz bolgesinde yayilis gosteren Bombus lapidarius’un 14 kadar
popiilasyonundan COI ve nCTB gen bolgeleri ¢alisilmistir. Her iki belirteg agisindan da haplotip gesitliligi ve 6zgiin haplotip sayisi
yiiksek olup, popiilasyonlar arasinda anlamli bir genetik farklilasma saptanmustir. Ozellikle Dogu-Bat1 farklilasmasi Karadeniz
boyunca desteklenmektedir. Tiim analizlerde Dogu4 ve Dogu5 popiilasyonlarinin diger popiilasyonlardan belirgin olarak farkl
oldugu goriilmektedir. Bu farklilasma popiilasyonlarin cografik yayilis Oriintiileri ile dogrudan iligkilidir. Ayn1 zamanda bu
popiilasyonlar ayr bir soy hatti olusturmaktadir. Ayrica Bati popiilasyonlari son tiiremis popiilasyonlar olarak goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: mtDNA, NUMT, Anadolu, Filocografya, Genetik yapi, Cografik genetik yapilanma

GENETIC STRUCTURING OF ANATOLIAN BOMBUS LAPIDARIUS L. (APIDAE:
HYMENOPTERA) POPULATIONS

ABSTRACT

Anatolia is one of the important regions which have contributed to current biodiversity of Europe. It is suggested that some of
the current central and northern populations of Europe have been originated from populations took refuge during glacial ages.
Cold preferring animals are accepted as model organisms because they exhibit range expansion and range contraction patterns
during glacial and interglacial periods, respectively. In order to improve our knowledge on biogeography and genetic diversity
of Anatolia, the distribution pattern of Bombus lapidarius were investigated in the Black Sea region using COIl and nCTB genes
from 14 populations. High numbers of unique and diverse haplotypes were observed in both markers, suggesting genetic
differentiations among populations. East-West differentiation is particularly supported throughout the Black Sea region. All
analyses indicate that the East4 and East5 populations exhibit significantly differentiation from other populations. This
differentiation is directly related to the geographical distribution patterns of populations. These populations constitute a separate
lineage at the same time. In addition, Western populations can be accepted as recently derived populations.

Keywords: mtDNA, NUMT, Anatolia, Phylogeography, Genetic structure, Landscape genetics

1. GIRiS

Popiilasyonlarin genetik yapilanmasinda gozlenen farklilagmalar, yayilis alanindaki tarihsel ve giincel
dinamiklerin yani sira hem popiilasyonlarin evrimsel hikayesi, hem de alanin jeolojik tarihi ile
iligkilendirilebilir. Buzul ¢aglarinin ve 6zellikle de Pliyosen—Pleistosen buzullasmalarinin giiniimiiz
Avrupa popiilasyonlarinin evrimsel tarihi {izerine ciddi ve belirleyici bir etki sergilemis oldugu
bilinmektedir [1, 2]. Bat1 Palearktik bélgesinin Buzul dénemi filocografyasini arastiran galigmalar Iber,
Italya, Yunanistan/Balkanlar ve Anadolu olmak iizere Avrupa’nin giiniimiiz biyogesitliligine 6nemli
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derecede katki saglayan dort ana siginak alan ortaya koymustur [3-11]. Son yillarda Kuzey Afrika’nin
da siginak roliine sahip oldugu rapor edilmistir [12]. Palearktik bolgede tiirlerin yayilis alaninin en
giineyinde yer alan Anadolu, buzul donemleri boyunca bircok popiilasyona ev sahipligi yapan ve
buzullar arasi donemlerde ise Balkanlar ve Kafkaslar yoluyla kuzeye yayiliglarimi saglayan oldukca
onemli bir siginak alanidir [5]. Anadolu Yarimadasi’nin kuzey sinirini, Karadeniz kiyisi boyunca uzanan
Pontidler olusturmaktadir. Bu dag sirasi batida Bulgaristan sinirlar1 igerisinde yer alan Rodop
Daglari’ndan baglar ve doguda Kiigiik Kafkaslar’a kadar uzanir [13]. Anadolu cografik lokasyonu,
heterojen topografyas1 ve iklimsel kosullarindaki degisikliklere ek olarak karmasik paleocografik tarihi
ile de Avrupa’nin giiniimiiz biyolojik ¢esitliligine 6nemli 6l¢iide katkida bulunmaktadir [14]. Birkag
farkli soy hattina yonelik ¢aligmalar, Anadolu'da genetik gesitliligin yliksek diizeyde olduguna isaret
etmektedir [10,15-18]. Ancak genel olarak Anadolu, bélgesel filocografik ¢alismalarda yeterince temsil
edilmemistir. Sonug olarak bu yarim adada yayilis sergileyen popiilasyonlarin genetik yapilanmasinda
stirekli dalgalanmalarin, uzun siireli tarihsel izolasyonlarin ya da yeniden yerlesme olaylarinin yol agtigi
genetik Oriintliniin izlerine rastlanmasi beklenmektedir. Bombus arilar1 da soguga uyarlanmis, alpin
formlarin veya Holoarktik gruplarin tarihsel biyocografik oriintiilerini anlamak i¢in miikemmel bir
sistemdir [19]. Soguk seven bu ari tiirii Anadolu’nun batisindaki daglardan, Karadeniz hatti1 boyunca
kuzeydogu Anadolu daglarina kadar uzanan bir yayilig sergilemesi nedeniyle Pontid olusumlarinin olasi
etkisini sinamayi da olanakli kilmaktadir.

Bombus lapidarius, Bombinae alt familyasinin bir iiyesi olup kuzey 1liman bdlgelerde hem ekolojik hem
de ekonomik agidan 6nemli tozlastiricilar olarak bilinmektedir [20-22]. Ayni1 zamanda soguk seven,
izole ve parcali bir yayilis sergileyen bir tiir olmasi nedeniyle filocografya ¢alismalari agisindan da ideal
bir organizmadir [23]. Taksonomik agidan bu tiir, giiniimiizde B. lapidarius lapidarius, B. lapidarius
caucasius, B. lapidarius eriophorus, B. lapidarius decipiens ve B. lapidarius atlanticus olmak tizere beg
alt taksonomik gruba ayrilmigtir [24]. Bat1 Palearktik’te yayilis sergileyen bu tiiriin nominal tiirii
Avrupa’nin ovalari, Balkanlar ve Bati Anadolu’da; B. lapidarius caucasicus Kuzeydogu Anadolu,
Transkafkasya ve Iran’in kuzeyinde, B. lapidarius eriophorus Kafkasya’da, B. lapidarius decipiens
Iberve Giiney Italya’da ve B. lapidarius atlanticus ise Fas’ta yayilis sergilemektedir [25].

Burada, Anadolu’da yayilis sergileyen Bombus lapidarius popiilasyonlar1 genetik agidan
degerlendirilerek olasi fiocografik oriintiileri ve cografik genetik yapilanmalari mitokondri genomunu
temsilen COI gen bolgesi ve ¢ekirdek genomunu temsilen bir kodlama yapmayan gen bolgesine
bagvurularak aciga c¢ikarilmaya ¢aligilmistir.

2. MATERYAL ve METOD

2.1. Orneklem

Orneklem, 2008-2010 tarihleri arasinda tiiriin Anadolu’daki yayilis alanin1 ve topografik yapiyr temsil
edecek sekilde 14 farkli lokaliteden 81 birey toplanarak gerceklestirilmistir (Sekil 1, Tablo 1). Etonol
igerisinde saklanarak laboratuvar ortamina getirilen bireylerin teshislerinde farkli tiir teshis anahtarlari

kullanilmugtir [26-27]. Tiir ornekleri bulunduklari lokaliteye bagli olarak Bati, Orta ve Dogu
gruplandirmalar1 yapilmstr.
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Sekil 1. Orneklerin toplandig1 lokaliteler

2.2. DNA Analizi

Orneklerden total genomik DNA izolasyonu icin yiiksek saflikta PZR kalib1 hazirlama kiti (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany) kullanilmigtir. DNA izolasyonu sonrasinda COIl gen bdlgesini
hedefleyen PZR islemleri iki farkli primer ¢ifti kullanilarak gerceklestirilmistir. {1k primer ¢ifti BTF: 5'-
GCCGTTCCTACAGGAATTAAAGTCTTC-3', BTR: 5'- AACTCGTCCAGGAATTGCATCAAC -
3', ikinci primer ¢ifti ise AP-H-3103: 5-AATCTGGATAGTCTGAATAAC-3’, AP-L-1954:5'-
AGCAATGATCAAATTTATAATAC-3" [28] dizilerinden olugmaktadir. Her bir PZR reaksiyonu 50
ul son hacimde hazirlanmustir. 50 pl’lik reaksiyon hacminin igerigine 0,5 U Taq DNA polimeraz (MBI
Fermentas, Hanover, MD), 5 ul 10% reaksiyon tampon (100 mM Tris—HCI, pH 8,8, 500 mM KClI, %0,8
Nonidet P-40), primerlerin her birinden 10 pmol, 0,2 mM her bir dANTP (MBI Fermentas), 1,5 mM
MgCl; ve 50-100 ng kalip DNA eklenmistir. PZR dongiisii kosullari: 94°C'de 5 dakika; 35 dongii
94°C'de 1 dakika, 46°C'de 1 dakika ve 72°C'de 30 saniye; ve sonunda 72°C'de 5 dakika olarak
gergeklestirilmistir. Reaksiyon sonucunda her iki gen bolgesine ait sirasiyla 1344 ve 1050 baz ¢iftlik
fragmanlar elde edilmistir. Dizileme sonrasinda ilgili gen bolgelerinin ileri ve geri yonlii niikleotid
dizileri CodonCode Aligner v3.5.6 [29] programi kullanilarak gézle hizalanmustir. Her bir birey igin
konsensiis dizisi Mega v6.0 programi [30] kullanilarak elde edilmistir.

Tablo 1. Caligma kapsaminda analiz edilen Bombus lapidarius popiilasyonlarinin 6rneklem ve lokalite bilgileri

Toplama Yiikseklik Toplam COlI nCBT
Lokalite Ad Pop. Ad1  Tarihi (m) Enlem Boylam birey  birey birey
B. lapidarius

Eskisehir-Mihaliggtk  Batil 10.07.2010 1241 39°55'08.61"N 31°23'06.98"E 13 13 -
Ankara-Gudiil Bati2 05.07.2008 1518 40° 18'38.99"N 32°15'07.99"E 7 - 7
Bolu-Cankurtaran Bati3 10.07.2010 1466 40° 35'03.77"N 32°17'02.10"E 9 5 4
Kastamonu-Isirganli  Bati4 09.07.2010 1358 41°48'08.91"N 34°05'02.10"E 7 7 -
Sinop-Alagam Bat 5 08.07.2010 1158 41°24'03.47"N 35°18'05.82"E 3 - 3
Tokat-Camlibel Ortal  08.07.2010 1613 39°57'01.28"N 36°31'08.09"E 13 - 13
Tokat-Topgam Orta2  08.07.2010 1610 40°24'01.53"N 36°36'13.31"E 6 6 -
Ordu-Mesudiye Orta3  19.07.2010 1626 40°21'23.04"N 37°51'16.99"E 2 1 1
Sivas-Susehri Orta4  19.07.2010 1773 40°07'04.76"N 38°02'54.24"E 3 1 2
Erzincan-Ahmediye Dogul  19.07.2010 2105 39°53'06.54"N 39°22'03.91"E 3 2 1
Giimiishane-Kosedag Dogu2  19.10.2010 1887 40°17'06.53"N 39°34'03.55"E 4 4 -
Giimiishane-Zigana  Dogu3  19.07.2010 1726 40°37'08.03"N 39°23'07.45"E 5 - 5
Ardahan-Camgecidi Dogu4  21.07.2010 2061 40° 18'00.69"N 42°39'02.65"E 1 1 -
Kars-Sarikamig DoguS _ 20.07.2010 2149 38°46'08.60"N 42°33'05.83"E 5 5 -
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2.3. Veri Analizi
2.3.1. Genetik Cesitlilik ve Gen Karakterizasyonu

Her iki gen bolgesinin molekiiler karakterizasyonu niikleotid diizeyinde, kodlama yapan gen bolgesinin
ise ayrica amino asit diizeyinde de gerceklestirilmistir. Niikleotid kompozisyonu, niikleotid yer degisim
tipleri ve amino asit kompozisyonlart DnaSP v5.0 [31] ve MEGA v6.0 programlar araciligiyla analiz
edilmistir. Popiilasyon i¢i ve popiilasyonlar arasi niikleotid cesitliligi [Pi [32], ikili niikleotid
farkliliklarinin ortalama sayis1 K [33] haplotip c¢esitliligi (Hq), haplotip sayist (H) ve popiilasyonlara
Ozgiin haplotip sayist (Hu) [32- 33] DnaSP v5.0 ve Arlequin v3.11 [34] programlar1 kullanilarak
gerceklestirilmistir. Kodlama yapan gen bolgesinin niikleotid ¢esitliliginin se¢ilim baskisina maruz kalip
kalmadiginin ve tarihsel ani genisleme Oriintiilerinin sinanmasi amactyla Tajima’nin D [35] ve Fu’nun
Fs [36] analizlerine bagvurulmustur.

2.3.2. Cografik Genetik Yapilanma

Anadolu B. lapidarius tiiriinde genetik yapilanmay1 belirlemek igin, @ istatistiklerine dayali molekiiler
varyansin mekansal analizi (SAMOVA) arastirilmigtir. Bu amagla SAMOVA v1.0 programindan
yararlanilmstir [37]. Popiilasyonlar arasi ortalama genetik uzaklik degerleri p-distance [38]. algoritmasi
iizerinden MEGA v6.0 programi ile gergeklestirilmistir. Genetik farklilasma degerlerinin anlamlilik
dereceleri 1000 rastgele permiitasyon iizerinden hesaplanmistir. Popiilasyonlar aras1 genetik yapilanma,
ayni zamanda, ikili genetik uzaklik (p-distance) degerleri iizerinden temel koordinatlar analizi (PCoA)
kullanilarak GenAlEx v6.3 paket programinda [39] ger¢eklestirilmistir. Genetik yapilanmanin
olusumunda cografik uzaklikla genetik uzaklik arasinda bir iligkinin [isolation by distance (IBD); 40]
var olup olmadigi popiilasyonlarin GenAlEx v6.3 paket programinda yer alan Mantel segenegi
kullanilarak 10 000 rastgele permiitasyon lizerinden gergeklestirilmistir.

2.3.3. Filogeni ve Filocografya

B. lapidarius popiilasyonlarinin filogenisi ve popiilasyonlar arasi farklilasma zamanlar1 Bayesiyan
cikarsamali ve MCMC yaklagimli bir filogenetik analiz olan BEAST version 1.8.3 [41] programi
kullanilarak tahmin edilmistir. Disgrup olarak Bombus cinsi igerisinde yer alan Thoracobombus
altcinsini temsilen T. muscorum atanmistir [42]. Analiz yalnizca COI veri seti iizerinden yiiritillmis
olup niikleotid yer degistirme agisindan en uygun evrimsel modelin belirlenmesinde JModel test
programindan yararlanilmistir [43]. Hem AIC (Akaike Information Criterion) hem de BIC (Bayesiyan
Information Criterion) parametreleri i¢in en uygun model olarak alt1 parametreli GTR + G + I modeli
saptanmustir. Veri seti saat benzeri evrimlesme sergilemedigi i¢in, ayilma zamanlar1 “uncorrelated
relaxed lognormal clock” parametresi altinda tahmin edilmistir. Yule tirlesme aga¢ Onciilleri tiir
icindeki model oran varyasyonu igin uygulanmistir [44]. Ayrilma zamanlarmin belirlenmesinde
mutasyon orani olarak, bocek mitokondri genleri i¢in daha Once Onerilmis ve yaygin bir sekilde
kullanilan her milyon yilda pozisyon basina 1.31E-2 yer degistirme degeri segilmistir [45]. Analiz 50
milyon dongii (her 5000 dongiide bir 6rneklem) kullanilarak gerceklestirilmis ve analiz sonucundaki
tiim parametrelerin giivenilirligi ve doygunluk degerleri (ESS > 200) Tracer v1.6 programi ile kontrol
edilmistir. Agaclarin maksimum klad giivenilirlikleri TreeAnnotor v1.8.3 [41] programi yardinu ile
orneklerin %25°lik kismi yakilarak (burn-in) hesaplanmustir. Figtree v1.4.2 [46] konsensiis agacinin
goriintiilenmesinde tercih edilmistir.Gen agag¢larinin insa edilmesine ek olarak, popiilasyonlari olusturan
bireylerin her iki DNA belirtecine ait sekans dizilerine dayandirilarak bireyler arasindaki soy hatti
iliskisi ortanca—baglama (median—joining, MJ) parametresi altinda Network v5.0.0.1 [47] programina
basvurularak gerceklestirilmistir.
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3. SONUC
3.1. Genetik Cesitlilik

Bu calismanin 6nemli bulgularindan biri PZR, dizileme ve hizalama asamalar1 sonucunda kodlama
yapmayan (nCBT) bir numt (mitokondri kdkenli bir yalanci gen) bdlgesinin varliginin saptanmasidir.
COI gen bolgesine benzerlik sergileyen ve 1151 bg uzunlugunda olan bu dizi, igerisinde rastgele stop
kodonlar1 barindirmasi ve %75,6 G+C igerigine sahip olmas1 6zellikleri ile tanimlanmistir. Bu gen
bolgesine ait dizi verisi toplamda sekiz popiilasyona ait 36 bireyden elde edilebilmis ve ¢ekirdek
DNA'’ya ait kodlama yapmayan bolgeler gibi bilgi verici olma durumu géz Sniinde bulundurularak
sonraki analizlerde kullanilmistir. Analiz edilen 36 bireye ait niikleotid konsensiis dizisi igerisinde 13
adet mutasyon, 13 polimorfik (degisken) pozisyon sayisi (S) ve 1138 adet degisken olmayan pozisyon
bulunmustur. Bu polimorfik pozisyonlardan parsimoni bilgi verici pozisyon sayist 12’dir. Baz bagina
niikleotid ¢esitliligi 7 = 0,00395 ve ikili niikleotid farkliliklarinin ortalama sayist k = 4,541 olarak
belirlenmistir. Baz bagina niikleotid c¢esitliligi incelendigi zaman niikleotid degisiminin en fazla 801-
900. pozisyonlar arasinda oldugu ve dizinin en korunmus bdlgesi ise 425-600. baz pozisyonlar1 arasinda
oldugu belirlenmistir (Sekil 2a). Diger taraftan niikleotid kompozisyonunun G+C yoniinde egilim
sergiledigi (% 75,6) gozlenmis olup, ortalama niikleotid ylizdesi toplamda sirasiyla %8,0 (A), %16,3
(M), %37,6 (C) ve %38,0 (G) seklinde hesaplanmistir. Anadolu B. lapidarius popiilasyonlarinda yedi
haplotip ile temsil edilen bu gen bolgesi yiiksek haplotip ¢esitliligine sahiptir (Hq = 0,768+ 0,052). Bu
haplotiplerin dagilimlari incelendigi zaman 6zgiin haplotip sayisinin dort (Hu), en az iki popiilasyon
tarafindan paylasilan haplotip saysinin ise ii¢ oldugu gozlenmistir (Tablo 2).
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Sekil 2. nCBT (a) ve COI (b) gen bdlgesi boyunca baz bagina niikleotid ¢esitliligi (Pi)

Tablo 2. Calisma kapsaminda Bombus lapidarius COI ve nCBT gen bolgelerine ait haplotipler

Col nCBT
Haplotipler Popiilasyonlar ve bireyler Haplotipler Popiilasyonlar ve bireyler
HL1 Bati4b, Bati4r BT1 Ortala, Ortalb, Ortalc, Ortald,
Ortale, Ortali, Ortalj, Ortalk,
Ortall, Ortalm, Orta3d, Orta4d,
Doguld, Dogu3a, Dogu3d
HL2 Batide, Batidp, Bati4u, Bati4t BT2 Ortalf, Ortalg, Ortalh
HL3 Bati3c, Bati3g, Bati3i, Bat3k, Bat13m, Batild, BT3 Bati2a, Bati2c, Bati2d, Bati2e,
Batilh, Batilj, Orta2b, Orta2d, Batilk, Batill, Bati2f, Bati5a, Bati5b, Bati5¢
Batilm, Batiln
HL4 Batila, Batilb, Batilc, Batile, Batilf, Batilg BT4 Bati2b, Bati2g, Bati3a, Bati3e
HL5 Dogulb, Dogule, Dogu2h, Dogu2f, Dogu2g, BTS Bat13j, Bati3b
Dogu2j, Orta2c, Orta2e, Orta2f, Orta2h, Ortade
HL6 Dogu4a, Dopu5a, Dogu5b, DoguSc, Dogusd, BT6 Dogu3b, Dogu3e, Dogu3f
Dogu5f, DoguSg
HL7 Orta3b BT7 Ortadf
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COlI gen bolgesi agisindan degerlendirildiginde, toplamda 10 popiilasyona ait 45 bireyde 1037 bg
uzunlugunda dizi elde edilmistir. Bu veri setinin 29 adet mutasyon, 29 polimorfik (degisken) pozisyon
sayist (S) ve 1008 adet degisken olmayan pozisyon barindirdigi belirlenmistir. Bu polimorfik
pozisyonlardan parsimoni bilgi verici pozisyon sayisi altidir. Niikleotid ¢esitlilik indeksleri © = 0,00767
ve k = 7,956 olup niikleotid degisiminin en fazla oldugu pozisyonlar fragman boyunca degiskenlik
sergilemistir (Sekil 2b). A+T yoniinde egilim sergileyen bu gen bolgesinde ortalama niikleotid yiizdesi
toplamda sirasiyla %33,3 (A), %41,4 (T), %13,6 (C) ve %11,7 (G) seklindedir. Haplotip ¢esitliligi
yiiksek olup (Hg = 0,809 + 0,029) toplamda yedi haplotip elde edilmistir. Ozgiin haplotip sayis1 ise
dorttiir (Tablo 2). Notralite analizleri sonucunda her iki test agisindan da 6nemli bir sapma gozlenmistir
[D =-1,11359 (p = 0,001); Fs = -1,650 (p = 0,001)].

3.2. Cografik Genetik Yapilanma

Poptilasyonlar arasinda genetik farklilasma diizeylerinin belirlenebilmesi amaciyla ikili p-distance
indekslerinden yararlanilmistir. Genetik uzaklik degerleri COI igin %0,00 ile %2,64 ve nCBT igin
9%0,00 ile 90,76 arasinda degiskenlik sergiledigi hesaplanmistir (Tablo 3a-b). Bu farklilagsma COI veri
seti agisindan degerlendirildigi zaman Ozellikle Dogu4 ve Dogu5 popiilasyonlar ile diger kalan
popiilasyonlar arasinda goriilmektedir. Kodlama yapmayan gen bolgesi acisindan ise bu farklilasma
ozellikle Bat1i3 popiilasyonu ile Dogu3 (%0,79) ve Ortad4 (%0,78) popiilasyonlar1 arasinda
goriilmektedir. Bat1 gruplan igerisinde genetik uzaklik oranlar1 her iki veri seti agisindan da %0,00-
%0,30 degerleri arasinda degiskenlik gosterirken, Orta (%0,00-0,01) ve Dogu4-5 (%0,00) gruplari kendi
igerisinde diisiik farklilasma sergilemektedir (Tablo3a-b).

Tablo 3. Popiilasyonlar arasi ortalama genetik uzaklik degerleri a) nCBT (kodlama yapmayan), b) COI gen bdlgesine ait p-
distance degerleri

a) nCBT

Bati2 Bati3 Bati5 Ortal Orta3 Ortad Dogul Dogu3
Bati2 0,0000
Bati3 0,0017 0,0000
Bati5 0,0005 0,0022 0,0000
Ortal 0,0072 0,0076 0,0072 0,0000

Orta3 | 0,0070 | 0,074 | 0,0070 | 0,0002 0,0000
Ortad | 00074 | 00078 | 0,0074 | 0,0006 0,0004 0,0000
Dogul | 00070 | 00074 | 0,0070 | 0,0002 0,0000 0,0004 0,0000
Dogu3 | 0,0075 00079 | 0,0075 | 0,0007 0,0005 0,0010 0,0005 0,000
b) COI
Baul | Bat3 Batid Orta2 Orta3 | Ortad | Dogul | Dogu2 | Dogud | Dogus

Batil 0,0000
Bati3 0,0040 0,0000
Bati4 0,0027 0,0000 0,0000

Orta2 0,0011 0,0006 0,0025 0,0000

Orta3 0,0043 0,0039 0,0055 0,0032 0,0000

Ortad 0,0014 0,0009 0,0026 0,0003 0,0029 | 0,0000

Dogul 0,0014 0,0009 0,0026 0,0003 0,0029 | 0,0000 0,0000

Dogu2 0,0014 0,0009 0,0026 0,0003 0,0029 | 0,0000 0,0000 0,0000

Dogu4 0,0246 0,0241 0,0264 0,0248 0,0251 | 0,0251 0,0251 0,0251 0,0000

Dogu5 0,0246 0,0241 0,0264 0,0248 0,0251 | 0,0251 0,0251 0,0251 0,0000 0,0000
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Popiilasyonlar arasinda saptanan ikili genetik uzaklik degerleri ile cografik uzaklik arasinda anlamli bir
korelasyon gozlenmistir (nCBT igin R? = 0,0118, p = 0,020; COl igin R? = 0,219, p = 0,020) (Sekil 3a-
b). Bu korelasyon 6zellikle COI veri stei i¢in daha barizdir. Bu korelasyona ek olarak, popiilasyonlarin
cografik yayilig ortintiileri ile popiilasyonlar arasi varyasyon orani arasinda da dogrudan bir iligki
saptanmistir (Tablo 4). Bu iliski nCBT agisindan Bati popiilasyonlar1 ile Orta ve Dogu popiilasyonlari
arasinda, COl agisindan ise Dogu4 ve DoguS popiilasyonlari ile diger kalan popiilasyonlar (Bati, Orta,

Dogul ve Dogu?2) arasinda gozlenmistir.

0.030

¥ = 2E-06x + 0,0036
R* = 0,0118

Genetik uzakhik (p-dist)

100,500 200000 #0000

Il”.w::;n Uzakhik (km
a) nCBT

Sekil 3. a) nNCBT b) COI gen veri setleri izerinden Mantel testi (genetik uzaklik p-dist algoritmasi, cografik uzaklik ise km

iizerinden hesaplanmustir.)

Tablo 4. iki belirteg agisindan SAMOVA sonuglar1 (P istatistiklerinin

temelinde tahmin edilmistir. p < 0,05)

y = 2E08x
R2=02198

0,0012

000 500000 60
Cografl uzakiik (km)

anlamlilik diizeyleri 1000 rastgele permiitasyon

nCBT (Kodlama yapmayan gen bélgesi) Gruplandirma sayisi (K): 2

Varyasyonun Kaynagi df SS % Varyasyon p- degeri
Gruplar arasinda (@cr) 1 64,764 87,61 0,0156 £ 0,0036
Grup i¢i popiilasyonlar arasinda (@sc) 6 6,843 5,69 0,0000 + 0,0000
Popiilasyonlar i¢inde (@sr) 28 7,865 6,70 0,0000 £ 0,0000
Toplam 35 79.472

COlI (Kodlama yapan gen bolgesi) Gruplandirma sayisi (K): 2

Varyasyonun Kaynagi df SS % Varyasyon p- degeri
Gruplar arasinda (@cr) 1 148.101 93,99 0,0195 + 0,0036
Grup i¢i popiilasyonlar arasinda ( @sc) 8 21,024 4,71 0.0000 + 0.0000
Popiilasyonlar iginde (@sr) 35 5,897 1,30 0.0000 + 0.0000
Toplam 44 175,022

Temel koordinatlar analizleri (PCoA) sonucunda her iki gen bdlgesi agisindan da bir farklilasma
saptanmistir. nCBT sonuglarinda ii¢ ayr1 kiimelenme agiga ¢ikmustir: Bati2 ve Bati5 popiilasyonlari,
Bat13 popiilasyonu ve Ortal, Orta3, Orta4, Dogul ve Dogu3 popiilasyonlari (Sekil 4a). COIl gen bolgesi
acisindan analiz sonuglart degerlendirildigi zaman Ozellikle Dogu4 ve Dogu5 popiilasyonlarinin
digerlerinden farkli bir kiimelenme olusturdugu gézlenmektedir (Sekil 4b). Orta3 popiilasyonu ise diger

kalan Orta Dogu ve Bat1 popiilasyonlari ile birlikte kiimelenmistir (Sekil4b).
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Sekil 4. Iki belirteg igin ikili geneik uzaklik (p) degerleri kullamlarak yapilan temel koordinatlar analizi (PCoA) renkler
popiilasyonlar1 temsil etmektedir [Bati popiilasyonlar1 (kirmizi), Orta popiilasyonlar (yesil), Dogu popiilasyonlari

(sar1)].

3.3. Filogeni ve Filocografya

COl veri seti iizerinden gerceklestirilen BEAST zaman agaci bu DNA fragmaninin saat benzeri bir
evrim gosterdigine isaret etmektedir (Sekil 5). Ayni zamanda tiim ana ayrimlarda yiiksek destek
degerleri saptanmustir. Monofiletik bir iliski sergileyen B. lapidarius tiirii i¢erisinde Dogu4 ve Dogu5
popiilasyonlarinin temsil ettigi klad tiim digerlerinden giiglii bir destek degeri (PP=1.0) ile ayrilmis olup
ayni zamanda kendi igerisinde de yiiksek destek degerine sahip (PP= 1.0) iki ayr1 soy hatti olarak
farklilasmis olduklar1 gozlenmektedir. Diger kalan popiilasyonlar arasinda ise net bir farklilasma
gdzlenmemis olup popiilasyonlar arasi farkli haplotiplerin paylasim durumlarina paralel olarak birlikte
kiimelendikleri g6zlenmistir. B. lapidarius popiilasyonlar1 arasindaki farklilasmanin ise dogu-bati
eksenli oldugu dikkat cekmektedir. Popiilasyonlar arasinda gozlenen ayrilma zamanlari ise su sekilde
tahmin edilmistir. D1 grup olarak secilen T. muscorum tiiriiniin yaklagik 1,55 my6 (%95 giivenilirlik
araligi= 0,99 - 2,34 myd) ayrilmaktadir. B. lapidarius tirii icerisinde ise Dogu4 ve Dogu5
popiilasyonlarindan olusan soy-hatt1 yaklasik olarak 0,46 myo (%95 giivenilirlik araligi= 0,25 - 0,77
my0) tim digerlerinden ayrilarak farklilasmistir. Bu iki popiilasyonun kendi aralarindaki ayrilma
zamanlari ise 60 bin y1l oncesine denk gelmektedir. Diger taraftan kalan B. lapidarius poptilasyonlarinda
gozlenen ana ayrilma donemi ise yaklasik olarak 0,18 myo (%95 giivenilirlik araligi= 0,09 — 0,30
my0)’sine denk gelmektedir. Tiim popiilasyon i¢i ¢esitlenmeler ise son 30 bin y1l ile 10 bin y1l araliginda
gerceklestigi saptanmustir.
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Sekil 5. COI veri setine dayalt BEAST zaman agaci. Soy-hatlarinin ayrilma zamanlart GTR + G + I mutasyon modeli altinda
iliskisiz tissel gevsek molekiiler saat kullanilarak tahmin edilmistir. Mutasyon orani olarak her milyon yilda baz basina
1.31E-2 orani baz almmis [45] ve altbar milyon yil iizerinden zamansal boyutunu gostermektedir. Destek degerleri
agag lizerinde gosterilmistir. Bat1 popiilasyonlar1 (kirmizi), Orta popiilasyonlar1 (yesil), Dogu popiilasyonlar (sar1)
renklendirilmistir.

3.4. Sebeke Analizleri

Her iki gen bolgesine ait dizi verileri temel alinarak gergeklestirilen soy hatti iligkisi Sekil 6’da
gosterilmistir. Sebeke analizleri sonuglar1 diger analizlere benzer bir yapilanma sergilemektedir. nCBT
sonucunda Bat1 popiilasyonlar1 digerlerinden ayri bir yapilanma gostermekte iken (Sekil 6a), COI
sonuglarinda ise Dogu4 ve Dogu5 popiilasyonlar1 tim diger popiilasyonlardan ayri bir soy hatti
olusturmaktadir (Sekil 6b).
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Sekil 6. Her iki gen bolgesi i¢in sebeke analizi [Bat1 popiilasyonlar (kirmizi), Orta popiilasyonlari (yesil), Dogu popiilasyonlari (sar1)].

4. TARTISMA
4.1. nCBT: Yalanci Gen Ozellikleri

Dogrudan DNA, transpozon ya da viral elementleri igeren aktarim mekanizmalari araciligiyla
mitokondriden ¢ekirdege goc yoluyla ortaya ¢ikmakta olan bu yalanci genler Niikleer mtDNA olarak
isimlendirilmistir (NUMT) [48- 50]. Numtlar, PZR tabanli mitokondriyal arastirmalarda siklikla
istenmeyen paraloglar olarak algilanir [51- 52]. Du Buy ve Riley [53] tarafindan ilk kesfedildikten sonra,
bitkiler, maya, nematodlar, bocekler ve memeliler ve kuslar gibi omurgalilar da dahil olmak {izere birgok
organizma grubunda bulunmustur [54-56]. Ozellikle yiiksek organizasyonlu organizmalarin
genomlarinda organellere ait DNA bdlgelerinin transkripsiyona ya da translasyona ugramayan
kopyalarina siklikla rastlanmaktadir [57]. Numtlar Colletes cinsi [58], Meliponini tribusu [59], bal arilari
[60], yaban aris1 [61] ve karincalar [56] gibi birgok Hymenoptera tiiriinde de belirlenmistir. Bununla
birlikte, numtlari tanimlamak ve karsilastirmak i¢in ¢ok fazla aragtirma yapilmamistir. MtDNA {izerinde
odaklanan filogenetik ¢alismalarda numtlarin kazara ¢ogaltilmasi, numtlarin ve ilgili mtDNA dizilerinin
dogru bir sekilde belirlenmesi 6nemli bir olgu olmustur [62]. Bu genlerinin olusma mekanizmalar1 ve
tarihsel siiregleri iizerine yapilan aragtirmalar 6karyotik genomlarin evrimini anlamamiza biiyiik 6l¢iide
katk1 saglamaktadir [57]. Bu durum taksonlarin evrimsel ge¢misi ve filogenetik iliskileri hakkinda bilgi
verir [52, 63- 64]. Bu c¢alismada PZR, dizileme ve hizalama asamalar1 sonucunda bir numt (ncBT)
bolgesinin varligi ilk kez Bombus cinsinde saptanmustir.

4.2. B. lapidarius Anadolu Popiilasyonlarinin Genetik Yapilanmasi

Calisma kapsaminda her iki belirteg i¢in dort tanesi 6zgiin olmak {izere yedi haplotipinin saptanmasi,
Anadolu popiilasyonlarinin yiiksek diizeyde bir genetik ¢esitlilige sahip olduguna isaret etmektedir.
Aym zamanda haplotip cesitlilik indeksleri de bunu dogrular niteliktedir (Tablo 2). Gozlenen yiiksek
genetik cesitlilik, tiiriin yakin dénem evrimsel ge¢misinde Anadolu’daki yayilist agisindan biiyiik bir
efektif popiilasyon biiyiikliigiine erismis olduguna isaret etmektedir. Bu tiir disinda bazi diger
organizmalar {lizerine yapilan c¢aligmalar da Anadolu popiilasyonlarinda uzun siireli bir biyocografik
izolasyonu Onermektedir [11, 65- 67]. Popiilasyonlarda genetik yapilanma ya cevrelerine karsi
sergiledikleri adaptif yanittan ya da cografik izolasyon gibi popiilasyonlarda gen akisini dogrudan
etkileyen bir olgudan kaynaklanabilir. Bununla birlikte popiilasyonlarda yapilanma hem siire giden hem
de tarihsel siireclerin etkileriyle de miimkiin olabilir [1]. Genetik farklilasma diizeyleri géz Oniine
almdiginda 6zellikle Bati popiilasyonlar1 Orta ve Dogu popiilasyonlariyla yiiksek oranlarda farklilik
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sergilemesinin (Tablo 3a) yan1 sira, Dogu4 ve Dogu5 popiilasyonlarinin diger popiilasyon gruplarindan
belirgin derecede ayrildigini gostermektedir (Tablo 3b). Ek olarak Orta ile Dogu popiilasyonlar1 arasinda
(Tablo 3a) ve Bat1 ile Orta popiilasyonlar1 arasinda (Tablo 3b) gbzlenen diisiik genetik farklilagsma bu
popiilasyonlarin gorece benzer kosullara uyum saglamak igin pozitif secilim baskisi altinda
olabileceklerini 6nermektedir. Diger taraftan popiilasyonlar arasinda genetik farklilagma bir dereceye
kadar cografik uzakliktan kaynaklanmis olabilir. B. lapidarius popiilasyonlarinin yayilis oriintiileri
acisindan gen akisi ve genetik siiriklenme arasinda bir denge oldugunu oneren sifir hipotezini
reddetmektedir. Popiilasyonlar arasinda genetik farklilagma tiirtin yayilis alani boyunca cografik
uzakligin artmasiyla birlikte artis sergileme egiliminde oldugu goz ardi edilemez (Sekil 3a-b). Ayrica,
popiilasyonlarin cografik yayilis oriintiileri ile popiilasyonlar aras1 varyasyon orani arasinda da dogrudan
bir iliski saptanmistir (Tablo 4). Bati ile Orta ve Orta ile Dogu gruplar arasinda paylasilan haplotiplerin
belirlenmesi gen akisinin oldugunu gostermektedir (Tablo 2). Orta2 (Tokat top) ve Ortal (Tokat cam)
popiilasyonlarina ait bireylerin bu haplotiplerde paylasiliyor olmasi bir gecis popiilasyonu oldugunu
sOylemektedir. Bu popiilasyonlar bolgesel diizeyde gorece daha izole ve kiiciik popiilasyonlar olup, bu
yiizden stiriiklenme ve/veya secilimden dolay haplotip ¢esitlikleri hemen hemen ayni orandadir (Tablo
2). Ozellikle Dogu4 ve Dogu5 bdyle izole popiilasyonlarda rastgele genetik siiriiklenmenin etkisi bir
taraftan diisiik genetik cesitlilige, diger taraftan ise tim diger popiilasyonlardan giiclii bir genetik
farklilasmaya yol agmaktadir [68]. Sonugta tiiriin yayilis oriintiisiine (kiigtik, izole ve alpin ya da
subalpin boélgeler) paralel olarak, cografik uzaklik gen akis oraninda bir kesintiye neden olur ve
boylelikle popiilasyonlarin farkli evrimsel siireglere maruz kalmalarinin desteklenmesi yoniinde is goriir
[10]. Genetik yapilanmanin yalnizca cografik uzakliktan kaynakli izolasyonla iliskili olmadigini; ayni
zamanda farkli yapilanma oriintiilerine isaret ederek (Sekil 4-5-6), bu farklilagmalarda cesitli tarihsel
olgularin da 6nemli bir rol oynamis olabilecegini dnermektedir. Bu farklilik oraninda analiz yapilan
orneklem sayisinin azligindan kaynakli bir sapma séz konusu olabilecegi dikkate alinmalidir. Bati
grubunu olusturan popiilasyonlar Orta/ Dogu popiilasyonlarindan ayrilirken Orta ve Dogu grubu
arasinda Ortal (Tokat cam) popiilasyonlar: bir gec¢is olusturmaktadir (Sekil 4a, 5, 6a). Dogu grubu
olarak Dogu4 (Ardahan g¢am) ve Dogu5 (Kars sar) farklilik gdsterirken, Orta2 (Tokat top)
popiilasyonlar1 diger Dogu popiilasyonlari ile Orta grubu ve Bat1 grubu ile Orta grubu arasinda bir gecis
sergiledigi goriilmektedir (Sekil 4b, 5, 6b). Dogu4 ve Dogu5 (HL6) popiilasyonlarinin diger tiim
popiilasyonlardan yiiksek genetik farklilagmasi sonucu olugsmustur (Sekil 5- 6b). Bat1 yoniine dogru
yayilis sergilemektedir. Bu durum Anadolu’nun genetik ¢esitliligi muhtemelen farkli etkilere sahip
birka¢ buzul donemi sonucunda varyasyonun birikmesinden ve kararli bir siginak pozisyonundan
kaynaklanmaktadir [8, 69- 71]. Bu ¢alisma sonucunda Pleistosen déneminde gergeklestigi bilinen dort
onemli buzul ¢aginin diger birgok tiirde oldugu gibi (6, 8, 10) bu tiiriin ¢esitlenmesinde 6énemli bir etki
sergiledigi gdzlenmektedir. Ozellikle Dogu4 ve Dogu5 popiilasyonlarnin diger kalan B. lapidarius
popiilasyonlarindan ayrilma zamanlar1 (~ 0,46 myd) Giinz — Mindel buzullar arasi déoneme denk
gelmektedir (Sekil 5). ikinci bir ana ayrilma zamani ise kalan popiilasyonlar arasinda gozlenmis olup
Mindell - Riss buzul donemleri arasindadir. Anadolu B. lapidarius popiilasyonlarinin popiilasyon ici
¢esitlenmeleri ise Wiirm buzul dénemi sonu ve Holosen siireci arasinda oldugu tahmin edilmektedir
(Sekil 5). Bu donemin bir¢ok takson agisindan oldukg¢a sert iklimsel kosullarinin artan sicakliklarla
birlikte degismeye basladigi ve giiniimiiz kosullarini da olusturan (4000 y6) kararli bir iklimsel yapinin
acgiga ¢iktigi doneme denk gelmesiyle ortiismektedir. Kararli bir siginak pozisyonu ise Anadolu’nun
uzun siireli ve karmagik paleocografik tarihinin yani sira yiiksek habitat heterojenitesi, topografik ve
iklimsel varyasyonlar sergilemesinden kaynaklanmakta ve tiim bu ozellikler igerdigi mevcut
biyogesitliligi agiklamada temel 6neme sahip goriinmektedir [7]. Ayrica B. lapidarus’a ait bir alttiiriin
Kafkasya’da yayilis gosteriyor olmasi Anadolu’daki alttiirleri ile arasindaki iliskiyi ve Anadolu’nun
o6nemli bir sigimak olmasini gérmemize yardimci olmaktadir.

Sonug olarak B. lapidarius popiilasyonlarinda karmasik bir yapilanma oriintiistiniin varlig1 ve bu nedenle
de tiirtin Anadolu boyunca yayilisinda genetik cesitliligin ve farklilasmanin popiilasyonlarin cografik
pozisyonlariyla da uyumlu olarak ortaya koyulmustur. Bu durum tiiriin evrimsel tarihini de géz 6niinde
bulundugunda Anadolu’nun 6nemli bir siginak alani olmas1 yoniindedir. Bir taraftan popiilasyonlarda
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son bir ani genisleme Oriintiisii ve popiilasyon i¢i genetik cesitlilik diizeylerinin ve 6zgilin haplotip
sayilarinin yiiksek olmasi, diger taraftan komsu popiilasyonlar olmasina ragmen aralarinda gozlenen
siirlt gen akist belirlenmistir. Popiilasyonlar arasinda genetik farklilagma diizeyleri géz Oniinde
bulunduruldugunda Bati, Orta ve Dogu gruplar arasinda farklilagma belirlenmistir. Orta2 ve Dogul
popiilasyonlar1 arasindaki diisiik farklilik gen akisinin siirdiiglinii gosterirken Dogu4 ve Dogu5
popiilasyonlarinin diger popiilasyonlarla yiiksek oranlarda farklilasma izole popiilasyonlar oldugunun
gostergesidir. Popiilasyonlar arasinda saptanan genetik farklilagsmanin cografik uzaklik ile anlamli bir
korelasyon sergilemesinin yani sira popiilasyonlar arasi varyasyon oranlar1 cografik yayilis oriintiileri
ile dogrudan iliskisi belirlenmistir. Ozellikle Dogu4 ve Dogu5 popiilasyonlarinin digerlerinden farkl
bir kiimelenme olusturdugu, Orta grubu olusturan popiilasyonlarin ise bir kism1 Bat1 bir kismi ise Dogu
grubu ile birlikte yapilanma sergilemistir. Bunun yani sira Dogu-Bat1 yonlii bir akrabalik iligkisinin
varlig1 gozlenirken Dogu4 ve Dogu5 popiilasyonlar1 ayr1 bir soy hatti olusturmaktadir. Son tiiremis
grup ise genel olarak Bat1 popiilasyonlarindan olusmaktadir. Giliniimiizde izole ve yiiksek orman kenar1
alanlar1 tercih eden ve soguk seven bir form olan B. lapidarius popiilasyonlari i¢in uygun habitatlarin
yok olmasina yol acan buzul siiregler ana farklilagsmalari da tetiklemistir. Ancak bu sonuglar daha fazla
orneklem ve gen bolgesi kullanimiyla yeniden arastirilmalidir.
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