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In this study, we aimed to investigate genetic differences between estivated Phassalis and hibernated
Termessos native B. terrestris populations based on 20 microsatellite loci and two mtDNA gene
regions (COIl and cytb). The mean number of allele per locus, observed heterozigosity and inbreeding
coefficients were determined 12.00 and 11.00, 0.68 and 0.65, 0.22 and 0.26 in Termessos and
Phassalis populations, respectively. Pairwise Fst value was calculated as 0.023 by using 20
microsatellite loci. According to the mtDNA COI gene region, all samples in both two populations
were included in a single haplotype (Haplotype B). Four different haplotypes (Haplotypes 1-4) were
determined according to the mtDNA cytb gene region. Pairwise Fst value was calculated as 0.0013
according to the mtDNA cytb gene region. There were no significant differences between these two
natural B. terrestris populations in terms of the 20 microsatellite and two mtDNA loci examined.
According to results, life cycle differences of different native B. terrestris population are probably
determined by environmental factors (photoperiod, temperature, flora, moisture, altitude etc.) rather
than genetic influences.
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Estivasyon ve Hibernasyon Gosteren Dogal Bombus terrestris (L.) Populasyonlarinda Genetik
Yapilarin Molekiiler Markerler Kullanilarak Karsilastirilmasi
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Bu caligmada estivasyon gosteren Faselis ve hibernasyon gosteren Termesos dogal B. terrestris
popiilasyonlar1 arasindaki genetik farkliliklarin 20 mikrosatellit lokus ve iki mtDNA gen bolgesi
(COI ve cytb) temelinde incelenmesi amaglanmistir. Termesos ve Faselis popiilasyonlarinda
sirastyla; lokus bagina ortalama allel sayis1 12,00 ve 11,00 olarak, gdzlenen heterozigotluk degeri
0,68 ve 0,65 olarak, akrabali yetistirme katsayis1 ise 0,22 ve 0,26 olarak tespit edilmistir. Tkiserli Fst
degeri 20 mikrosatellit lokus kullanilarak 0,023 olarak hesaplanmistir. mtDNA COI gen bélgesine
gore Termesos ve Faselis popiilasyonlarindaki tiim orneklerin tek bir haplotipe dahil oldugu
(Haplotip B) belirlenmistir. mtDNA cytb gen bolgesine gore 4 farkli haplotip (Haplotip 1-4)
belirlenmistir. mtDNA cytb bolgesine gore ikiserli Fst degeri 0,0013 olarak hesaplanmustir. Sonug
olarak, estivasyon ve hibernasyon gosteren bu iki dogal B. terrestris popiilasyonu arasinda incelenen
20 mikrosatellit ve iki mtDNA lokus bakimindan 6nemli genetik farkliliklar bulunmamustir.
Aragtirma sonuglarina gore farkli B. terrestris dogal popiilasyonlarmin yagam dongiisii bakimindan
farkliliklarinin genetik etkilerden cok gevresel faktorler (fotoperiyod, sicaklik, nem, yiikseklik, bitki
ortiisil vs.) ile sekillendigi anlagilmaktadir.
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Giris

Farkl1 iklim ve habitat kosullarina uyum saglayabilen
bombus arilari, diinyanin iliman bolgelerinden Kutup
Dairesine  kadar uzanan genis bir cografyada
bulunmaktadir (Williams ve ark., 2014). Tiirkiye’nin en
dogusundan en batisina, kuzeyinden gilineyine, deniz
seviyesinden 4000 metre yiikseklige kadar hemen her
yerinde bombus tiirlerine rastlanmustir (Aytekin, 2001;
Rasmont ve ark., 2009). Bombus arilar1 dogal yetisen ve
kiiltiiric yapilan pek ¢ok bitkinin tozlasmasinda oldukga
onemli bir role sahip olmalari nedeniyle ticari olarak
iiretilmekte ve 6zellikle ortii alt1 yetistiricilikte tozlagsmay1
saglamak amaciyla kullanilmaktadir. Bombus tiirleri
icerisinde Bombus terrestris, Bombus lucorum, Bombus
ignitus, Bombus impatiens ve Bombus occidentalis
tiirlerinin kitlesel olarak ticari yetistiriciligi yapilmaktadir.
B. terrestris bu tirler iginde ticari yetistiriciligi en ¢ok
yapilan, dogada en yaygin goriilen ve iizerinde en fazla
bilimsel ¢aligma yapilan tiirdiir (Velthuis ve Doorn, 2006).

B. terrestris tiirii dogal yayilma alanlarinin Gtesinde
onemli ekolojik esneklik gostererek farkli habitatlarda ve
olumsuz kosullar altinda da yasamin siirdiirebilmektedir
(Dafni, 1998). Bu tiiriin farkli iklim ve cografi kosullara
adapte olmasinda sosyal bir canli olmasi, koloni yasami
stirdiirmesi, ¢cok sayida bitkiden nektar ve polen kaynagi
olarak faydalanabilmesinin yani sira, yasam dongiisiinii ve
koloni gelisimini bulundugu ortama gore diizenleme
yetenegi de etkilidir (Dafni ve ark., 2010). B. terrestris tiirii
Tirkiye ve Akdeniz Bolgesi dogal faunasinda yaygin
olarak bulunmakta ve ¢ok genig bir habitatta tozlagsma
yapmaktadir (Ozbek, 1997). Anadolu’da B. terrestris
popiilasyonlar1 0-2200 metre araliginda goriilmektedir. Bu
popiilasyonlardan %80'i 2-1510 metre yiikseklikte tespit
edilmigstir (Rasmont ve Flagothier, 1996). Toroslar'da ise
popiilasyonlarin % 75°i 500 metrenin altinda bulunmustur
(Kaftanoglu 2000).

Mevsimsel ve c¢evresel degisimlerden (sicaklik, nem,
besin gibi) kurtulma yetenegi canlilarin yagam dongiilerini
tamamlamalar1 ve belirli cografi bolgelere yayilmalart
acisindan kritik 6neme sahiptir. Tiim hayvan ve bitki
taksonlariin temsilcileri, mevsimsel degisikliklere cevap
olarak yasam ge¢mislerinde bir tiir uyusukluk (kis uykusu-
hibernasyon, vyaz uykusu-estivasyon) geligtirmistir.
Boceklerde uyusuklugun fizyolojik sekli diyapoz olarak
bilinmektedir. Diyapoz, boceklerin zor kosullarda hayatta
kalmak i¢in fizyolojilerini degistirmelerine ve farkli
ortamlarda yasayabilmelerine olanak saglayan bir
adaptasyon seklidir (Denlinger, 2002). Bombus arilarinda
diyapoz tepkileri agisindan biiyliik ekolojik esneklik
goriilmektedir. Kuzey Avrupa’da ana arilar toprak sicakligi
5°C’nin altina diistiigiinde diyapoz siirecine girmekte ve
ilkbaharda toprak sicakligi 6-7°C oldugunda diyapozdan
¢ikmaktadirlar. B. terrestris arilar1 dogal yasam alanlarinda
3-8 ay arasinda degisen siireyle diyapozda kalmaktadir.
Yeni Zelanda gibi daha sicak bolgelerde 3-4 ay diyapozda
kalan arilar Kuzey Avrupa gibi soguk bolgelerde 6-8 ay
diyapozda kalirlar (Beeckman ve ark., 1998). Tirkiye dogal
faunasinda yasayan B. terrestris kolonilerinin yasam
dongiilerinde de ¢ok biiyiik varyasyon goézlenmektedir.
Ege ve Akdeniz sahil kesiminde dogal yasam alanlarinda
Ekim-Aralik aylarinda diyapozdan ¢ikan B. terrestris ana
arilart i¢ bolgelerde Subat-Mayis aylarinda diyapozdan

¢ikmaktadir. Bombus ana arilar1 olumsuz ¢evre sartlarinda
hayatta kalmak amaciyla yasamsal fonksiyonlarini
yavaglatarak (viicut 1sisimin  azaltilmasi, metabolik
faaliyetlerin minimum seviyelere indirilmesi vs.) birkag ay
stiren diyapoz donemine girerler. Yaz mevsiminin asir1
sicak ve kurak doneminde gegirilen diyapoz estivasyon, kis
aylarinda gecirilen diyapoz ise hibernasyon olarak
adlandirilmaktadir (Denlinger 2008). Ayn1 bolgede degisik
yiikseklikler de bile farkliliklar goriilebilmektedir. Ornegin
Giirel ve ark. (2008) Antalya’nin sahil kesiminde bulunan
Faselis (rakim 0-100 aras1) bolgesinde yerel B. terrestris
ana arilarinin diyapozdan sonbaharda, daha i¢ kesimlerde
kalan Termesos (rakim 500-700 arasi) bolgesinde ise
ilkbaharda ¢iktigini bildirmislerdir. Giirel ve ark. (2008)
Antalya ilinde farkli yiikseklik ve habitatlarda yerel B.
terrestris  popiilasyonlarinin ~ yagam  dongiilerinin
(diyapozdan c¢ikis tarihleri, yasam dongiisii uzunlugu vb.)
farklilik gdstermesinin populasyonlarin farkli ekolojik
kosullara adapte olmasinda kolaylik sagladigini
bildirmiglerdir. Ancak bombus arilariin  yasam
dongiilerinde goriilen bu farkliligin genetik etkilerle mi
yoksa c¢evresel faktorlerle mi sekillendigi konusunda
aragtirmaya rastlanilmamustir.

Bu baglamda gergeklestirilen calisma kapsaminda,
Antalya ilinde Faselis ve Termesos bolgelerinde bulunan
yerel B. terrestris popiilasyonlarindaki genetik ¢esitlilik ve
popiilasyonlar  arasindaki  genetik  farkliliklar 20
mikrosatellit lokus ve iki mtDNA (COIl ve cytb) gen
bolgesi kullanilarak incelenmistir. Bu sayede daha once
Faselis ve Termesos bolgelerinde bulunan yerel B.
terrestris popiilasyonlar1 arasinda tespit edilen ¢esitli
yasam dongiisii farkliliklarinin (diyapozdan ¢ikis tarihleri,
yeni ana ve erkek arilarin ortaya ¢iktig1 tarihler ve yagsam
dongiilerinin  uzunlugu vs.) genetik alt yapisiin
degerlendirilmesi ve giliniimiizdeki mevcut popiilasyon
yapisinin molekiiler diizeyde belirlenmesi amaglanmustir.

Materyal ve Metot

Materyal

Antalya sahil kesimindeki Faselis (0-100 m) ve ig¢
kesimlerde kalan daha yiiksek rakimli Termesos (500-700
m) bolgelerindeki dogal yagsam alanlarindan 2017 yilinin
Nisan ve Mayis aylarinda toplanan 30’ar adet B. terrestris
is¢i ar1 aragtirmanin ar1 materyali olarak kullanilmistir. Bu
bolgeler, dogal B. terrestris popiilasyonlarinin bulundugu
ve ticari olarak {iiretilen kolonilerin kullanilmadig: izole
alanlar olarak bilinmektedir (Giirel ve ark., 2008). Farkli
habitat kosullarinin  goriildigii  (farklt yiikseltilerde
bulunan, estivasyon ve hibernasyon gosteren vb.) bu
alanlardan ar1 6rnekleri toplanirken ¢ok genis bir alan
taranmis ve miimkiin oldugunca farkli kolonilere ait ari
orneklerinin toplanmasima c¢alisilmigtir. Toplanan ari
ornekleri  %95’lik etanol c¢ozeltisine konulmus ve
laboratuvarda +4°C’de muhafaza edilmistir.

Metot

Popiilasyonlar i¢indeki genetik ¢esitlilik parametreleri
ve popiilasyonlar arasindaki genetik benzerlik ile
farkliliklar mikrosatellit lokuslar ve mtDNA’ya ait iki
lokus (COI ve cytb) kullanilarak incelenmistir. Bu sayede
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hem otozomal hem de anasal kaliim izlenerek iki
poptilasyon arasindaki iligkiler molekiiler diizeyde
arastirilmistir.

Genomik DNA izolasyonu her bir bombus arisinin
toraksi kullanilarak %10 Chelex 100 metoduyla (Walsh ve
ark., 1991) yapilmistir. DNA’lar agaroz jelde kontrol
edildikten sonra PCR islemine gecilmistir. Mikrosatellit
lokuslarin se¢iminde Estoup ve ark., 1995, 1996, Funk ve
ark., 2006 ve Stolle ve ark., 2009 ¢alismalar1 incelenerek
yaygin olarak kullanilan 20 adet lokus belirlenmistir.
Calisilan lokuslara ait tanimlayict bilgiler Tablo 1’de
Ozetlenmistir. Faselis ve Termesos popiilasyonlarindan
30’ar 6rnek olmak tizere toplam 60 ar1 6rnegi her lokus igin
tek tek genotiplendirilmistir. PCR islemi i¢in 2-2,5 ul kalip
DNA (50 ng//ul), 2 pl 10X buffer (Geneall), 1,2 pl HQ
buffer (Geneall), 2 ul dNTPs (2,5mM), her bir primerden

0,3 ul (10 pmol), 2,5u/ul Taq polimeraz (Geneall) toplam
hacim 20 pl olacak sekilde ayarlanmistir. PCR islemi i¢in
termal kosullar ilk denatiirasyon 94°C’de 3 dk,
denatiirasyon 94°C’de 30 sn, yapigma 48-60°C’ de 30 sn,
uzama 72°C’de 30 sn ve son uzama 72°C’de 10 dk olmak
iizere, 35 dongii olarak uygulanmustir.

PCR firiinlerinin biiyiikliklerinin belirlenmesi i¢in
yapilan fragment analizi islemi 96’lik otomatik kapiller
sistem kullanilarak (Advanced Analytical Technologies-
AATI, Ames, lowa, USA) gergeklestirilmistir. Cihazda
DNF-900 35-500 bp kit iretici firmanin talimatlari
dogrultusunda  kullamilmigtir.  Kapiller  elektroforez
isleminden sonra bantlarin goriintiilenmesi i¢in PROSize®
2.0 version 1.3.1.1 programi (Advanced Analytical
Technologies, Inc., Ames, IA, USA) kullanilmistir.

Tablo 1. Calismada kullanilan mikrosatellit lokuslara ait bazi tanimlayici bilgiler
Table 1. Some descriptive information about microsatellite loci used in the study

Lokus Tekrar motifi Primer dizileri (5°—3”) A AR R
F-CGTCCTCGTATCGGGCTAAC
B100 (CT)GTC(CT)s T COAAACOT OO A 58  146-178 1
F: CCTAAGTCGCTATATCTTCG
B118 (CTuAG(CT)s R:.GAAACACGTATCTACATCTACAG 58 221-223 1
F: GATCGTGCTAGAAAAGGAAG
B119 (CT):CG(CT)s e CCACAGT AN TG 52 130-136 1
5104 (CT)sTCCTCTTCCAC(CT)1e F: GCAACAGGTCGGGTTAGAG 57 24255 2
CCTC(GC)s(GGCT)s R: CAGGATAGGGTAGGTAAGCAG
F: GCTTGCTGGTGAATTGTGC
B126 (CT)GT(CT)1o e CATTCT O e T ACTCG 57 176-182 2
F: GAAATTCGTGCGGAGGG
B132 (CTTC(CT)s R: CAGAGAACTACCTAGTGCTACGC 58 148213 1
- (CG)(CT)TT(CT)T(CT).T  F: GGGAGAGAAAGACCAAG > 230043 1
(CTH,CGTT(CT)s R: GATCGTAATGACTCGATATG
a1t (CT)s... (CT)(ATCT)s...  F: GCAACGAAACTCGAAATCG 6> 154180 2
(CT)s(ATCT)s R: GTTCATCCAAGTTTCATCCG
F: AGTCGTCGCTTTGGGATTC
BT06 (TC)2s R: GAACTATCGGGCTCTGTTAGC 52 156-176 3
F: CAGTCGTCTGGAACTAGATCCG
BT09 (TC)2s R: AACGTCGATTACCGTCACCGAG 52 128174 3
F: TCTTGCTATCCACCACCCGC
BT10 (CTs R: GGACAGAAGCATAGACGCACCG 53 1511753
F: TTCCACAGCGTTTTCTTAAGTC
BT20 (Cn21 R: ATGGACGGCGAGATCGTGAG 52 127145 3
F: AGCGGGACCTGGTAAAAACG
BT26 (TG)ss R: CGATTCTCTTCGTGGTCAGTTCTCe 22 119191 3
F: TTGCTGACGTTGCTGTGACTGAGG
BT28 (GTTs(GTTV(GTTGCT)s | Lo (oar 2l SLIBIBA IS 53 181-196 3
F: CGTTGCATGCCGTTAAAATA
BTMS0033 | AAG R: TTCGCGTATAACGACGTCAC 51 202-247 4
F: GTGCGAGCTTCTCGAGGATA
BTMS0119 [ TC R: GCGCATGCATAAGTCTCGTT 60 334372 4
F: TACAAACGATGCGTGAGG
BTMS50131 | GA R: AGTCAAGTAAGTCCTACCG 48 209-326 4
F: TCGCGATCTTGGTGATAATGA
BTMS0082 | TTTTC o o 60 381-402 4
F: CGCCGTAATGTTAACTCC
BTMS0124 | TC R: ACTCAATCCAAACGCCACC 54 242-324 4
F: GAAATTCCCCACGAAATACG
BTMS0045 | GA R: GCGGATACAGTTTCGAGCAT 60 236-287 4

A: Yapigma Sicakligi (°C); AR: Allel Genisligi; R: Referanslar; 1: Estoup ve ark. (1996); 2: Estoup ve ark. (1995); 3:

Funk ve ark. (2006); 4: Stolle ve ark. (2009)
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Popiilasyonlar arasindaki benzerlik ya da farkliliklar
anasal kalitimi izleyerek arastirmak amaciyla mtDNA COI
ve cytb gen bolgeleri incelenmistir. mtDNA sitokrom
oksidaz I (COI) gen  bdlgesi icin 5’-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3* ve 5°-
GGTCAAACAAATCATAAAGATATTGG-3’
primerleri, mtDNA sitokrom b (cytb) gen bdlgesi igin 5°-
TATGTACTACCATGAGGACAAATATC-3> ve 5°-
ATTACACCTCCTAATTTATTAGGAAT-3" primerleri
kullanilarak PCR islemi gerceklestirilmistir. PCR islemi
icin Coppee (2010) tarafindan bildirilen PCR programi ve
icerigi kullanilmigtir. PCR igleminde mtDNA COI bolgesi
icin 658 bg ve cytb bolgesi icin 433 b¢ uzunlugundaki
bantlar elde edilmistir. Elde edilen PCR {iriinleri DNA dizi
analizlerinin  yapilmast  i¢in  sekans  analizine
gonderilmistir. Caligmada her popiilasyondan iki gen
bolgesi icin beser 6rnegin DNA sekans analizi hizmet alim1
yoluyla yaptirilmustir.

Istatistiksel Analizler

Fragment analiz cihazinda elde edilen mikrosatellit
verileri Excel’e CONVERT programi (Glaubitz 2004)
formatinda girilmistir. Allel frekanslart ve Ozgiin allel
sayilart ile wverilerin diger programlarin formatma
doniistiiriilmesi  CONVERT  programi ile yapilmustir.
Popiilasyonlardaki temel genetik cesitlilik parametreleri
(Allel genisligi-AG, Allel sayisi-Na, Etkili allel sayisi-Ne,
Gozlenen Heterozigotluk-Ho ve Beklenen Heterozigotluk-
He) POPGENE (Yeh ve ark., 1997) programiyla, Polimorfik
Bilgi igerigi (PIC) degerleri POWERMARKER (Liu ve
Muse 2005) programiyla ve Akrabali Yetistirme Katsayisi
(Fis) FSTAT v.1.2 (Goudet 1995) programiyla
hesaplanmustir. Popiilasyonlar arasi genetik farklilasma
degerleri (ikiserli Fst) Arlequin (Excoffier ve ark., 2006)
paket programu ile belirlenmistir.
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mtDNA gen bdlgelerine ait sekanslar ClustalX2
programu (Larkin ve ark., 2007) kullanmilarak hizalanmistir.
Ardindan c¢aligilan mtDNA gen bolgelerinin  bombus
arilarma ait olup olmadigit BLAST 2.2.20 (Zhang ve ark.,
2000) yazilimu ile kontrol edilmistir. Her bir 6rnegin kimligi
ve primerlerin dogru sonuglar verdiginin
kesinlestirilmesinden sonra iki gen bolgesi i¢in de tiim
sekans bilgileri MEGAG6 programina (Tamura ve ark., 2013)
yiklenerek DNA dizi hizalamasi yapilmistir. SNP
bolgelerinin tespiti i¢in sekanslar DnaSP v.5 (Rozas ve ark.,
2010) yazilimina yiiklenmis ve haplotipler olusturulmustur.
Daha sonra haplotip bilgileri Arlequin 2.00 (Excoffier ve
ark.,, 2006) yazilminda istatistiki analizler icin
kullanilmisgtir.

Bulgular ve Tartisma

Yapilan aragtirmada Termesos popiilasyonunda 20

mikrosatellit lokusta elde edilen genetik gesitlilik
parametreleri, PIC degerleri ve akrabali yetistirme
katsayilar1 ~ Tablo  2’de  verilmistir. ~ Termesos

popiilasyonunda gozlenen allel sayisi en diisiik 4 ile B119
ve BTMS0082 lokuslarinda, en yiiksek ise 18 allel ile
BTMS0131 lokusunda elde edilmistir. Lokus basina
gbzlenen allel sayisi 12, lokus basina ortalama etkili allel
sayist ise 8,21 olarak hesaplanmistir. Termesos
popiilasyonunda tiim lokuslarda PIC degeri 0,50’den
yiksek ve ortalama 0,83 olarak hesaplanmistir. Ho
degerlerinin 0,27 (BT28) ile 0,93 (B132) araliginda, He
degerlerinin ise 0,65 (BTMS0082) ile 0,93 (BT09)
araliginda degistigi goriilmistir. Ortalama Ho ve He
degerleri sirasiyla 0,68 ve 0,87 olarak hesaplanmistir. TM
popiilasyonunda ¢alisilan 20 mikrosatelit lokusta Fis
degeri en disiik B132 lokusunda (-0,02), en yiiksek ise
BTMS0082 lokusunda (0,70) tespit edilirken ortalama Fis
degeri 0,22 olarak hesaplanmustir.

Tablo 2.Termesos popiilasyonunda 20 mikrosatellit lokus i¢in genetik ¢esitlilik parametreleri
Table 2. Genetic diversity parameters for 20 microsatellite loci in Termessos population

Lokus N AG Na Ne Ho He PIC Fis
B100 30 150-176 11 8,70 0,73 0,90 0,87 0,19*
BTMS0033 29  208-220 5 3,41 0,55 0,72 0,66 0,24*
BTMS0119 30 332-378 14 8,78 0,77 0,90 0,88 0,15*
B119 28  130-136 4 3,19 0,36 0,70 0,63 0,49**
BT28 22 178-199 8 5,04 0,27 0,82 0,78 0,67**
BTMS0131 29 206-328 18 8,72 0,45 0,90 0,88 0,51**
BT20 28  121-147 13 10,05 0,86 0,92 0,89 0,07
B126 29  158-198 15 10,38 0,93 0,92 0,90 -0,01
BTMS0045 29 236-288 14 9,78 0,69 0,91 0,89 0,25**
BT26 30 115-163 17 12,68 0,80 0,94 0,92 0,15*
B96 30 224-246 9 6,98 0,50 0,87 0,84 0,43**
BTO06 24 142-164 11 8,86 0,71 0,91 0,88 0,22*
B124 25  238-272 16 9,69 0,88 0,92 0,89 0,04
BT09 28  144-186 16 12,06 0,93 0,93 0,91 0,01
B118 25  209-243 14 10,00 0,76 0,92 0,89 0,17*
B132 30 153-179 14 10,47 0,93 0,92 0,90 -0,02
B11 25  146-172 12 7,18 0,80 0,88 0,85 0,09
BTMS0082 25 396-411 4 2,75 0,20 0,65 0,56 0,70**
BT10 25 141-167 14 9,77 0,88 0,92 0,89 0,04
BTMS0124 27  244-268 11 5,79 0,67 0,84 0,81 0,21*
Ortalama+Std.Sap. 12,00+ 0,15 8,21+0,86 0,68+0,22 0,87+0,08 0,83+0,10 0,22**

(**P<0,01; *P<0,05, Hady-Weinberg dengesinden sapma 6nemli); N: Her bir lokusta kullanilan toplam 6rnek sayisi; AG: Allel genisligi; Na: Allel
sayist; Ne: Etkili allel sayisi; Ho: Gozlenen heterozigotluk; He: Beklenen heterozigotluk. PIC: Polimorfik bilgi igerigi. Fis: Akrabal yetistirme katsayist
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Tablo 3. Faselis popiilasyonunda 20 mikrosatellit lokus i¢in genetik ¢esitlilik parametreleri

Table 3. Genetic diversit

parameters for 20 microsatellite loci in Phassalis population

Locus N AG Na Ne Ho He PIC Fis
B100 28 152-176 11 8,62 0,57 0,90 0,87 0,37**
BTMS0033 29 205-220 6 4,47 0,52 0,79 0,74 0,35**
BTMS0119 28 330-360 15 11,28 0,64 0,93 0,91 0,31**
B119 28 130-136 4 2,89 0,46 0,67 0,60 0,31**
BT28 26 178-199 7 5,50 0,23 0,83 0,79 0,73**
BTMS0131 32 206-328 16 5,31 0,41 0,82 0,79 0,51**
BT20 23 121-147 9 7,84 0,83 0,89 0,86 0,08
B126 23 166-196 12 8,02 0,83 0,89 0,86 0,08
BTMS0045 31 222-292 14 9,20 0,71 0,91 0,88 0,22**
BT26 27 115-137 11 8,10 0,93 0,89 0,86 -0,04
B96 25 224-246 9 6,19 0,60 0,86 0,82 0,30**
BT06 31 140-156 9 5,64 0,68 0,84 0,80 0,19*
B124 29 244-278 16 11,93 0,86 0,93 0,91 0,08
BT09 31 136-180 19 15,02 0,58 0,95 0,93 0,39**
B118 29 189-243 15 10,85 0,62 0,92 0,90 0,33**
B132 25 145-183 17 10,68 0,88 0,92 0,90 0,05
B11 28 146-176 15 9,62 0,68 0,91 0,89 0,26**
BTMS0082 27 391-416 6 3,56 0,56 0,73 0,68 0,25**
BT10 25 143-167 12 9,62 0,96 0,91 0,89 -0,05
BTMS0124 27 246-278 12 7,48 0,48 0,88 0,85 0,46**
Ortalama + St. Sapma 11,00+£4,07 8,09+3,06 0,65+0,18 0,87+0,07 0,84+0,08 0,26**

(**P<0,01; *P<0,05, Hady-Weinberg dengesinden sapma 6nemli); N: Her bir lokusta kullanilan toplam ornek sayisi; AG: Allel genisligi; Na: Allel
sayist; Ne: Etkili allel sayisi; HO: Gozlenen heterozigotluk; HE: Beklenen heterozigotluk. PIC: Polimorfik bilgi igerigi. FIS: Akrabali yetistirme

katsayisi

Faselis popiilasyonunda elde edilen genetik gesitlilik
parametreleri, PIC degerleri ve akrabali yetistirme
katsayilar1 Tablo 3’de verilmistir. Faselis popiilasyonunda
gozlenen allel sayilar1 4 (B119) ile 19 (BT09) araliginda
degisirken, etkili allel sayilar1 2,89 (B119) ile 15,02
(BT09) araliginda degismistir. Lokus basina diisen
ortalama allel ve etkili allel sayilart sirastyla 11 ve 8,09
olarak hesaplanmistir. Lokus basina ortalama PIC degeri
0,84 olarak saptanmustir. Faselis popiilasyonunda en diigiik
ve en yiiksek gozlenen heterozigotluk degerleri sirasiyla
BT28 (0,23) ve BT10 (0,96) lokuslarinda, en diisiik ve en
yiiksek beklenen heterozigotluk degerleri ise sirasiyla
B119 (0,67) ve BT09 (0,95) lokuslarinda tespit edilmistir.
Ortalama Ho ve He degerleri sirasiyla 0,65 ve 0,87 olarak
hesaplanmistir.  Faselis  popiilasyonundaki  akrabali
yetistirme katsayist en diigiik BT10 lokusunda (-0,05), en
yliiksek BT28 lokusunda (0,73) saptanirken, tiim lokuslarin
ortalamasi 0,26 olarak bulunmustur.

Yapilan ¢alismada 20 mikrosatelit lokusun polimorfik
oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada Termesos (0,83) ve
Faselis (0,84) popiilasyonlarinda elde edilen ortalama PIC
degerleri Moreira ve ark. (2015) tarafindan bildirilen PIC
degerleri (0,85) ile benzerlik gosterirken, Dreier ve ark.,
(2014) ile Jha ve Kremen (2013) tarafindan bildirilen PIC
degerinden (sirasiyla 0,79 ve 0,72) yliksektir. PIC degerleri
caligilan lokuslarin genetik ¢esitliligi belirlemedeki giiciinii
ifade etmektedir. Bu ¢alismada elde edilen PIC degerleri
lokus se¢imin dogru oldugunu ve segilen lokuslarin
bombus arilarinda genetik ¢esitliligin belirlenmesi igin
kullanislt markerler oldugunu ifade etmektedir.

Sonuglar Termesos popiilasyonunda  belirlenen
ortalama Ho (0,68) ve He (0,87) degerleri ile Faselis
popiilasyonunda belirlenen ortalama Ho (0,65) ve He
(0,87)  degerlerinin  olduk¢a  benzer  oldugunu
gostermektedir. Bu degerler Schmid-Hempel ve ark.

(2007) tarafindan Tazmanya ve Yeni Zelanda popiilasyonu
icin bildirilen Ho degerlerinden (sirasiyla 0,53 ve 0,73) ve
Lozier ve ark. (2011) tarafindan Kuzey Amerika bombus
popiilasyonlart i¢in bildirilen Ho (0,53-0,77 arasi)
degerlerinden yiiksektir. Ancak ¢alismada tespit edilen Ho
degeri Dreir ve ark. (2014)’nin B. terrestris popiilasyonu
icin bildirdikleri ortalama Ho (0,79) degerlerinden diisiik,
Goulson ve ark. (2011) tarafindan B. hortorum
popiilasyonunda bildirilen Ho (0,65) degeri ile Moreira ve
ark. (2015) tarafindan B. terrestris popiilasyonunda
bildirilen Ho (0,63) degerine ise benzerdir.

Termesos popiilasyonunda elde edilen temel genetik
cesitlilik parametreleri (Na:12; Ne:8,21; Ho:0,68 ve
He:0,87) ile Faselis popiilasyonunda elde edilen temel
genetik gesitlilik parametreleri (Na:11; Ne:8,09; Ho:0,65
ve He:0,87) popiilasyonlarda genetik cesitliligin yeterli
seviyelerde olduguna isaret etmektedir. Ancak her iki
popiilasyonda da akrabali yetigtirme katsayisi heterozigot
eksikligine bagli olarak yiiksek ¢ikmustir. Fis degeri Faselis
popiilasyonunda 0,22 iken Termesos popiilasyonunda 0,26
olarak belirlenmistir. Herrmann ve ark. (2007)’de on {i¢

farkll lokasyondan toplanan B. pascuorum
popiilasyonlarinda Fis degerlerini -0,074 ile 0,356
araliginda,  ortalamasmin  ise 0,193  oldugunu

bildirmiglerdir. Goulson ve ark. (2011) tarafindan B.
hortorum popiilasyonlari igin Fis degerleri -0,032 ile 0,248
arasinda saptanirken ortalamasi 0,11 olarak hesaplanmistir.
Moreira ve ark. (2015)’de yirmi doért bombus
popiilasyonunda Fis degerlerinin 0,06 ile 0,60 arasinda
degistigini,  ortalamasinin  ise 0,20  oldugunu
bildirmislerdir. Calisilan iki popiilasyonda elde edilen
yiiksek akrabaligin Termesos ve Faselis bolgelerinin
cografi yapisindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bu
popiilasyonlar ~ Antalya  ilindeki  diger = bombus
popiilasyonlarina gore daha izole bir alanda yagamaktadir.
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Ancak tespit edilen akrabalik seviyesi yiiksek olmakla
beraber popiilasyonlarin  gelecegini tehdit edecek
seviyelerde olmadig1 anlagilmaktadir. Fis degerinin 0,05’in
altinda olmas irklarin tehlike altinda olmadigini, 0,05 ile
0,15 araliginda olmasi tehlike potansiyeli oldugunu, 0,15
ile 0,25 olmasi minimum tehlike seviyesi, 0,25-0,40
arasinda olmast tehlike altinda oldugunu, 0,40’1n iizerinde
olmast ise kritik seviyeye ulasildigini ve popiilasyonda
koruma g¢alismalarina baslanilmasi gerektigini ifade
etmektedir (Simon ve Buchenauer, 1993).

Giirel ve ark., (2008) Termesos ve Faselis bolgelerinde
yaptiklart gézlemsel arastirmada yerel B. terrestris
poptilasyonlar: arasinda gesitli yasam dongiisii 6zellikleri
(diyapozdan ¢ikis tarihleri, cinselligin ortaya ¢iktig1
tarihler ve yasam dongiilerinin uzunlugu vs.) bakimindan
farkliliklarinin oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢aligmanin
ana amacint olusturan Faselis ve Termesos bdlgelerinde
bulunan yerel B. terrestris popiilasyonlari arasinda genetik
farkliliklarin olup olmadiginmi belirlemek igin Oncelikle
mikrosatellit lokuslar ile ikiserli Fst ve 6zgiin allel sayilari
incelenmistir. Termesos ve Faselis popiilasyonlari arasinda
20 mikrosatellit lokus ile hesaplanan ikiserli Fst degeri
0,023 olarak belirlenmis ve elde edilen deger istatistiki
olarak 6nemsiz (P>0,05) bulunmustur. Popiilasyonlar arasi
genetik farklilagmanin bir diger gostergesi de oOzgiin
allellerdir. Sadece bir popiilasyonda bulunan allellere
Ozgiin (private-benzersiz) allel denilmektedir.
Popiilasyonlar arasinda genetik farklilagma arttik¢a 6zgiin
allel sayis1 artmakta, azaldikca Ozgiin allel sayist
azalmaktadir (Petit ve ark., 1998). Genellikle bir allelin
Ozgilin olarak kabul edilmesi igin frekansinin %10’ un
iizerinde olmasi istenir. Ciinkii daha diisik frekanslar
fragment analiz cihazi kaynakli hatalardan

kaynaklanabilmektedir. Bu c¢aligmada 20 mikrosatellit
lokus igin frekanst %10’ un iizerinde olan 7 6zgiin allel
tespit edilmistir. Bu rakam ikiserli Fst degerine benzer
olarak populasyonlar arasindaki genetik farklilasmanin
O6nemsiz olduguna isaret etmektedir.

Termesos ve Faselis popiilasyonlarinda genetik
farkliliklar olup olmadig1 mikrosatellit markerlerin yam
sira mtDNA markerleri kullanilarak da incelenmistir. Bu
amagla mtDNA COI ve cytb gen bolgeleri ¢ogaltilmis ve
her iki popiilasyondan beser Ornegin sekans analizi
yaptirtlmistir.  Analizler sonucunda mtDNA COI gen
bolgesi i¢in 633 bg’lik sekansin, cytb bolgesi igin 428
be’lik sekansin kullanilabilecegi anlasilmistir. mtDNA
COI ve cytb gen bdlgeleri i¢in elde edilen sekans dizileri
sirastyla Tablo 4 ve Tablo 5’de verilmistir.

Bombus arilart mtDNA COI gen boélgesinde yapilan
daha 6nceki ¢aligmalarda COI gen bolgesi i¢in iki haplotip
tespit edilmistir (Moreira ve ark., 2015; Bossert ve ark.,
2016). Haplotip A ve B seklinde adlandirilan bu
haplotiplere ait DNA dizileri Gen Bankasinda sirasiyla
KP670306.1, KP670307.1 numaralartyla girilmistir. Bu
calisgmada Termesos ve Faselis popiilasyonlarinda sekans
analizi yapilan tiim 6rnekler Haplotip B ile %100 oraninda
benzerlik gostermektedir. Dolayistyla mtDNA COI gen
bolgesi bakimindan c¢alisilan popiilasyonlarda higbir
farklilik bulunmamustir.

Bu ¢alismada mtDNA cytb gen bélgesinin dizi analizi
ile toplam 4 farkli haplotip (Haplotip 1-4) belirlenmis ve
Tablo 6’da bu haplotiplere ait niikleotit farkliliklar1
gosterilmistir. Faselis popiilasyonunda bir &rnek haplotip
1, dort ornek ise haplotip 2°de yer almistir. Termesos
popiilasyonunda ise 3 6rnek haplotip 2, bir 6rnek haplotip
3 ve bir 6rnekte haplotip 4’de yer almistir.

Tablo 4. COI gen bélgesi igin elde edilen 633 b¢'lik niikleotit dizisi
Table 4. Nucleotide sequence of 633 bp obtained for COI gene region

NP Niikleotid Dizisi

1-60
61-120
121-180
181-240

GGATTGGGTC TCCTCCTCCT ATTGGGTCAA AAAATGAAGT ATTAAAATTT CGATCAAATA
ATAATATAGT AATTGCACCG GCTAATACTG GTAAAGATAG AATTAATAAA ATTACTGTAA
TACATACTGA TCATGAAAAT AAATTAATTT GATCATAATT TAATGAAAAA TTTTTTATTAA
TAAAATAGTA ACGATAAAAT TTAATGATCC AATAATTGAA GAGATTCCTG ATATATGTAA

241-300 [AGAAAAAATT GCAATATCAA TTGAAGGTGA TGAATGAAAT AAATAAGAAG ATAAAGGAGG

301-360
361-420
421-480
481-540
541-600
601-633

ATATACAGTT CATCCTGTAC CTACATTAGG TGTAAATATA TTTCTTAATA ATAATATGAA
TAATGATGGA GGTAGAAGTC AAAATCTAAT ATTATTTATT CGAGGAAAA GCTATATCTG
GGGATCCTAA TATTAATGGA ATTAGATAAT TTCCAAATCC ACCAATTATA AAAGGTATAA
CTATAAAAAA AATTATTAAA AATGCATGTC TTGTTACTAA AGAATTATAA ATTTGATCAT
TATTAATTCA TATACCTGGA TGTCTTAATT CTATTCGAAT TAATAATCTT ATAGATGAAC
CAATTATTCC TGATCATATA GCAAAAATAA

AGT

NP: Niikleotid Yerlesimi

Tablo 5. Cytb gen bolgesi i¢in elde edilen 428 bg'lik niikleotit dizisi
Table 5. Nucleotide sequence of 428 bp obtained for cytb gene region

NP Niikleotid Dizisi

1-60
61-120
121-180
181-240
241-300
301-360
361-420
421-428 | ATAAATTA

TCACAAATTT AATTTCAGCA ATTCCATATA TTGGTCAATT TACTGTTGAA TGAATTTGAG
GAGGATTTTC AATCAATAAT GATACATTAA ATCGATTTTA TTCATTTCAT TTTATTTTAC
CATTTATTAT TTTATTAATA GTATTTATAC ATTTAATAAT TTTACACATT ACAGGTTCTT
CAAACCCTAT CCATTCAAAA ATAAATATTT ATAAAATCAA TTTCCATCCA TATTTCACTA
TTAAAGATTT AATTACTATT ATTTTTACAT TTTCAATATT TATATTAATT AATTTACAAT
TACCTTTTAT ATTAGGAGAT CCTGATAATT TTAAAATAGC AAATCCTATA ATTACACCAA
TTCATATTAA ACCTGAATGA TACTTCTTAT TTGCATATTC AATTTTACGA ACAATTCCTA

NP: Niikleotid Yerlesimi
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Tablo 6. MtDNA cytb gen bolgesine ait haplotipler
Table 6. Haplotypes belonging to mtDNA cyth gene region

Haplotip 1 Haplotip 2 Haplotip 3 Haplotip 4
1-79 bg
80. niik. T T T Cc
81-131 bg
132. niik. T C C T
133-166 bg
167. niik. c C C T
168-184 bg
185. niik. Cc C C T
186-190 bg
191. niik. Cc C C T
192-211 bg
212. niik. T T T Cc
213-235 bg
236. niik. C Cc C T
237-253 bg
254. niikk T C T C
255-256 bg
257. nikk T T T C
258-272 bg
273. niik T T T A
274-314 bg
315. niik G G G A
316-382 bg
383. niik. Cc C C T
384.428 be
Haplotip cesitliligi (Hd), niikleotit cesitliligi (m) ve  Kaynaklar

niikleotit  farkliliklarinin ~ ortalamasit (k) Termesos
popiilasyonunda sirastyla 0,334, 0,002336 ve 1,000 olarak,
Faselis popiilasyonunda ise sirasiyla 0,267, 0,001869 ve
0,800 olarak hesaplanmistir. Termesos ve Faselis
popiilasyonlar1 arasinda mtDNA cytb bolgesine gore
hesaplanan ikiserli Fst degeri 0,0013 olarak belirlenmis ve
elde edilen deger istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur
(P>0,05).

Sonug olarak, ¢alismadan elde edilen bulgular Antalya
ili Termesos ve Faselis bolgelerindeki dogal B. terrestris
popiilasyonlarinda yeterli genetik varyasyonun oldugunu
ortaya koymustur. Daha 6nceki ¢alismada estivasyon ve
hibernasyon gosterdigi bildirilen bu iki dogal B. terrestris
popiilasyonu arasinda incelenen 20 mikrosatellit ve iki
mtDNA lokus bakimindan Onemli genetik farkliliklar
tespit edilmemistir. Farkli dogal popiilasyonlar arasinda
yasam dongiisii bakimindan goézlemlenen farkliliklarin
genetik etkilerden ¢ok cevresel faktorler (fotoperiyod,
sicaklik, nem, yiikseklik, bitki oOrtiisii vs.) ile sekillendigi
anlagilmaktadir. Ancak bu popiilasyonlarin genetik
yapilarinin 6zellikle Yeni Nesil Sekans analizlerinden elde
edilebilen yiiksek yogunluktaki tek niikleotit polimorfizm
verileri ile karsilastirilmast da bilimsel degerlendirme
acisindan fayda saglayacaktir.
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