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Bombus (s.l.) Latreille cinsi, Bombinae alt familyasi icerisinde yer alan bdceklerdir.
Dunya uzerinde 250'den fazla, Turkiye'de ise vyaklasik 48 tar ile temsil
edilmektedir. Cins igerisinde kriptik turlerin varligi bombus taksonomisinde
tartismali olarak kalmistir. Son on yila kadar sadece geleneksel klasik yéntemlerin
kullanilmasi problemlerin ¢ézimlenmesinde yeterli olmamistir. Bu agidan farkh
yontem ve vyaklagsimlara ihtiyag duyulmus ve bombus taksonomisinin
aydinlatiimasina katki saglayacagi dusunulerek bu tez g¢alismasi planlanmigtir.
Tez calismasi kapsaminda Bombus (s.l.) cinsine ait bireyler Uzerinde butunlesik
taksonomik yontemlerin kullanilmasi amaclanmigtir. Laboratuvar kosullarinda
teshis anahtarlari ve koleksiyon ornekleri yardimiyla morfolojik teshisi yapilan 125
disi ve 48 erkek bireyden, disi bireylerin 6n kanatlarinda geometrik morfometrik

analizler uygulanmistir. Morfolojik tur teshisi yapilan bireyler Uzerinden gruplar



olusturularak bu tahmini tarler icerisindenl12 temsili birey segilip bu bireylerin
mitokondriyal DNA kismi sitokrom ¢ oksidaz | (COI) gen bolgesi dizileri kullanilarak
kargilastirmali tdr teshisi gcalismalar yurtttlmastir. Calisma sonucunda, Morfolojik
karakterlere bakilarak 6 alt cins ve 10 tur tanimlanmistir. Bu sonuclar Geometrik
Morfometri ve COIl gen bolgesi DNA dizi analizi sonuglariyla kargilastiriimistir.
Geometrik Morfometri yontemi ile 125 bireyin ancak altcins seviyesinde ayrimi
gerceklestiriimistir. Geometrik Morfometri yontemi ile tlr sinirlarinin ayriminda ise,
basaril bir sonug elde edilememistir. Fakat COI gen bolgesi DNA dizi sonuglarinin
turlerin sinirlarini birbirinden ayirmada daha agiklayici sonug verdigi, Morfolojik tir
teshisinin ve Geometrik Morfometri yaklasiminin tek basina yeterli bir yontem
olmadigi dolayisiyla U¢ yontemin karsilastirmali olarak degerlendiriimesinin

gerektigi sonucu tespit edilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Butunlesik Taksonomi, COI, Geometrik Morfometri, Bombus

(s.l.), Tar Sinirlarinin Belirlenmesi, Ankara



ABSTRACT

INTEGRATED TAXONOMIC STUDIES ON BOMBUS (S.LATO)
LATREILLE (HYMENOPTERA: APIDAE) SPECIES IN ANKARA
REGION

Refika GUNALP

Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Nevin KESKIN
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Genus Bombus (s.l.) Latreille is the insects which are members of Bombinae
subfamily. The genus contains over 250 species in the world and approximately 48
of these species are distributed in Turkey. The existence of cryptic species in the
genus remains controversial in bombus taxa. Until the last decade, using only
traditional classical methods has not been enough to solve the problems. In this
respect, different methods and approaches were needed and this thesis was
planned considering that it would contribute to the elucidation of bombus taxonomy.
Within the scope of the thesis, it is aimed to use integrated taxonomic methods on
individuals belonging to the genus Bombus (s.l.). Geometric morphometric analyses
were performed on the front wings of female individuals from 125 female and 48
male individuals whose morphological diagnosis was made with the help of

diagnostic keys and collection samples under laboratory conditions. Comparative



species diagnosis studies were carried out using mitochondrial DNA partial
cytochrome c oxidase | (COIl) gene site sequences by selecting 12 representative
individuals from these estimated species by forming groups based on individuals
diagnosed with morphological species. As a result of the study, 6 subgenus and 10
species were described based on morphological characters. These results were
compared with geometric morphometry and COI gene region DNA sequence
analysis results. With the method of geometric morphometry, 125 individuals were
separated only at the subgenus level. A successful result could not be obtained in
the delimitation of species boundaries by the method of geometric morphometry.
However, it was determined that the COI gene region DNA sequence results were
more descriptive in distinguishing the boundaries of species, and that morphological
species diagnosis and geometric morphometry approach alone were not sufficient,

therefore the three methods needed to be evaluated comparatively.

Key words: Integrated Taxonomy, COIl, Geometric Morphometry, Bombus (s.l.),

Species Boundary Delimitation, Ankara
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1.GIRIS

Bilim insanlarinin dinyadaki biyolojik ¢esitliligi anlama ¢abalarina ragmen
gunumuzde yasayan organizmalarin sayisi hala kesinlik kazanmig degildir. Yapilan
arastirmalara gére 10 - 15 milyon tardn iki milyondan azinin bilimsel olarak
tanimlandidi, mevcut turlerin yaklagik % 86'sinin ve okyanustaki turlerin% 91'inin

hala agiklanmay! bekledigi tahmin edilmektedir [1].

Taksonomi ve sistematik kelimeleri i¢ ice gecmis ve gegmisten bu zamana birbiri
yerine kullaniimistir. Fakat bakildiginda; taksonomi genellikle organizmalari
siniflandirmanin teorigi ve pratigi olarak tanimlarken, sistematik ise; biyolojik
cesitliligi butiin yénleri ile inceleyen bir bilim dalidir [2, 3]. Taksonomi; yeni
taksonlarin tanimlanmasi, adlandirilmasi ve organizmalarin uygun bir siniflama
sistemi icerisinde dizenlenmesi gibi bir dizi alani kapsar. Sistematik bu anlamda

taksonomiyi de igine alir [4].

Tar kavrami biyogesitlilik sinifandirmasinin merkezinde yer alsa da bu konuda
tartismalar hala sirmektedir [5, 6]. Aslinda turlerin sinirlarinin belirlenmesi evrimsel
biyolojide ve koruma biyolojisinde temel bir boyut olustururken, yakin iligkili ttrlerin
taksonomik sinirlarinin belirlenmesi, ¢ogunlukla tanisal morfolojik karakterlerin
eksikligi nedeniyle mimkun olmamaktadir [7, 8, 9, 10]. Bombus arisi (Cins: Bombus
Latreille) taksonomisi bu konuyu érneklendirmektedir. Farkli ttrler morfolojik olarak
benzer (Ornegin; Kriptik turler) ézellikler gésterebilirken, ayni tire ait érnekler

sasirtici sekilde farklihk gésterebilmektedir [11, 12, 13].

Tar tanimlamasinda ve biyogesitliligin belirlenmesinde dogru teshis kritik bir 6neme
sahiptir. Bilindigi gibi turlerin teshisleri genellikle morfolojik karakterler dikkate
alinarak yapilmaktadir. Dogada kesfedilmeyi bekleyen milyonlarca tir varken
mevcut biyolojik ¢esitliligi sadece klasik ydntemlerle kesfetmek neredeyse imkansiz
hale gelmistir [14]. Organizmalar, bir dizi ortak ve farkli morfolojik &zelliklere gére
Linnaean Taksonomisi'ne dayanan gruplar veya taksonlar halinde gruplandirilir
[15].



Klasik Taksonomi’'de, karsilastirma igin morfolojik, anatomik, histolojik ve kromozom
gibi karakterler kullanilirken secilen karakterlerin gruplar arasinda degiskenlik
goOstermesi gerekir. Boylelikle gruplar arasi iligkiler hakkinda tahminler yuratalar.
Tahminler yapilirken karakterlerin analog - homolog iliskilerine bakilir. Bu durum
karakterlerin karsilastirlmasinda taksonomistlere sorun vyaratir. CUnkU bu

yaklagsimda kigisel yargilara ve tecribeye ihtiyagc duyulur.

Fenetik taksonomik yaklasimda; ¢ok sayida morfolojik karakter kullanilir. Bu
taksonomi homoloji-analoji arasindaki iligkiyi dikkate almadan objektif bir sekilde
davranir. Fenetikte, turin tum karakterleri birbirleriyle karsilagtirilarak farkhliklar
hesaplanir. Tuarler arasi uzakliklara goére bir diyagram olusturulur. Fakat bu
yaklasimda da uzakligi hesaplanan ve olusturulan diyagramlarin kékenlerinin
olmayisi, dal uzunluklarinin hesaplanmasinda hatalar ve belirsizlikler, sans
faktorlerinin etkisi ile bazi sapmalarin meydana gelmesi gibi sorunlar bulunmaktadir.

Fenetik Taksonomi’de en sik kullanilan metod, “Geometrik Morfometri’dir.

Molekuler Sistematik yaklagimin temelini molekiler metodlar olusturmaktadir. DNA-
RNA-protein’lerin kullanildigi arastirmalarda nikleik asitler ve proteinler karakter
olarak ele alinir. Bu dizelerdeki degisimler uygun bilgisayar programlari ile anlamli
istatistiksel veriler haline getirilir ve akrabalik iligkilerini belirlemek igin yorumlanir.

Bu taksonomik yéntemlerin her biri kendi igerisinde avantaj ve dezavantajlara sahip
olmakla birlikte molekuler taksonomi yaklasimi kisa sturede ¢ok énemli bilgilerin elde

edilmesine olanak verdigi i¢in dnemli bir ara¢ olarak gérulmektedir.

Taksonomik calismalarda, sadece belirli bir karakterin kullaniimasi turlerin
sinirlandiriimasinda  yeterli olmamaktadir. Hatta zaman zaman tirler
cakisabilmektedir. Bombus arilari erkek bireylerinin taksonomik calismalari bu
durumu  6rneklendirmektedir [16]. Bombus arisi tdrlerini, vyalniz tly
desenlenmelerine gére dogru tanimlamak ve siniflandirmak mimkin degildir [17,
18].

Bombus arilarinin taksonomisinde ¢ézulmeyi bekleyen sorunlar vardir. Sorunlu

gruplarin ¢dézilmesi igin; DNA ¢alismalari, allozim tabanl modeller, eseysel feromon



analizi gibi gerek kladistik gerekse klasik ydntemlerin morfometri gibi alternatif
yontemlerle birleserek butlinlesik bir sekilde uygulanmasi amaglanmis ve

taksonomistler calismalarini bu tarafa dogru yénlendirmistir [19].

Bu calismada klasik taksonomik yaklasimlarla tespit edilen Bombus Latreille
(Hymenoptera: Apidae) cinsi &rnekleri bu kapsamda ele alinmis; geometrik
morfometrik gibi alternatif ydntemler ve molekuler taksonomik ydntemler

neticesinde elde edilen veriler kargilagtiriimistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bombus (s.lato) Latreille Tiirlerinin Onemi

Faydali bécekler statistinde degerlendirilen ve Hymenoptera takimi igerisinde yer
alan bdcek turleri igerisinde en taninmis gruplardan birini de bombus arilari
(Bombus Latreille, 1852) olusturmaktadir [20]. G6z alici renklere sahip bombus
arilari pekgok bitkinin de 6nemli tozlayicisi olarak dogada biyogesitlilige katki
saglamaktadir. Gelismis termoregulatér mekanizmalari sayesinde c¢ok dusuk
sicakliklarda bile diger arilara kiyasla daha iyi aktivite gésterebilirler [21]. Dinyada
tahmini 250’nin Uzerinde Bombus (s.l.) tirG bulunmaktadir. Turkiye ise; 48 tar
bulunmakta olup bulundugu cografya bakimindan Tirkiye en zengin Ulkelerden
birisi konumundadir [19, 22, 23].

Bombus arilari dogada bulunan yabani bitkilerin ve kultdr bitkilerinin tozlagsmasinda
oldukgca 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu polinatdér arilar ticari olarak Uretilen
drunlerde Ozellikle de sera alanlarinda tozlagmada yogun olarak kullaniimaktadir
[24, 25].

2.2. Apidae Familyasiyla ilgili Genel Bilgiler

Hymenoptera yani Zarkanatlilar takiminda yaklasik olarak 125.000 tanimlanmig tir
bulunmaktadir [26]. Hymenoptera takimi; Symphyta ve Apocrita olmak Uzere iKi
alttakima ayrilmaktadir. Symphyta’da abdomen toraksa siki sikiya bagh olup
Apocrita’da ise; abdomenin bazali toraks ile kaynagsmistir ve abdomenin diger kalan

segmentleri bu yapidan ince bir bel bélgesi ile ayrilmigtir [27].

Symphyta larvalari eruciform (tirtil benzeri) yapida olup, uclar tirnakl G¢ cift torasik
bacak ve birka¢ karin bacagina sahiptir. Apocrita larvalari ise, bacaksizdir. Bas
kapsulleri kdérelmistir ve guclid mandibulalara sahiptir [28]. Symphyta’dan
Ichneumonoidea ve Chalcidoidea gibi gruplar tiremis; bu gruplardan da Vespoidea
ve Sphecoidea evrimlegmistir [29]. Ichneumonoidea Aculeata’nin kardes grubudur
(Sekil 2.1) [26].



Apocrita alttakimi monofiletik bir gruptur. Apocrita; Aculeata ve Parasitica (parazitoid
yaban arilari) olmak Uzere iki grupta incelenir. Aculeata; dért gruba ayrilmaktadir:
Arillar (Apoidea), predatér yaban arilari (Vespoidea), parasitoid aculeatlar
(Chrysidoidea) ve karincalar (Formicoidea) [28]. Aculeata igerisinde Chrysidoidea
bazal gruptur (Sekil 2.1) [26].
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Sekil 2.1. Aculeata'nin filogenisi [26].



30.000 kadar tanimlanmig tird bulunan Apoidea Ustfamilyasi Kretase ddénemi
icerisinde yaklasik 120 - 125 milyon yil énce ortaya c¢ikmistir [26]. Apoidea
ustfamilyasi iki grupta incelenmekte olup ilk grup Apiformes (gergek arilar) ikinci
grup ise; Spheciformes (spheciform yaban arilari)’tir [30, 31, 26]. Apiformes grubunu
uzun dil yapisina sahip Apidae ve Megachilidae familyalari ile kisa dil yapisina sahip
Colletidae, Halictidae, Andrenidae ve Mellitidae familyalari olusturmaktadir.
Spheciformes grubunda ise; Angarosphecidae, Heterognaeidae, Ampulicidae,
Crabronidae ve Sphecidae familyalari yer almaktadir [26]. Apidae familyasi
icerisinde bulunan ve gunumize kadar neslini sirdiren tek cins; Bombus (s.l.)
cinsidir [32]. Bombini triblstn0; Apini - bal arilari, Meliponini - ignesiz arilar ve

Euglossini - primer tropikal orkide arilar ile korbikulat arilar olugsmaktadir [31, 33].
2.3. Bombinae Altfamilyasi Biyolojik Ozellikleri

Bombinae altfamilyasina ait arilar, iri vicut yapilarina sahip olmalari ve g6z alici
renkteki tlyleri ile dogada hemen fark edilirler. Dogada sosyal yasayan bu arilarin
birey sayisi, turlere bagl olarak 30-200 arasinda degdisen kiglk kolonilerdir. Genel

olarak bir kolonide; ana ari (kraligce) isci arilar ve erkek arilar bulunmaktadir [17].

Bombus arilarinin koloni yagsam déngusi sirekli olmayip, belirli bir dénemle sinirli
olmaktadir. Koloni, geligsimini tamamladiginda artik ana arinin etkisi azalmakta hatta
tamamen yok olma seviyesine ulagmaktadir. Bu noktaya gelindiginde de koloni yeni
sezon icin ana ar1 ve erkek ar Uretmeye baslamaktadir [34, 35]. Yeni sezona
yetigtirilen ana arilar c¢ifttesme ucgusuna cikar. Ciftlesen ana arilar toprak altinda
uygun bir yer bularak, diapoza (hibernasyon) girmektedir. Ana ari disinda kolonide
kalan tim bireyler 6lmekte dolayisiyla koloni yagsami sona ermektedir. Uygun iklim
kosullari ve flora kapasitesinde ana arilar diapozdan ¢ikmaktadir. Diapozdan ¢ikan
her ana ari toprak altinda ya da bos agac¢ kovuklarinda yuva kurarak kendi kolonisini
olugturmaktadir. Ana ari koloni olusturma surecinin baginda genellikle isgi arilarin
gelistigi diploid yumurtalari yumurtlar. Bu isci arilar ergin hale geldikten sonra koloni
gelisiminin ileriki asamalarinda ana ariya yardimci olurlar ve sonucgta koloni
popiilasyonu dogrusal bir sekilde geliserek en Ust seviyeye ulasir. isci ari
populasyonu belirli bir sayiya ulastiginda koloni ana ari1 ve erkek arilar Gretmeye

baglar. Erkek ve ana arilar cinsel olgunluga ulastiginda yeniden ¢iftlesmek icin



koloniden ayrilmaktadir. Kolonide geriye kalan yagli ana ari ve isci arilar ise
6lmektedir. Bu durumda koloni yagsami bir mevsimle sinirlanmaktadir [36, 37]. (Sekil
2.2).
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Sekil 2.2. Bombus arisi yagsam déngusu.

2.4. Bombus Latreille Cinsi ile ilgili Genel Bilgiler

Takim: Hymenoptera

Alttakim: Apocrita

Ustfamilya : Apoidea

Familya : Apidae

Tribiis: Bombini Latreille, 1802
Genus : Bombus (s.l.) Latreille, 1802

Bombus arilari, Bombini triblsini olusturan monofiletik bir gruptur [38, 39, 40].

Bombini tribisl igerisinde yuva paraziti olarak bilinen Psithyrus (s.l) da



incelenmektedir. Psithyrus (s.l.) arilari igerisinde Bombus arilarinda oldugu gibi is¢i
kasti bulunmamaktadir [21]. ik bakista Bombus arilarinda gesitli renk desenleri ve
uzun tayler dikkat ceker [33]. Bombus arilarinin vicutlari kaba goérinimli ve
blayuktur. Vicutlari kirmizi, sari, beyaz, siyah uzun ve sik killarla kaplidir. Fakat
vicudun bazi bélumlerinde killar yer yer seyreklesir, bazi bdlgelerde ise hi¢ kil
yoktur. Kanatlar seffaf, kahverengimsi siyah ya da bu iki rengin c¢esitli tonlarinda
renklenme gdsterebilir. Cok nadir olmakla birlikte yansima renklenme de
gosterebilirler [35]. Vicudun prosoma kisiminda yer alan bag, hypognathous tiptedir

[31]. Sekil 2.3'te bas kismi sematize edilmigtir. Buna goére ylz ve vertekste ince

O \ Supraorbital gizgi
Bilegik goz

seyrek noktalar bulunur.

Verteks T e

Ocellus /

Scapus Anten soketi

Pedicellus

Subantennal sutur

Clypeus

Yy A - =
Flagellum Lateral tuberkul
> Labrum gukuru

l Labrum lameli
// / Mandibul

Sekil 2.3. Disi bir bombus arisinda basin anterior géruntisu [41].

Bas kismi; degisik renk ve siklikta tuyler ile kaplhdir. Bilesik gdzler iridir ve basin
lateralini neredeyse tamamen kaplar [42]. Lateral ocellus ile bilesik gbéz arasinda
kalan bélime ocellar alan denilmektedir. Bilesik gbzlerin tGst kenarinda supraorbital

cizgi yer alir. Anten segment sayisi disilerde 12, erkeklerde 13’tir [31]. Anten



segmentleri sistematik agidan tir teshislerinde ayirt edici bir karakterdir. Anten
cukurunun alt kisminda bir subantennal dikis bulunmaktadir. Labrum dértgen
gbriniminde ve eni boyundan daha fazladir. [17]. Labrumun ucuna dogru olan
kisimda labrum lameli yer almaktadir. Erkek bireylerin labrumunda median bir ¢izgi
bulunmamakta olup disilerde ise; yatay bir cukurluk bulunmaktadir. Clypeusta yatay
olarak subapikal bir cukurluk goérilmektedir. Clypeusun apicolateral kenarlari
occiputa dogru kivrilma gdstermektedir [39]. Bilesik g6z ile mandibulun bazali
arasindaki kisim malar alan olup bu iki yap! birbirinden malar alan ile ayrilmaktadir.
Sistematik ve taksonomik c¢aligmalarda altfamilya teshisinde bacaklar ve kanatlar
karakteristik yapilar olup tir sinirlamalarinda buyldk 6nem tasimaktadir. Bunun
yaninda torakstaki killarin rengi, kil uzunlugu ve sikligr da tir sinirlamalarinda

karakteristik 6zellik tagsimaktadir [17].

Vicudun ikinci kismi mesosoma (toraks) dir (Sekil 2.4). Mesosoma protoraks,
mesotoraks, metatoraks ve propodeumdan olugur. Propodeum denilen kisim birinci
abdominal segmettir. Mesosoma’da protoraksin dorsaline “yaka” adi verilir.

Mesotoraksin dorsalinde “interalar bant”, proksimalinde de “skutellum” yer alir [43].

Sekil 2.4. Bombus arisinda toraks yapisinin dorsalden géruntisu [44].



Kanatlar, mesotorasik ve metatorasik segmentlerden ¢ikmaktadir ve mesosomaya
kiicuk aksillar skleritler araciligiyla baglanmaktadir [31]. Kanatlar membran yapida
olup arka kanatlarda jugal lob bulunmamaktadir. Pterostigma oldukg¢a kiguk
yapidadir. Posterior kenari hemen hemen diz olup genisligi prestigmanin genisligini

gecmemektedir [45, 46].

Bombus arilarinda bacak protibia, mesotibia ve metatibiadan olusur (Sekil 2.5).
Bacak yapisi sirasiyla koksa, trochanter, femur, tibia, tarsus ve terminal tirnak
kisimlarindan olusmaktadir. Protibia’da anten temizleme organi yer almaktadir [45].
Mesotibia’da bir, metatibiada ise iki uzun mahmuz bulunur [46]. Disilerde metatibia
az ¢ok yassilagsmistir ve dig ylizeyinde kil bulunmaz. Korbikula metatibianin apekse
dogru uzamasiyla olugan, kismen yassilasmis ve arinin polen toplamasina yardimci
bir yapidir [31].

q
trochanter /
/ fibula

femur

tarsi

Sekil 2.5. Disi bir bombus arisinda birinci ve Ugtncu ¢ift bacaklarin dorsalden

sematik goéruntusa [41].
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Abdomen, disilerde alti segmentten meydana gelmektedir. Erkeklerinde ise, yedi
segment bulunmaktadir (Sekil 2.6). Disilerde distal kisim sivri sekilde sonlanmakta
olup digilerde igne yapisi bulunmaktadir. Erkek bireylerde ise; abdomen sonu
yuvarlaktir ve genital kapsil bulunmaktadir [18, 17, 47]. isci arilar Ureme
yeteneklerini kaybettikleriden, Greme organlari ovipozitér denilen igne yapisina
dénismdistur [48].

Sekil 2.6. Bombus arisinda abdomenin dorsalden gérunttsi [44].

Erkek genital organi U¢ kisimdan olugsmaktadir (Sekil 2.7). Birinci kisim 7.
metasomal sternum olup hafif sklerotize plakadan olusur. ikinci kisim 8. metasomal
sternumdur. Ugiinct kisim ise kapsuldir [46]. Genital organ yapisina ait terminoloji

Cizelge 2.1'de calismalara goére yeniden dizenlenmigtir.
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anterior

Sekil 2.7. Megabombus erkek genital organ [49].

Cizelge 2. 1. Bombus cinsi erkek genital organina ait kisimlarin isimlendiriimesinde

kullanilan farkli terimler [49].

Michener (1944) Richards (1968) Williams (1985) Michener

(2000)

Gonobase cardo gonobase

Gonocoxite stipes gonocoxa

Squama squama gonostylus
Gonostylus lacinia volsella
Spatha spatha spatha

penis valve sagitta penis valve

2.5.Geometrik Morfometrik Yaklagimi

Fenotip, genler ve ¢evre arasindaki etkilesimin bir Griniaddr. Fenotipik varyasyon,

birden fazla faktériin beklenen bir sonucudur ve anatomi, morfoloji, fizyoloji, yagam

Oykusl, davranis gibi 6l¢tlebilir degisikenler ile puanlanabilir [50, 51].
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Biyologlar ge¢misten bugtne biyolojik c¢esitliligi anlamak i¢in organizmalar
arasindaki farklilklari arastirmigtir. Bu farkhliklar arastirilirken organizmalarin
anatomik o6zellikleri dikkate alinarak taksonomik siniflandirma yapilmigtir. Bilindigi
gibi morfolojik calismalarda gruplar karsilastirilirken o6lculebilir sayisal verilere
ihtiyac duyulur. Ge¢cmiste kullanilan klasik yéntemler, yirminci ylzyila gelindiginde
yerini, grup ici ve gruplar arasi varyasyonlarin istatiksel analizlerle birlestirilerek

aciklandigr modern morfometriye birakmistir [52].

Morfometrik teknikler boyut, sekil ve boyut ve sekil arasindaki iligkiyi yani allometri
dlcmeyi amaglar [53]. Morfometri; (uzunluk, genislik ve yukseklik gibi) degiskenlerin
sayisal hale getirilerek siniflandirma yapmak amaciyla kullanildigi bir yéntemdir
[54].

Yakin gegcmise kadar canliya ait karakterler sayisallastirilmistir. Buradaki temel
amag; karakterler sayisallastirilarak benzerlik katsayilari esas alinip o6lgekleme
yontemi kullanmaktir. Ancak karakter segimleri ve bunlarin yorumlanmasi 6znel
olabildiginden dolay! elestirilmistir [3, 55]. Bu dogrultuda, 1990’ yillarda “geometrik
morfometri” gelistirilmis olup, geometrik morfometri bir taksondaki karakter ya da
karakterlerin tamaminin ayni anda Kartezyan koordinatlari alinarak analitik boyutta

incelenmesi seklinde tanimlanmaktadir [52].

Geometrik morfometri, allometriyi 6igmek yerine kartezyan koordinatlarinin analizini
icerir ve landmarklarin kartezyan koordinatlarina bagl kalarak analiz boyunca tim
geometrik Dbilgileri saklayan morfometrik metodlardir. Landmarklar; biyolojik
formlarin koordinat durumlarini bicim ve blyuklik agisindan dlgmeye yardimci
homolog noktalardir. Morfometrik o6lcimlerde bu homolog noktalar esas
alinmaktadir [56]. Landmarklar, sadece kendi icinde ayni lokasyonlara sahip degildir
ayni zamanda c¢alisma igerisindeki diger formlarlarla da ayni lokasyonlara sahiptir
[52]. Landmarklar vyerlestirilirken noktalarin 6znellikten uzak, guvenilir ve

tekrarlanabilir noktalar olmasina dikkat edilmelidir [57].
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Bookstein; landmarklar Tip 1, Tip 2 ve Tip 3 olmak Uzere Ug¢ ¢esit olarak ifade
etmektedir. Tip 1 landmarklar biyometrik acgidan ©6nemli noktalar olup bu
landmarklarin se¢iminde homoloji 6n plana gikar. Tip 2 landmarklar yerlestirilirken
kavisin en yogun oldugu yerler secilir ve yapinin biyolojisinin yaninda geometrisi de
dikkate alinir. Tip 1 ve Tip 2 landmarklar ¢cogunlukla homologtur. Tip 3 landmarklar

ise; yapilarin ug kisimlarina yerlestirilirler ve kismen homologturlar [55].

Landmark verilerine dayali morfometrik analizler icin gdérece warplar ve bicimsel
koordinatlar gelistirmistir [56]. Ornekler Uzerinde varyasyon etkileri hala var
oldugundan koordinatlar degiskenlik g&sterebilir ve bu sekilde yapilan analiz dogru
sonuglar vermez. Sekilsel olmayan varyasyonlarin ortadan kaldirilmasi igin
landmarklarin belirlenmesi isleminden sonra rotasyon (ayni dizleme alinmalari),
transformasyon (dénustirme) ve skala etkilerinden kurtariimasi gibi bir dizi islemin
uygulanmasi gerekmektedir [58]. Stperimpozisyon denilen landmarklari Ust Uste
cakistirarak konfiglrasyondaki sekil digi varyasyonlari kaldirma metodu gereken

optimizasyonu saglamaktadir [52].

Bu islemlerin arkasindan farkhliklarin yeni bir dizlemde 6zetlenmesi gerekmektedir.
Farkliliklari ortaya koymak igin; Temel Ogeler Analizi (PCA), Kanonik Varyans
Analizi (CANOVAR) ya da UPGMA, NJ (Komsu Birlestirme Agaci) gibi soyagaclari
kullanilabilir. Sonug olarak; son agsamada da 6zetlenen farkliliklarin istatistiksel
acidan anlamli bir sonug ifade edip etmedigini test etmek igin ¢oklu varyans analizi

yapilmasi gerekir [56].
2.6. Molekiiler Taksonomik Caligsmalar

Boéceklerde mitokondriyal DNA (mtDNA) 14-36 kilobaz uzunlugunda olup 13 protein
kodlayan gen, 2 ribozomal RNA ve 22 tRNA kodlayan 37 gen icerir [59, 60].
Mitokondriyal DNA; yiksek oranda dizi ve uzunluk varyasyonu goésteren A+T
nikleotitlerince zengin bir kontrol bélgesi icerir [61, 62, 63, 64, 65, 66] (Sekil 2.8)
Mitokondri’de bazi bélgeler oldukga degisiklik gosterirken, bazi bélgeler son derece
korunmustur. Mitokondri’de farklilik gdsteren bu bdlgeler sistematik acgidan
farkliliklarin ortaya konmasina ve analizine imkan saglamaktadir. Bécek sistematigi
icerisinde mitokondriyal DNA c¢alismalarinda; sitokrom oksidaz | ve Il (COI-COIl),
12 S ve 16 S genleri en fazla DNA dizisi ¢cikarilmis genler olarak bilinmektedir [67].
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Bombus ignitus

Mitochondrial genome

16,434 bp

Sekil 2.8. Bombus ignitus mitokondriyal genom haritasi [68].

Mitokondri genomunun bazi &zellikleri evrimsel calismalar icin iyi bir model
olusturmaktadir: Hucredeki kopya sayisinin fazla olmasi, kolay c¢ogaltimi,
mtDNA’nin nikleotid degisim oraninin ¢gekirdek DNA'ya kiyasla daha yiksek olmasi,
rekombinasyonun bulunmamasi ve sonug olarak tum molekulin ayni soy gegmigine

ait oldugu varsayilabilmektedir [69].

Bombus arilarinin tarihi uzun zamandir bilinmesine ragmen Bombus arisi ekologjisi,
evrimi ve davranigi hakkinda birgok soruya cevap, modern molekiler ¢agin
yukselisine kadar belirsiz kalmistir. Son birkag on yilda molekiler genetidin ve
genomik tekniklerin hizla yayllmasi Bombus arisi biyolojisine énemli bir bakis agisi
sunmaktadir. Filogenetik sistematikte tir sinirlandirrmasi g¢alismalarinda
mitokondriyal DNA verileri son zamanlarda siklikla kullaniimaktadir [45, 70].

PCR-RFLP yéntemi kullanilarak Avrupa’daki Bombus (s.str.) altcinsleri icerisinde
yer alan dért bombus turd (B. Ilucorum, B. terrestris, B. magnus ve B.

cryptarum) ayirt edilmistir [71].
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Bombus arilarindaki populasyon genetigi arastirmalari simdiye kadar mikrosatellit
tabanh ¢aligmalarin hakimiyetinde kalmistir. 1984'ten 2014'e kadar 53 populasyon
genetigi, filocografik veya tir sinirlamasi ¢alismalarinda; % 68'i mikrosatellitler,% 23
mitokondriyal DNA dizileri (mtDNA), % 4 nukleer gen dizileri, % 13 allozimler, 1
tanesinde restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP) ve restriksiyon bélgesi

ile iligkili DNA etiketi dizilimi (RADseq) ve 5 tanesi de ¢oklu veri tiplerini icermektedir.

Mikrosatellitlerin calismalarda yodun olarak kullaniimasi, birlikte ylzlerce aday
bélge saglayan Bombus arilari i¢in yayinlanan birgcok belirteg setinden
kaynaklanmaktadir. En yaygin diger bir markir olan mtDNA dizileri, zaman zaman
nikleer genler veya mikrosatellitler ile birlikte, genellikle taksonomik caligmalarda
kullaniimistir [72, 73, 74].
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Calismanin konusunu olusturan Bombus (s.lato) cinsi tdrlerine ait &érnekler
Turkiye'nin Ankara ili bélgesinden 2017 yilinda bdcek faaliyet dénemi olan Mart-
Eylll tarihleri arasinda til atrap ve emgi tipl yardimiyla toplanmistir. Orneklerin
sertlesmeden ve fazla hareket etmeden d&lmesini saglamak icin etilasetat
kullanilmistir.  Lokalitelere gére toplanan ve teshis edilen bireyler Cizelge 3.1'de
goOsterilmektedir. Toplanan &érnekler, Gzerlerinde 6zel kodlar ve lokaliteleri yazan
etiketli tiplere konulmustur. Alt cins dizeyinde 6rneklerin toplandigi lokalitelere ait
enlem ve boylam bilgileri ise Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3'de verilmektedir. Ornekler
Hacettepe Universitesi Morfometri Laboratuvar’’ na getirilmis, blyikligine gére
17 veya 2" numara celik ignelerle torakslarinin tam orta noktasindan

ignelenerek koleksiyona alinmistir.

Cizelge 3.1. Ankara ili ve ¢evresi lokalitelere gére toplanan ve teshis edilen

bireyler.
Lokalite Toplanan birey sayisi Teshis edilen birey sayisi*
Etimesgut 23 192, 48
Karagar 4 39,148
Beytepe 17 92,848
Isik Dagi 36 309, 64
Goélbasi 6 59,148
Egriova Tabiat Parki 10 62,43
Karag6l Tabiat Parki 11 72,43
Cubuk 3 19,24
Ayas 11 89,3d
Polath 4 43
Beynam Ormani 13 62,78
Elmadag 5 29,38
Sahinler Tabiat Parki 19 199
Haymana 7 7%
Sereflikoghisar 1 19
Soguksu Tabiat Parki 3 39
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Cizelge 3.2. Ankara ili ve gevresi toplanan Bombus (s.l.) cinsi disi bireylere ait

bilgiler.

ALT CINS | BIREY SAYISI ENLEM-BOYLAM LOKALITE







4022'20.8”"N-32"1°25.5"E EGRIOVA TP_BEYPAZARI
404°56.1”"N-32 23'19.8"E AYAS
40 29'0”"N-31%58'41.7"E EGRIOVA TP_BEYPAZARI
3 4037'43.4”N-32 26°25"E SAHINLER TP_KIZILCAHAMAM
'g 4037°'43.4"N-32 26'25"E SAHINLER TP_KIZILCAHAMAM
2 11 4037°'43.4”N-32 26°25"E SAHINLER TP_KIZILCAHAMAM
E 4037'43.4"N-32 26'25"E SAHINLER TP_KIZILCAHAMAM
é’ 4022'20.8”"N-321°25.5"E EGRIOVA TP_BEYPAZARI
4033'18.6"N-3238'43.5"E ISIK DAGI _KIZILCAHAMAM
4033'18.6”N-3238'43.5"E ISIK DAGI _KIZILCAHAMAM
4022'20.8”"N-32"1'25.5"E EGRIOVA TP_BEYPAZARI
3948°50.1"N-32 34'40.4"E ETIMESGUT
39%5329.6"N-33"13'15.6"E ELMADAG
§ 3948'49.3"N-32 34’39.7"E ETIMESGUT
g 3948'49.3"N-3234’39.7"E ETIMESGUT
e 9 39%329.6"N-3313'15.6"E ELMADAG
:§ 39582.3"N-339°8"E HASANOGLAN_ELMADAG
}?, 3940'29.7"N-3254'45.5"E BEYNAM
39582.3"N-339°8"E HASANOGLAN_ELMADAG
3946°39.8"N-3246'41.7"E GOLBASI

20




Cizelge 3.3. Ankara ili ve ¢evresi toplanan Bombus (s.l.) cinsi erkek bireylere ait

bilgiler.

ALT CINS | BIREY SAYISI ENLEM-BOYLAM LOKALITE




4022'20.8”"N-321°25.5"E

EGRIOVA TP_BEYPAZARI

4022'20.8"N-32"1°25.5"E

Melanobombus
N

EGRIOVA TP_BEYPAZARI

3
Q
g
'8 1 3958°2.36”"N-33 9’'8"’E ELMADAG
b
b
(7,
394040.5”"N-3254'44 8"E BEYNAM
394040.5”"N-3254'44 8"’E BEYNAM
(7))
=
_E' 5 39%52'7.86"N-3244'15.2"E BEYTEPE
3
a 39%52'8.3°’N-3244’15.3"E BEYTEPE
3952’11°N-3243’50.6"E BEYTEPE

3.2. Morfolojik Tiir Teshisi

Ankara ili ve gevresinden (Sekil 3.1) toplanan érneklerin tur teshisi; Bombus cinsi alt
cinslerine ait tani anahtarlari [17, 22, 48] ve Hacettepe Universitesi Uygulamali

Biyoloji Anabilim dali Morfometri Laboratuvari Bombus ari koleksiyonu érnekleri

yardimiyla yapilmistir.

Bombus (s.l.) cinsine ait 6rnekler, morfometri ve molekiler ydntemlerle teshis
edilmeden &6nce tir teshisinde kullanilan morfolojik karakterlerden interalar bant,

skutellum, anten segmentlerinin sayisi, yaka ve toraks ve abdomenkillarinin tiy

renklenmeleri dikkate alinarak morfolojik teshis yapilmaya gahlgiimistir.
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Sekil 3.1. Bombus (s.l.) cinsine ait 6rneklerin toplandidi Ankara ili haritasi.

3.3. Geometrik Morfometrik Caligmalari

Bombus (s.l.) cinsine ait 173 érnegin 48’ini erkek bireyler olusturmaktadir. Morfolojik
teshise goére gruplara ayrilan bireyler icerisinde bazi gruplarda hi¢ erkek birey
olmamasi ve popilasyonu temsil eden birey sayisinin azligi nedeniyle erkek
bireylerde geometrik morfometri yéntemi uygulanmamistir. Bombus (s.l.) igerisinde
yer alan turlere ait 125 digi bireyin tim 6n kanatlari ayri ayri hazirlanmigtir. Bombus
(s.l.) cinsine ait bireylerin kanat damarlanmalari agik bir sekilde goéruldiginden
boyamaya gerek duyulmamistir. Bireylerin torakslarindan ince uglu pens yardimiyla
ayrilan kanatlar Entellan® (Merck Millipore) kullanilarak lam Uzerine yapistiriimis ve
lamelle kapatiimigtir. Her 6érnek icin daha énceden belirlenen kodlar lam Gzerine

yazilmistir.

Hazirlanan preparatlar Leica MZ-7.5 streoskopik diseksiyon mikroskobu ve Gizerine

bagli DC-300 dijital kamera kullanilarak bilgisayara aktariimistir. Bu fotograflar ilk
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olarak Tps-UTIL 1.44 [75] programi ile dizenlenmigtir. Tps programlarina uyumlu
hale getirilen fotograflara Tps-DiG 2.12 [76] programi ile daha dnce Aytekin [19]
tarafindan belirlenmis noktalarda bazi degisiklikler yapilarak 19 adet landmark
yerlestirilmistir. Daha sonrasinda landmarklarin 2D Kartezyen koordinatlari dijitize
edilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. On kanatta kullanilan landmarklar [76].

TpsSmall 1.20 [77] programi ile érneklerin bicimsel varyasyonlarinin derecesi test
edilmistir. Bu programin amaci; thin-plate spline gibi tanjant diizlemi mesafesi esas
alinarak  gergeklestirilen istatistiksel analizlerin  uygulanabilecedi  dusuk
varyasyonlarin olup olmadigi anlamaktir. Bu program ile her bir 6rnek ayni sentroid
blyUklugune getirilir ve elde edilen konfiglirasyon ile her bir érnek cifti arasindaki
Euclid mesafesi hesaplanir. Dogrusal bir iliskiden sapmalarini élgebilmek igin
regresyon egrisi ve iki mesafe arasindaki korrelasyon hesaplanir. Olusan
dagiimalarin grafikteki diz c¢izgiye yakin olmasi 6rnekler arasindaki yakinligin
anlasiimasi igin yeterli olmaktadir. Akabinde Morphod [78] programinda normalite
6lcimU yapilmaktadir. Morphod programinda, landmarklarin procrustes analizi
sonucu goére dagilimin normalitesi bakilmigtir. Ayrica yine Morphod programinda
outliers (aykiri deger) testi ile iki nokta arasindaki mesafeyi élcerken diger noktalarin
davranigini da hesaba katan Mahalanobis Mesafesi kullanilarak grafik dokiminde

verinin normalitesi test edilmistir. TpsSuper 1.14 [79] programinda ise yeterli
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landmarkin kullanilhp kullanilmadidi test edilmektedir. Her iki program da analize

baslamadan 6nce kullanilarak sekil varyasyonu test edilmigtir.
3.4. Molekiiler Caligmalar

3.4.1. Total Genomik DNA izolasyonu

Molekiler calismada kullaniilmak Uzere Bombus (s.l.) cinsine ait 173 bireyin her
birinin sag ve sol 6n bacaklari pens yardimiyla alinarak molekiler saflikta etil alkol
iceren mikrosantrifij tiplere aktariimistir. Mikrosantrifij tpler etiketlendikten sonra

DNA izolasyon agamasina kadar -20 °C’de saklanmigtir.

Total genomik DNA izolasyonu, PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (invitrogene) ile
firmanin  6nerdigi protokolde bazi degisiklikler yapilarak asagidaki sekilde
gerceklestirilimistir:

1. Doku pestle yardimiyla tamamen homojenize edildikten sonra 180 pyl GDB

(doku lizis) ve 20 ul Proteinaz K eklenmis ve iyice pipetaj yapilarak karigsmasi

saglanmigtir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. mtDNA izolasyonu, lizis iglemi.

2. Dokunun tamamen lizis olabilmesi igin 55 °C’de gece boyu ¢alkalamali olarak
inkdibe edilmistir.

3. Inkiibasyon sonrasi homejenat oda sicakligina getirilmis ve 14.000 x g’de 3
dk. santrifgj edilmigtir. SUpernatant kisim olan lizat yeni bir mikrosantrifij
tipUne aktarilmistir.

4. Lizatin Uzerine 20 yl RNase A eklenmis ve iyice karismasi i¢cin oda

sicakhginda 2 dk. vortekslenmistir.
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5. 200 pl GL/BB (Lizis baglayici tampon) eklenerek karisim yeterince
vortekslenmigtir.

6. Lizata 200 pl %100'10k etanol eklenmis ve karismasi icin 5 kez
vortekslenmigtir.

7. DNA’y1 baglamak igin lizat spin column denilen tiplere aktariimis ve 10.000
x g'de 1 dk. santrifij edilmistir.

8. Toplama tupu atilmis yerine yenisi yerlestirilmigtir.

9. DNA'nin saflastirilmasi agsamasinda 450 yl WB 1 (yikama tamponu 1)
eklenmigtir.

10. Oda sicakhgdinda 10.000 x g’'de 1 dk. santrifj edilmistir.

11. Toplama tUp0 atilmig yerine yenisi yerlestiriimistir.

12.450 pl WB 2 (yikama tamponu 2) eklenmistir.

13.14.000 x g'de 3 dk. santrifiij edilmis ve toplama tipu atiimistir.

14.1.5 ml'lik santriftj tipu icerisine yerlestirilen spin column Gzerine 50 pl GEB
(elisyon tamponu) eklenmis ve 20 dk. Oda sicakliginda bekletilmistir.

15.14.000 x g'de 1 dk. santrifij edilmigtir.

16. 1.5 ml'lik tip igerisindeki izole DNA yeni bir santrifij tiplne alinarak -20 °C’de

kullaniilmak Uzere saklanmigtir.
3.4.2. DNA Kantitesi ve Kalitesinin Olgiilmesi

izole edilen DNA’larin konsantrasyonlarini belirlemek icin Nanospektrofotometresi
(Shimadzu) kullaniimisgtir. Her &6rnek olcimu icin 2 pl DNA  kullanilarak
0OD260/0D280, OD 260/0D230 oranlari ile DNA konsantrasyonlari elde edilmigtir.
Her 6rnek 3 kez 6lgculmustir ve absorbans oranlarinin ve DNA konsantrasyonunun
aritmetik ortalamasi alinmistir. Elde edilen konsantrasyon degerleri yetersiz olan

ornekler icin bir kez daha DNA izolasyonu gerceklestiriimistir.

3.4.3. Gen Boélgesi i¢in Primerlerin Tespiti

Cogu Hymenoptera takiminda COIl gen bdlgesini ¢ogaltmak icin kullanilan
LCO/HCO primerleri [80] 6rnek DNA Uzerinde denenmis ve ¢aligip calismadigi test
edilmistir. LCO/HCO primerleri [80] gen bdlgesinin amplifikasyonu igin kullaniimistir.

Kullanilan Primerlerin dizileri Cizelge 3.4’te verilmektedir.
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Cizelge 3.4. COI Gen bolgesini kismi ¢ogaltmak icin kullanilan primerler.

Primer Adi Primer Dizisi Uzunluk
LCO 1490 (5-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3) 25 mer
HCO 2198 (5-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3) 26 mer

3.4.4. PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Prensibi

1970’lerde geligtirilen Rekombinant DNA teknolojisi; genetik ve molekiler biyoloji
alanlarinda c¢alisan arastirmacilar i¢in bir devrim niteligi tagsimaktadir. 1986 yilinda
ise polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) adi verilen diger bir teknik gelistiriimis ve
biyoloji alaninda yapilan ¢alismalarda hizla yerini almistir [81, 82]. PZR; karmasik
bir DNA havuzundan spesifik bir DNA parcasinin amplifikasyonuna vyani

cogaltilmasina izin veren basit fakat hassas bir enzimatik analizdir [83]

PZR reaksiyonunu U¢ asamada gerceklesmektedir ve cogaltiimis Grin miktari,

genel alamda bu ¢ asamanin tekrarlanma sayisina baglidir.

1. ilk asamada cogaltilacak olan cift zincirli DNA, 1si ile (90-98 °C de, ortalama 5
dakika) denatire edilerek tek zincirli hale getirilir. Bu adim Denatiirasyon
(Denaturation) olarak isimlendirilmektedir.

2. Sicaklik 50 ila 70 °C arasinda bir degere dusurilerek sogutularak primerlerin tek
zincirli DNA’'ya baglanmasi saglanir (primer baglanmasi). Bu primerler yapay
oligonikleotitlerdir ve g¢ogaltilacak olan DNA fragmaninin uglarindaki tamamlayici
dizilere spesifik olarak baglanir. Bu primerler, kalip DNA’nin sentezi igin bir
baslangi¢ yeridir. Bu asama Baglanma (Annealing) olarak adlandiriimaktdir.

3. Son agsamada da yeni DNA’nin sentezi icin Taq polimeraz reaksiyon karigimina
ilave edilir. Bu sekilde 70 ila 75 °C arasindaki sicakliklarda DNA sentezi gerceklesir.
Polimeraz enzimi, nukleotitleri 5’ugtan 3"'ne dogru ekleyerek, primerlerin uzamasini
saglar. Sonu¢ olarak hedef DNA’nin c¢ift zincirli kopyasi olugturulur. Bu asama

Uzama (Extention) olarak isimlendirilmektedir.
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3.4.5. PZR Karisimi

PZR karisimi, her birey igcin son hacim 50 pl olacak sekilde hazirlanmistir (Cizelge

3.5).

Cizelge 3.5. PZR Karigimi icerigi.

PZR reaksiyon bilesenleri Kullanilan miktar (ul)
10X PZR Buffer 5

25mM MgClI2 2

2,5mM dNTP 3

ileri Primer 2

Geri Primer 2

Taq DNA Polimeraz 0,25

dH20 33,75
Genomik DNA 2

Bu PZR bilegenleri buz i¢erisinde 0.2 ml'lik PZR tuplerinde hazirlandiktan sonra

programlanmis sicaklik déngu cihazina konulmustur (Sekil 3.4).

BASAMAK SICAKLIK (°C) SURE DONGU
Baslangig
94 02:00 1
Denatiirasyonu
Denatlirasyon 94 00:30
Baglanma 50 00:30 35
Uzama 72 00:40
Son Uzama 72 10:00 1

Sekil 3.4. PZR reaksiyon basamaklari.

3.4.6.Agaroz Jel Elektroforezi

COlI gen bdlgesine ait PZR urlnleri %1'lik agaroz jel elektroforezi yontemi ile test

edilmistir. Jel hazirlanirken, 100 ml 1XTAE (pH: 8.3 ve 1 gr agaroz tozu bir behere

aktarilarak mikrodalga firinda karigimin homojen bir sekilde karismasi saglanmis ve




sogumasi icin bir stre beklenmistir. Karisimin igcerisine 8 pl 10 mg/ml Etidyum
Bromir (Gel RedTM) eklenerek karistiriimistir. Bu karigim, elektroforez tabakasina
dokulmustur ve taraklar yerlestirilerek jelin polimerlesmesi beklenmigtir. Jel
tamamen polimerlestikten sonra elektroforez tabakasi, igerisinde 1XTAE tamponu
bulunan elektroforez tankina yerlestiriimis ve taraklar ¢ikariimistir. Her érnek icin 5
pl PZR Grdnd ve 1 pl 6X yukleme tamponu (bromofenol mavisi, sikroz ve TAE
tampon karigimi) karistirimis ve jelde bulunan kuyucuklara yuklenmistir. Her jel
yuklemesinde 1 kuyucuga 2,5 ul’lik belirte¢ yuklenmistir. Jele yiklenen toplamda173
ornek, 80 mA’de yeterli sire (yaklagik 60-90 dk.) yuritildikten sonra jel
goérintileme cihazina yerlestiriimis ve UV 1sini altinda gdéruntilenerek fotografi
cekilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Bombus (s.l.) cinsi érneklerine ait PZR Grind, agaroz jel elektroforezi.

3.4.7. DNA Dizi Analizi

Cogaltilan DNA fragmanlari; dizileme islemi icin BM Laboratuvar firmasi araciligi ile
Macrogen’e gonderilmigtir. Dizileme reaksiyonlari PZR islemi sirasinda kullanilan
primer ciftleri ile her iki yonde gergeklestiriimistir. Cift tarafli dizilenen kismi COI gen
bolgesine ait diziler MEGA 5.05 [84] programinda birlestirilerek FASTA formatinda
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kaydedilmistir. Daha sonrasi bu diziler NCBI'da (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) dizisi

bulunan Bombus (s.l) cinsine ait turler Gizerinden kontrol edilmistir (Sekil 3.6). Diziler

kontrol edildikten sonra MEGA 5.05 [84] programina aktarilarak ClustalWW [85]

algoritmasi ile hizalanarak FASTA formatinda kaydedilmistir.

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download
select all 100 seguences selected

Description

Bombus terrestris cytochrame oxidase subunit | gene, partial eds: mitochondrial

Bombus terrestriz audax voucher BMMWHIEHS70532 cytochrome oxidase subunit 1 (CON gene, parial cds; mitochondrial

Bombus terrestris mitochondrion, partial genome

Bombus terrestris audax voucher BMNHIERS70331 cytochrome oxidase subunit 1 {COI) gene, partial cds; mitochondrial

Bombus terrestris audax voucher BIMNHIEI#ST0330 cytochrome axidase subunit 1 (CON) gene, parial cds; mitachondrial

Bombus terrestris mitochondrial COI gene for cytachrome oxidase subunit 1, partial cds, haplotype: BTJCT

<H<NN<N<N<N<]

Bombus terrestris voucher CCDB-09584 £12 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene, partial cds; mitochondrial

Sekil 3.6. mtDNA gen bdlgesi icin BLAST goériuntusa.
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GenBank  Graphics Distance tree of results
Max  Total  Guery E Per. Accession
Score Score Cover walue  Ident

1273 1273 99% 00 99.86% GUOBS2041
1262 1262 99% 00 99.57% KIO74037.1
1286 1256 99% OO0 99.28% KTI64618.1
1251 12891 99% 00 99.28% KIO74036.1
1243 1243 98% 00 99.42% KIO74035.1
1216 1276 94% 00 100.00% LC123693.1
M2 12 94% 00 99.85%  KHEZ0691.1



4. BULGULAR
4.1. Morfolojik Tiir Teshisi Sonuglari

Ankara ili ve ¢evresinden 2017 yili Mart-EylUl tarihleri arasinda toplanan toplam 173
Bombus (s.l.) 6rnedi, Bombus cinsi alt cinslerine ait tani anahtarlar [17, 22, 48] ve
Hacettepe Universitesi Uygulamali Biyoloji Anabilim dali Morfometri Laboratuvari
Bombus ari koleksiyonu érnekleri yardimiyla morfolojik teshisleri yapilmigtir. Ayni
zamanda orneklerin eseyleri tespit edilirken abdomenlerinin sonlanma yapisi
dikkate alinmistir. Digilerde abdomen alti segmentten meydana gelmektedir. Disi
bireylerin abdomenlerinin son halkasi sivri gsekilde sonlanmaktadir. Erkeklerde ise;
abdomen yedi segmentten meydana gelmektedir ve son halka yuvarlak sekilde
sonlanmaktadir. Disi ve erkek bireylerin ayriminda abdomenin son yapisi dikkate
alinarak esey ayrimi yapimigtir. Bu yontem kullanilarak tespit edilen turler ve bu

bireylere ait esey bilgileri Cizelge 4.1’de verilmektedir.

Cizelge 4.1. Tespit edilen tirler ve tirlere ait esey bilgileri.

Alt Cins Tur Adi Disi Birey Erkek Birey
Sayisi 9 Sayisi &

Bombus Bombus terrestris 33 28
Megabombus Bombus argillaceus 9 4
Thoracobombus | Bombus pascuorum 23 6
Thoracobombus | Bombus zonatus 29 1
Thoracobombus | Bombus humulis 7 -
Thoracobombus | Bombus pomorum 5 -
Melanobombus Bombus lapidarius 11 2
Sibiricobombus Bombus niveatus 9 1
Psithyrus Bombus sylvestris - 2
Psithyrus Bombus vestalis - 3

Tar teghisi icin kullanilan bu yéntemin gavenilirligini belirlemek amaciyla landmark

tabanl geometrik morfometri ve molekiler temelli tlr teshisi gerceklestiriimigstir.

4.2. Geometrik Morfometrik Tiir Teshisi Sonuglari
4.2.1. Disi Bireylerde On Kanatlara Ait Morfometrik Sonuglar

Analizlerde Bombus cinsine ait 125 disi bireyin 6n kanadi incelenmistir. TpsDIG 2.12

[76] programinda 6n kanatlarda belirtilen noktalara landmarklar yerlestirildikten
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sonra veride bulunmasi gereken dusik varyasyon miktari TpsSmall 1.20 [77]

programinda test edilmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Disi bireylerin 6n kanatlarinda varyasyon miktarini gésteren egri.

TpsSuper 2.00 [79] programinda analizler igin yeterli sayida landmarkin kullanilip
kullaniilmadigi test edilmigtir. Elde edilen olumlu sonuglarin ardindan Morphod [78]
Programinda New Procrustes Fit uygulanarak 19 landmarkin dagilimi tespit
edilmistir (Sekil 4.2).

0 &m;
.W“\
o

g -

Sekil 4.2. Morphod [78] programinda uygulanan New Procrustes Fit analizi

sonrasi disi bireylerin 6n kanatlarindaki landmarklarin dagilimi.
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Hesaplanan tek ve kumulatif degerler incelendiginde, kanat bigcim varyasyonu 34
eksende aciklanmistir (Cizelge 4.2). Buna gére, 1. temel bilesen varyasyonun
%16,414°Un0 agikladidi, 2. temel bilesenin ise varyasyonun 11,626’sin1 agikladigi
gorulmastar. Bununla birlikte, ilk G¢ temel bilesen birlikte ele alindiginda kanat bigim
varyasyonun ancak %38,604°'Unu agikladigr goéralmustir. PCA degerlerine ait
toplam varyans 0,00055353’tUr.

Cizelge 4.2. PCA sonucunda elde edilen 6zdegerler, varyans (%) ve kumulatif

varyans (%) tablosu.

) %Kiumulatif
Ozdegerler % Varyans Varyans

1. 0,00009086 16,414 16,414
2. 0,00006434 11,624 28,038
3. 0,00005849 10,566 38,604
4. 0,00004205 7,597 46,201
5. 0,00003619 6,539 52,739
6. 0,00003209 5,798 58,537
7. 0,00003029 5,472 64,01

8. 0,00002278 4,115 68,125
9. 0,00002253 4,07 72,195
10. 0,00001907 3,445 75,64

11. 0,00001747 3,157 78,797
12. 0,00001268 2,291 81,088
13. 0,00001151 2,08 83,168
14. 0,00001071 1,935 85,102
15. 0,00001008 1,821 86,923
16. 0,00000867 1,566 88,489
17. 0,00000833 1,504 89,994
18. 0,00000717 1,295 91,289
19. 0,00000677 1,223 92,512
20. 0,00000569 1,027 93,539
21. 0,00000551 0,996 94,535
22. 0,00000429 0,776 95,311
23. 0,0000039 0,704 96,015
24. 0,00000338 0,611 96,626
25. 0,00000326 0,588 97,215
26. 0,00000285 0,515 97,729
27. 0,00000243 0,439 98,168
28. 0,00000222 0,401 98,57

29. 0,00000191 0,345 98,915
30. 0,00000166 0,3 99,215
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31. 0,00000152 0,274 99,489
32. 0,000001 0,181 99,67
33. 0,00000093 0,169 99,838
34. 0,00000089 0,162 100

Temel 6geler analizine (PC1) gére; Sekil 4.3’te bireylere ait kanat morfolojisinde
tespit edilen bigimsel farkliiklar gésterilmektedir. Temel 6deler analizi sonucu
bicimsel farkhliklar incelendiginde; 7., 15. ve 16. landmarklarin diger landmarklara

gbre daha yuksek bir varyasyon gdsterdigi gérilmektedir.
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PC1

Sekil 4.3. Temel 6geler analizine goére bireylere ait kanat morfolojisinde tespit

edilen bicimsel farkliliklar.

Morpho J [78] Programinda PCA (Principle Component Analysis)'da bireylerin
birinci ve ikinci (PC1 - PC2), ikinci ve tUglncu (PC2 - PC3), birinci ve tgunci (PC1 -
PC3) temel o6geler Uzerindeki dagilmi incelenmigtir. PC1 - PC2 Uzerindeki
dagihmda birtakim kimelenmelerin ortaya ciktigi gézlenmigtir. Analizde B. zonatus,
B. pascuorum, B. humulis, B. niveatus ve B. terrestris turlerine ait bireyler diger
turlere ait bireylere gére daha belirgin kiimeler olusturmuslardir. B. lapidarius, B.

pomorum ve B. argillaceus turlerine ait bireyler i¢ ice gegmis durumdadir (Sekil 4.4).
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Bombus lapidanus

0,04
Megabombus arglllaceus
Thoracobombus pascuorut
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Principal component 1

Sekil 4.4. Bireylerin PC1 - PC2 izerindeki dagilimi.

PC1 - PC3 (zerindeki dagiimda birtakim kimelenmelerin ortaya c¢iktig
g6zlenmistir. Analizde B. niveaus, B. terrestris tirlerine ait bireyler diger turlere ait
bireylere gére daha belirgin kiimeler olusturmuslardir. B. lapidarius, B. zonatus,
B. pomorum ve B. pascuorum turlerine ait bireyler ic ice ge¢cmis bulunurlarken,
B. argillaceus turine ait bireyler ise diger turlerin 6rnekleriyle i¢ ice gegmis
durumdadir. B. zonatus, B. niveatus ve B. fterrestris'ten uzaklasmis sekide
durmaktadir (Sekil 4.5).
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Bombus lapidarius

0,04,
Megabombus argillaceus
Thoracobombus pascuorut
Thoracobombus pomorum
Thoracobombus zonatus
0,024

0,00{ °

Principal component 3

-0,02

-0,0 T y r T )
-0,04 -0,02 0,00 0,02 0,04 0,06

Principal component 1

Sekil 4.5. Bireylerin PC1 - PC3 Uzerindeki dagilimi.

PC2 ve PC3 luzerindeki dagilimda birtakim kimelenmelerin ortaya c¢iktig
g6zlenmistir. Analizde PC1 - PC3 ve PC1 - PC2 temel 6gelerinde diger tirlere ait
bireylerden uzakta yer alan B. terrestris ve B. niveatus bu kez B. zonatus, B.
humulis, B. argillaceus, B. pomorum, B. pascuorum ve B. lapidarius turleriyle i¢

ice gecmis sekilde bulunmaktadir (Sekil 4.6).
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Bombus lapidarius
0,030

Megabombus argillaceus
Thoracobombus pascuorur

Thoracobombus pomorum
Thoracobombus zonatus

0,020

0,016

0,006

Principal component 3

-0,030 . , . ;
0020 -0010 0000 0010 0020 0,030

Principal component 2

Sekil 4.6. Bireylerin PC2 - PC3 Uzerindeki dagilimi.

Gorece warp’lar TpsRelw’'de [86] belirlenmistir. Elde edilen sayisal verilerden en
yuksek gorece katkisi olan landmarklarin 7. ve 9. landmarklar oldugu, en dusuk
goérece katkisi olan landmarkin ise 1. landmark oldugu tespit edilmigtir. Varyans
degerlerine baktigimizda sirasiyla S?= 0.00014783, S?= 0.00013902 ile 15 ve 16.
landmarklarin en yiksek varyans degerine, S? = 0.00003906 ile de 17. landmarkin

en duslk varyansa sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4).

Cizelge 4.3. TpsRewl programindan [86] elde edilen gérece warp'lar.
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11 0.02229
12 0.02382
13 0.00416
14 0.00390
15 0.01042
16 0.03260
17 0.01539
18 0.15959
19 0.00270

Cizelge 4.4. TpsRewl programindan [86] elde edilen gérece warp'lar.

LM# S2x S?y s?
1 0.00004281 0.00001993 | 0.00006274
2 0.00002859 | 0.00002377 | 0.00005236
3 0.00004544 | 0.00000942 | 0.00005486
4 0.00003319 | 0.00000985 | 0.00004304
5 0.00004673 | 0.00000758 | 0.00005431
6 0.00002236 | 0.00002019 | 0.00004255
7 0.00002223 | 0.00002586 | 0.00004809
8 0.00005534 | 0.00000463 | 0.00005997
9 0.00003262 | 0.00001013 | 0.00004275
10 0.00003270 | 0.00001162 | 0.00004432
1 0.00003147 | 0.00001842 | 0.00004989
12 0.00004919 | 0.00004313 | 0.00009232
13 0.00002911 0.00002346 | 0.00005257
14 0.00002693 | 0.00001511 0.00004205
15 0.00011932 0.00001970 \:
16 0.00012493 0.00002290 ,—
17 0.00003071 0.00000836 | 0.00003906
18 0.00003477 | 0.00001282 | 0.00004759
19 0.00005088 | 0.00002148 | 0.00007236
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Partial Least Square (PLS) analizi ile kovaryasonun eksenler Uzerinde agiklanmasi
sonucu gérece warp’lar icin hesaplanan tek ve % degerleri 34 eksende agiklanmistir
(Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Disi bireylerde PLS Analizi ile hesaplanan tek ve % degerler.

TD P-degeri %

PLS1 0,00008573 <.0001 35,222
PLS2 0,00006071 <.0001 17,664
PLS3 0,00005518 <.0001 14,595
PLS4 0,00003968 <.0001 7,546
PLS5 0,00003415 <.0001 5,589
PLS6 0,00003028 <.0001 4,395
PLS7 0,00002858 <.0001 3,915
PLS8 0,00002149 <.0001 2,214
PLS9 0,00002126 <.0001 2,166
PLS10 0,00001799 <.0001 1,552
PLS11 0,00001649 <.0001 1,303
PLS12 0,00001197 <.0001 0,686
PLS13 0,00001086 <.0001 0,565
PLS14 0,0000101 <.0001 0,489
PLS15 0,00000951 <.0001 0,433
PLS16 0,00000818 <.0001 0,321
PLS17 0,00000786 <.0001 0,296
PLS18 0,00000676 <.0001 0,219
PLS19 0,00000639 <.0001 0,196
PLS20 0,00000537 <.0001 0,138
PLS21 0,0000052 <.0001 0,13
PLS22 0,00000405 <.0001 0,079
PLS23 0,00000368 <.0001 0,065
PLS24 0,00000319 <.0001 0,049
PLS25 0,00000307 <.0001 0,045
PLS26 0,00000269 <.0001 0,035
PLS27 0,00000229 <.0001 0,025
PLS28 0,0000021 <.0001 0,021
PLS29 0,0000018 <.0001 0,016
PLS30 0,00000157 <.0001 0,012
PLS31 0,00000143 <.0001 0,01
PLS32 0,00000095 <.0001 0,004
PLS33 0,00000088 <.0001 0,004
PLS34 0,00000084 <.0001 0,003
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Bireyler arasindaki bigcimsel farkhliklari analiz etmek icin MorphoJ [78] programi
kullaniimis ve diskriminant analizi yapilmistir. Yapilan ikili karsilastirmalarin sonucu
populasyonlarin bigimsel olarak birbirlerinden farkliliklarini ortaya koymaktadir
(Sekil 4.7 — 4.34). ikili gruplarda en ¢ok deformasyonun B. terrestris, B. argillaceus,
B. pascuorum ve B. zonatus tirlerinde, en az deformasyonun da B. niveatus, B.

pomorum, B. humulis ve B.lapidarius turlerinde oldugu g6zlenmistir.
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Bombus lapidarius - Bombus niveatus

Sekil 4.7 B. lapidarius ile B. niveatus turleri arasindaki dusuk farkliligi gésteren

deformasyon gridi (iki kez ekzejere edilmistir).
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Bombus lapidarius -- Bombus terrestris

Sekil 4.8. B. lapidarius ile B. terrestris tirleri arasindaki belirgin farkliligi gésteren

deformasyon gridi (iki kez ekzejere edilmistir).
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Bombus lapidarius —- Megabombus argillaceus
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Sekil 4.9. B. lapidarius ile B. argillaceus turleri arasindaki dusuk farkhligi

gOsteren deformasyon gridi (iki kez ekzejere edilmigtir).
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Bombus lapidarius — Thoracobombus humulis
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Sekil 4.10. B. lapidarius ile B. humulis turleri arasindaki dusuk farkhligi gosteren

deformasyon gridi (iki kez ekzejere edilmistir).
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Bombus lapidarius — Thoracobombus pascuorum

Sekil 4.11. B. lapidarius ile B. pascuorum turleri arasindaki disuk farklhhgi

gOsteren deformasyon gridi (iki kez ekzejere edilmigtir).
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Bombus lapidarius - Thoracobombus pomorum

Sekil 4.12. B. lapidarius ile B. pomorum turleri arasindaki dusik farklihgi

goOsteren deformasyon gridi (iki kez ekzejere edilmistir).
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Bombus lapidarius —- Thoracobombus zonatus

Sekil 4.13. B. lapidarius ile B. zonatus turleri arasindaki disuk farklihgr gésteren

deformasyon gridi (iki kez ekzejere edilmistir).
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Bombus niveatus -- Bombus terrestris

Sekil 4.14. B. niveatus ile B. terrestris turleri arasindaki belirgin farklhihgi

gOsteren deformasyon gridi (iki kez ekzejere edilmigtir).
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Bombus niveatus — Megabombus argillaceus

Sekil 4.15. B. niveatus ile B. argillaceus turleri arasindaki dusuk farkhligi

gb6steren deformasyon gridi (iki kez ekzejere edilmistir).

Nt
L W | T i - s ra?
) - 5 | t v |
X AiEd
L IMany

Bombus niveatus -- Thoracobombus humulis

Sekil 4.16. B. niveatus ile B. humulis turleri arasindaki dusuk farkliligi gésteren

deformasyon gridi (iki kez ekzejere edilmistir).
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Bombus niveatus — Thoracobombus pascuorum

Sekil 4.17. B. niveatus ile B. pascuorum tirleri arasindaki disik farkhligi

gb6steren deformasyon gridi (iki kez ekzejere edilmistir).
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Bombus niveatus -- Thoracobombus pomorum

Sekil 4.18. B. niveatus ile B. pomorum turleri arasindaki disik farklihgi gésteren

deformasyon gridi (iki kez ekzejere edilmistir).
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Bombus niveatus — Thoracobombus zonatus

Sekil 4.19. B. niveatus ile B. zonatus tirleri arasindaki diistk farklihgi gosteren

deformasyon gridi (iki kez ekzejere edilmistir).
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Bombus terrestris — Megabombus argillaceus

Sekil 4.20. B. terrestris ile B. argillaceus turleri arasindaki belirgin farklihgi

gOsteren deformasyon gridi (iki kez ekzejere edilmigtir).
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Bombus terrestris - Thoracobombus humulis

Sekil 4.21. B. terrestris ile B. humulis turleri arasindaki disuk farklihgr gésteren

deformasyon gridi (iki kez ekzejere edilmistir).
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Bombus terrestris -- Thoracobombus pascuarum

Sekil 4.22. B. terrestris ile B. pascuorum turleri arasindaki belirgin farklihgi

gosteren deformasyon gridi (iki kez ekzejere edilmigtir).

47



1
el0 i . '
~gl3 &4 \gd -8
4 e
ing o7 o8 o
Tal
i
-{

_ol0

Bombus terrestris — Thoracobombus pomorum

Sekil 4.23. B. terrestris ile B. pomorum turleri arasindaki dusuk farkliligi

gOsteren deformasyon gridi (iki kez ekzejere edilmistir).
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Bombus terresins — Thoracobembus zonatus

Sekil 4.24. B. terrestris ile B. zonatus turleri arasindaki belirgin farklihgi gésteren

deformasyon gridi (iki kez ekzejere edilmistir).
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Megabombus argillaceus — Thoracobombus humulis

Sekil 4.25. B. argillaceus ile B. humulis tirleri arasindaki distk farklihgi

gOsteren deformasyon gridi (iki kez ekzejere edilmigtir).
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Megabombus argillaceus-- Thoracobombus pascuorum
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Sekil 4.26. B. argillaceus ile B. pascuorum tirleri arasindaki diastk farkhligi

gosteren deformasyon gridi (iki kez ekzejere edilmigtir).
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Megabombus argillaceus - Thoracobombus pomorum

Sekil 4.27. B. argillaceus ile B. pomorum tirleri arasindaki disuk farklihgi

gOsteren deformasyon gridi (iki kez ekzejere edilmigtir).
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Megabombus argillaceus -- Thoracobombus zonatus

Sekil 4.28. B. argillaceus ile B. zonatus turleri arasindaki diustk farkhligi

gOsteren deformasyon gridi (iki kez ekzejere edilmigtir).
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Thoracobombus humulis — Thoracobombus pascuorum

Sekil 4.29. B. humulis ile B. pascuorum tirleri arasindaki dusuk farklihg

gOsteren deformasyon gridi (iki kez ekzejere edilmigtir).
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Thoracobombus humulis - Thoracobombus pomorum

Sekil 4.30. B. humulis ile B. pomorum turleri arasindaki dusik farklihigi gosteren

deformasyon gridi (iki kez ekzejere edilmistir).
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Thoracobombus humulis - Thoracobombus zonatus

Sekil 4.31. B. humulis ile B. zonatus tirleri arasindaki distk farklihgr gésteren

deformasyon gridi (iki kez ekzejere edilmistir).
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Thoracobombus pascuorum — Thoracobombus pomorum

Sekil 4.32. B. pascuorum ile B. pomorum tirleri arasindaki duguk farklihgi

gosteren deformasyon gridi ( iki kez ekzejere edilmistir).
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Thoracobombus pascuorum — Thoracobombus zonatus

Sekil 4.33. B. pascuorum ile B. zonatus tirleri arasindaki belirgin farklihgi

gosteren deformasyon gridi ( iki kez ekzejere edilmistir).

o3

é14 5
A -

o7 -0f

»l6

al®
213

Thoracobombus pomorum/— Thoracobombus zonatus

Sekil 4.34. B. pomorum ile B. zonatus tirleri arasindaki dustk farklihgi gésteren

deformasyon gridi (iki kez ekzejere edilmistir).

Morpho J [78] programinda Kanonik Varyans Analizi (CANOVAR), disi bireylerin 6n

kanatlarinda tir ve altcinsler arasinda anlamli bir fark olup olmadigini test etmek

icin, bireylerin ilk G¢ kanonik degisken (CV1, CV2 ve CV3) Uzerindeki dagilim
grafikleri (Sekil 4.35, Sekil 4.36 ve Sekil 4.37) ve CVA tabanh kimelesme cizelgeleri

Ozetlenmistir.
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Hesaplanan tek ve kiimulatif degerler incelendiginde, gruplar arasi varyasyonla ilgili
olarak 1. kanonik varyansin varyasyonun %60,792’sini agikladigi ve temel belirleyici
Ozellikte oldugu gorilmastir (Cizelge 4.6). 2. kanonik varyansin ise varyasyonun
%18,29%5’ini agikladigi gorilmektedir. Bununla birlikte, ilk G¢ temel bilesen birlikte

ele alindiginda kanat bi¢im varyasyonun %87,23’'G agiklanmaktadir.

Bombus lapidarius

6 -
Megabombus argillaceus
Thoracobombus pascuorut
Thoracobombus pomorum
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Canonical variate 1

Sekil 4.35. Disi bireylerin 6n kanatlarinda CV1 ve CV2 degiskene gére dagilim
grafigi.
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Bombus lapidarius

61 Bombus terrestris
Megabombus argillaceus
Thoracobombﬁs pascuorut
Thoracobombus pomorum
Thoracobombus zonatus
3 <4
3]
2
S 04
@ .
>
@ .
R
=
o
(=]
@
Q
-3
12 9 6 3 0 3 6 9

Canonical variate 1

Sekil 4.36. Disi bireylerin 6n kanatlarinda CV1 ve CV3 degiskene goére dagihm
grafigi.

Bombus lapidarius
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Canonical variate 2

Sekil 4.37. Disi bireylerin 6n kanatlarinda tirlerin CV2 ve CV3 degiskene gore
dagilim grafigi.
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Cizelge 4.6. CVA sonucunda elde edilen 6zdegerler, varyans (%) ve kimdalatif

varyans (%) tablosu.

Ozdegerler % Varyans % Kiimulatif Varyans

1. 24,7629847 60,972 60,972

2. 7,43044549 18,295 79,267

3. 3,23389914 7,963 87,23

4. 1,6446486 4,049 91,279

5. 1,41368904 3,481 94,76

6. 1,28400582 3,162 97,922

7. 0,84413133 2,078 100

4.3.COIl Gen Boélgesi DNA Dizi Analizi Sonuglari

173 6rnek icerisinden morfolojik tir teshisleri yapilan ve bu gruplar icerisinden
secilen temsili drneklerin  COl gen bdlgesi DNA Dizileri BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/) kullanilarak GenBank’daki dizilerle test edilmis,
GenBank'daki dizilerle karsilastirilarak giris (Accession) kodlari Cizelge 4.7'de

gOsterilmistir.
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Cizelge 4.7. BLAST programinda karsilastirilarak tespit edilen tirlere ait giris

kodlari.
Tar BLAST programindan | BLAST programinda
aatmasy KRR oS et et
B_terre1 Bombus terrestris GU085204.1
B_terre2 Bombus terrestris KT164618.1

B_pasc1 Thoracobombus pascuorum | KT164630.1

B_pasc2 Thoracobombus pascuorum | KT074033.1

B_camp Bombus campestris GU705898.1
B_lapid Bombus lapidarius KT074032.1
B_sibi1 Bombus sibiricus MH998258.1
B_sibi2 Bombus sibiricus MH998258.1
B_sibi3 Bombus sibiricus MH998258.1
B_sibi4 Bombus sibiricus MH998258.1
B_vesta Bombus vestalis KT074038.1
B_terre3 Bombus terrestris GU085204.1

Bu calismada COI gen bdlgesi DNA dizileri sonuglarinda B. (Megabombus)
argillaceus turine ait dizi okunmadigi icin bu ture ait molekiler veri elde

edilememistir.

Bombus (s.l) cinsine ait bireylerintir ici ve tlrler arasi genetik uzakliklar, MEGAS5.05
[84] programinda K2P nikleotid sUbstitisyon modeli kullanilarak, morfolojik verilere
gbre taksonlar atanarak hesaplanmig ve tirler arasi genetik uzaklik (K2P) Sekil

4.38'de gosterilmistir.

57



|1’2[3|4|5|s|7|3|3l1u|11|12
1

2 | ooo

3 | 0111 0109

4 | 0113 0111 0.001

5 0181 0173 0125 0123

B 0155 0157 0150 0153 0217

7 0130 0128 0124 0126 0216 0133

8 | 0132 0130 0126 0128 0218 0135 0.001

9 0132 0130 0126 0128 0218 0135 0001 0000

.10 0132 0130 0126 0128 0218 0135 0001 0000 0.000

L11] 0138 0135 0159 0162 0125 0237 0194 019% 019 0196

.19 0004 0003 0113 0116 0185 0163 0132 0135 0135 0135 0202
Sekil 4.38. Bombus (s.l.) cinsine ait turlerin tlrler arasi genetik uzakhg: (K2P)

Morfolojik tir teshisi yapilan érneklerin, COl gen bdlgesi DNA dizi analizi sonuglari

birbirleriyle kargilastirmali olarak Cizelge 4.8’de gésterilmekte olup 1, 2, 3, 4,6, 7 8,

9 ve 10 deney kod numarali érneklerin morfolojik ve COIl gen bélgesi DNA dizi

analizi sonuglari birbirleriyle értigsmektedir. 5, 7, 8, 9, 10, 11 ve 12 deney kod

numarali érneklerin morfolojik tir teshislerininise; COI gen boélgesi DNA dizi analizi

sonuglari ile értismedigi goérilmektedir.

Cizelge 4.8. COlI gen bdlgesi DNA dizi analizi sonuglari.
D Morfolojik Morfometrik COl gen boélgesi
eney . .. Esey L - ..
Kodu karakterlerine gore Bilaileri olarak diger DNA dizilerine gore
teshis edilen tiir 9 tiirlerden ayrilma | teshis edilen tiir
1 Bombus terrestris 2 Tam Bombus terresstris
2 Bombus terrestris d - Bombus terresstris
Thoracobombus Thoracobombus
3 2 Kismen
pascuorum pascuorum
4 Thoracobombus ? i Thoracobombus
pascuorum pascuorum
5 Thoracobombus zonatus 2 Kismen Bombus campestris
6 Bombus lapidarius 2 Tam Bombus lapidarius
7 Bombus niveatus ? Tam Bombus sibiricus
8 Bombus niveatus J - Bombus sibiricus
9 Bombus niveatus 2 Tam Bombus sibiricus
10 Bombus niveatus g - Bombus sibiricus
11 Psithyrus sylvestris d - Psithyrus vestalis
12 Psithyrus vestalis g - Bombus terrestris
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Elde edilen DNA dizileri ile olusturulan Komsu Birlestirme Agaci (Neigbour Joining
Dendogram) Sekil 4.39’da verilmektedir. Morfolojik karakterlere bakilarak teshisi
yapilan Psithyrus vestalis’in, Psithyrus sylvestris’in, Bombus niveatus’un ve Bombus
zonatus’un morfolojik olarak yanhs teshis edildigi agactaki yeri ile de kendini
g6stermektedir. Molekiler ¢calisma sonucuna goére; Morfolojik olarak B. sylvestris
olarak teshis edilen turin B. vestalis; B. vestalis olarak teshis edilen turin B.
terrestris; Bombus niveatus olarak teshis edilen tiriin Bombus sibiricus; B. zonatus

olarak teshis edilen tiriin de B. campestris oldugu tespit edilmistir.

0.0000 3.0080 Bombus_sibiricus3
00008 _@ Bombus_sibiricus4
0.0000

00891 Bombus_sibiricus2
0.0012 008 Bombus_sibiricus1
0.0065 e Bombus_lapidarius
— Bombus_terrestris2
00324 0.0639 0.0023 Bombus_‘e"estnsi
prn (e
-0.0011 Bombus_terrestris3
0.0007 l% Thoracobombus_pascuorumi
22121 00838 10.0008 Thoracobombus_pascuorum2
0.0370
Bombus_campestris
0.0377

Psithyrus_vestalis
KT074038.1:1-685 Bombus vestalis voucher

23038

Sekil 4.39. DNA dizi analizi sonucu elde edilen Komsu Birlestirme Agaci

(Neigbour Joining Dendrogram).
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5. TARTISMA

Bombus cinsi turleri arasinda renk desenlenmeleri bakimindan benzerlik
g6rilmesine [87] ragmen tir igi renk desenlenmelerinin farklilik géstermesi bombus
taksonomisinde karigikliga neden olmaktadir [88]. Taksonomik c¢alismalarda
sadece klasik yontemler kullanildiginda turler ya da populasyonlar
cakisabilmektedir [89]. Bu durum taksonomistleri baska yéntemler gelistirmeye ve

uygulamaya yénlendirmigtir.

Cografik farklilagma Uzerine yapilan ¢alismalar ¢ogunlukla genetik temelli olup tur
ici ve tlrler arasi morfolojik farklilasma Gzerine yapilan ¢alismalar sinirli sayidadir.
Geleneksel morfometrik calismalarin tir ici ayrimda kesin sonu¢ vermemesi

morfolojik yaklagimlara olan ilgiyi azaltmaktadir [90].

Bombus taksonomisinde morfolojik teshis kriterlerinde ¢esitli varyasyonlarin ortaya
cikmasi ile birlikte klasik yontemlerin yerini yeni calismalar almaya baslamistir.
Bombus arilari i¢in geleneksel morfometrik ve sayisal taksonominin ilk uygulamalari
Plowright ve Stephen’in [91] Bombus ve Psithyrus’un evrimsel iliskisi Gzerine
calismalari ile olmustur [92]. Bombus taksonomisinde molekuler tekniklerin
uygulanmaya baslamasi sorunlu gruplarin ¢ézilmesinde daha kullanilir hale
gelmistir. [25, 33, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99] DNA c¢aligsmalari, allozim ¢alismalari,
eseysel feromon analizi gibi kladistik yéntemlerin ve morfometri gibi alternatif
yontemlerin kullanilmasi bombus taksonomisine isik tutmustur [19]. Geometrik
morfometrik yontemi sadece sistematik caismalarda degil ekolojik calismalarda da
etkin bir sekilde kullaniimaktadir [55]. Bu yéntem geleneksel morfometrik
yéntemlerle karsilastirildiginda pekcok ydnden avantajli goérilmektedir [52].
Bombus arisi taksonomisinde geometrik morfometrik teknikler Klingenberg vd.
[100], Aytekin vd. [19], De Meulemeester vd. [101], Wappler vd. [102] ve Barkan ve
Aytekin [103], Koyuncu [104] tarafindan basarih bir sekilde uygulanmistir.

Bu calismada Ankara ili ve ¢gevresi Bombus (s.l.) cinsine ait 173 bireyde geleneksel
morfolojik yontemlerin yani sira, Bombus (s.l.) cinsine ait 125 disi bireyin 6n
kanatlarinda geometrik morfometri uygulanmigtir. Sag 6n kanatlarda daha énce

Aytekin vd.’de [19] belirlenmis olan noktalarda bazi degisiklikler yapilarak 19 adet
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landmark yerlestiriimis ve kanat sekilleri ortaya konulmustur. Tur ici ve tarler
arasindaki yakinliklar, benzerlikler ve farkliliklar incelenerek Bombus (s.l.) cinsi

icerisindeki turlerin sinirlarinin belirlenmesi amacglanmistir.

Bu calismada, toplam 173 drnek Gzerinde yapilan morfolojik teshislere gére 10 tur
(B. terrestris, B. (Megabombus) argillaceus, B. (Thoracobombus) pascuorum, B.
(Thoracobombus) zonatus, B. (Thoracobombus) pomorum, B. (Thoracobombus)
humulis, B. (Melanobombus) lapidarius, B. (Psithyrus) sylvestris, B. (Psithyrus)

vestalis ve B. (Sibiricobombus) niveatus ) belirlenerek incelenmistir.

B. terrestris turi ayni altcinsin turleri ile karistirilabilmektedir. Digilerinde toraksta
yakadaki killarin koyu sari olmasi, interalar bantinin parlak ve siyah killarla kaph
olmasi Aytekin’in [43] yapmis oldugu morfolojik teshislerle értismektedir. Ayrica tez
ornekleri Hacettepe Universitesi Morfometri Laboratuvar’ndaki koleksiyon
ornekleriyle karsilastirildiginda da bu bireylerin B. terrestris turine ait oldugu

sonucuna varimistir.

B. argillaceus 6zellikle B. terrestris ile birlikte goérulen yaygin ve tipik bir Dogu-
Akdeniz turadur [105]. B. argillaceus’un digilerinin tly desenleri abdomenin
tamaminda siyah renkte olup bu renklenme ile diger turlerden belirgin sekilde ayirt

edilebilmektedir.

B. pascuorum tirinun Tarkiye’de U¢ adet alttiri bulunmaktadir: Bunlar olympicus,
paphlagonicus ve rehbinderidir. Bu ¢alismada Ankara ili ve ¢evresine ait bireyler
toplandigindan alt tur seviyesinde teshis yapiimamis olup B. pascuorum turine ait
ornekler diger tdrler arasindan interalar bantinin olmamasi ve koyu kizil tay
renklenmeleri gdstermesi ile ayirt edilmigtir. B. pascuorum turl bireylerinin
Hacettepe Universitesi Morfometri Laboratuvari’ndaki koleksiyon &rnekleriyle

karsilastirildiginda, bireylerinin B. pascuorum oldugu sonucuna variimistir.
B. zonatus turQ bireylerinde tly renklenmesi daha spesifiktir. TUylerinin tipik sari

tonu ile B. zonatus, Thoracobombus (s.str.) igerisindeki diger tirlerden kolaylikla

ayrilmaktadir.
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B. humilis llliger, 1806 politipik bir turdir ve Turkiye'de cok sayida alttiru
bulunmaktadir. Bu tir icerisinde ssp. insipidus, ssp. aurantiacus, ssp. nigrinus
(=tristis) ve ssp. erzicanensis olmak Uzere 4 alltir bulunmaktadir [106]. Bu
calismada Hacettepe Universitesi Morfometri Laboratuvar’nda  yapilan
karsilagtirmalarla, bilesik g6zlerin arasinda sari renkte killarin varligi ve toraksin
tamamimin siyah renkte killarla kapli olmasi bu bireylerin B. humilis oldugu

sonucuna varilmistir.

B. pomorum tirl ssp. canus ve ssp. pomorum ile karakterize olmaktadir. Morfometri
Laboratuvari’ndaki koleksiyon &rnekleriyle karsilagtirildiginda yakadaki killarda
daginik halde seyrek beyaz killarin varligi, abdomenin 1. ve 2. tergumlarinin siyah

killarla kapli olmasi bu bireylerin B. pomorum tirine ait oldugu sonucuna varilmistir.

B. niveatus oldukca karakteristik bir tirdur. Erkek bireylerde gdzler iri olup antenler
uzun yapidadir. Her iki eseyde de proboscis son derece uzundur. VUcuttaki tuyler
kisa yapida dizgindir. Daha doguda bulunan ve beyaz-bantli (ssp. niveatus) ile
batida yayilan sarimsi-banth (ssp. vorticosus) olmak Uzere iki farkli alttir
bilinmektedir [105]. Bu calismada tly desenlenmelerine bakilarak bireylerin B.

niveatus oldugu tespit edilmistir.

Yayilis bdlgesi oldukga dar olan B. (Melanobombus) lapidarius ssp. nominal
alttirinin Anadolu’'nun batisindaki daglarda; B. lapidarius caucasicus Kuzeydogu
Anadolu, Transkafkasya ve Iran’in kuzeyinde yayilis géstermekte olup, B. lapidarius
eriophorus ise; yalnizca Kafkasya'da yayilis sergilemektedir [105]. Bu ¢alismada
Morfometri Laboratuvarindaki koleksiyonda bulunan Bombus lapidarius érnekleriyle

karsilagtirilarak tespit edilmistir.

Aytekin’in [43] yapmis oldugu calismada Tlirkiye’'de yayilis gdsteren ve yuva paraziti
olan B. (Psithyrus) vestalis, B. (Psithyrus) campestris ve B. (Psithyrus) sylvestris
turlerinin Ankara cevresi Beynam Atatirk Ormanlari’’nda bu Gg¢ tirin varligina dikkat
cekmistir. Bu turlere ait tly renklenmelerinin olaganustu c¢esitlilik gdstermesi

morfolojik teshisini zorlagtirmaktadir.
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Yapilan morfolojik teshisle B. sylvestris turu yanhs teshis edilmis olup molekiler
sonuglar bu tirtn aslinda B. vestalis oldugunu dogrulamaktadir.  Ayrica

morfolojik teshis sonucu B. vestalis olarak tanimlanan tiriin molekuler ¢alisma
sonucuna goére; B. terrestris tirli oldugu; Bombus niveatus turinin molekiler
calisma sonugclarina gére Bombus sibiricus tirG oldugu ve Bombus zonatus tirinin
ise; Bombus campestris turt oldugu molekuler calisma sonuclariyla karsilastirilarak

dogrulanmistir.

Disi bireylerin 6n kanatlarinda gerceklestirilen geometrik morfometrik ¢aligsmalarda
8 ture ait 125 birey analiz edilmistir. Disi bireylerde elde edilen gérece warp’lara gére
en yUksek gérece katkisi olan landmarklarin 7. ve 9. landmarklar oldugu, en disik
goérece katkisi olan landmarkin ise 1.landmark oldugu, varyans degerlerinde ise 15
ve 16. landmarklarin en ylUksek varyans degerine, 17. landmarkin en disuk

varyansa sahip oldugu belirlenmistir.

Tirler arasinda 6n kanatlardaki deformasyonlarda ikili gruplarda en c¢ok
deformasyonun B. terrestris, B. argillaceus, B. pascuorum ve B. zonatus turlerinde,
en az deformasyonun da B. niveatus B. pomorum, B. humulis ve B.lapidarius

turlerinde oldugu gézlenmistir.

Disi bireylerde gerceklestirilen Temel Ogeler Analizi'nde PC1 - PC2 ve PC1-PC3'te
B. pascuorum, B. zonatus, B. terrestris ve B. humulis turlerine ait bireyler diger
turlere ait bireylere gére daha belirgin kimeler olusturmuslardir B. pascuorum ve B.
niveatus turlerine ait bireyler diger turlere gére daha uzakta ¢ikmislardir. PC2-
PC3’te (Sekil 4.6), PC1-PC2 (Sekil 4.4) ve PC1-PC3’ten (Sekil 4.5) farkl olarak B.
niveatus ve B. terrestris tirine ait bireyler diger turlerle i¢ ice gegcmis durumdadir.
Temel Ogeler Analizinde PC1 - PC2'de (Sekil 4.4) morfolojik tir teghisi ile alt
gruplara ayrilan bireylerde B. terrestris, B. pascuorum ve B. zonatus kiimelerine ait
bireylerde sapma oldugu, bazi bireylerin kime diginda kaldigi goéraimustar.
Hesaplanan tek ve kiimulatif degerler incelendiginde, kanat bi¢cim varyasyonu 34
eksende aciklanmistir (Cizelge 4.2). Buna goére, 1. temel bilesen varyasyonun

%16,414’Un0 acikladigl, 2. temel bilesenin ise varyasyonun 11,626’sin1 agikladigi
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goéralmastir. Bununla birlikte, ilk t¢ temel bilegsen birlikte ele alindiginda kanat bigim
varyasyonun ancak %38,604°’Unu acikladigi goérulmustir. PCA degerlerine ait
toplam varyans 0,00055353'tiir. Temel Ogeler Analizi sonuglarina gére; ilk tic temel
bilesenin varyasyonu aciklamada yetersiz kaldigi ve bireylerin birbirinden anlamli

bir sekilde ayriimadigi gortimustir.

CVA’de ise B. terrestris ve B. niveatus tirinun diger tirlerden uzakta yer aldigi, B.
pascuorum ile B. pomorum, B. zonatus, B. humulis, B. argillaceus ve B. lapidarius
turlerinin birbirlerine yakin bulundugu goézlenmistir. Hesaplanan tek ve kumdalatif
degerler incelendidinde, gruplar arasi varyasyonla ilgili olarak 1. kanonik varyansin
varyasyonun %60,792’sini acikladigir ve temel belirleyici 6zellikte oldugu
gorulmustir (Cizelge 4.6). 2. kanonik varyansin ise varyasyonun %18,295’ini
acikladigi gérilmektedir. Bununla birlikte, ilk ¢ temel bilesen birlikte ele alindiginda
kanat bigim varyasyonun %87,23'li agiklanmaktadir. Her ne kadar Temel Ogeler
Analizi bireyleri birbirinden ayirmada yani tur sinirlamalarindaki varyasonu anlamli
bir sekilde acgiklamada yetersiz kalsa da Kanonik Varyans Analizi altcinsleri
birbirinden ayirmada varyasyonun %87,23'Gntanlamli bir sekilde acikladigi

sonucuna varilmistir.

173 o6rnek icerisinden morfolojik tir teshisleri yapilan ve bu gruplar i¢erisinden
secilen 12 temsili drneklerin COIl gen bdlgesi DNA dizileri elde edilmistir. Bu
asamada morfolojik olarak yapilan tir teshislerinin molekuler veriler ile
dogrulanmasi amaglanmigtir. Secilen bazi drneklerde ilgili gen bélgesinin
amplifikasyonu basarili sonuglanmadigindan molekuler veri elde edilmemigstir. Bu
nedenle tur teshisi gerceklestiriien tim gruplara ait molekiler dogrulama elde
edilmemigtir. DNA dizileri ile yapilan tir teshisi morfolojik olarak yapilan tur

teshislerinin gavenilir bir yol olmadigini ortaya koymustur.

Bu ¢alisma sirasinda, morfolojik olarak gerceklestirilen tir teshisinin morfometrik ve
molekuler ydéntemlerle dogrulugu sinanmigtir. Bazi gruplar morfometrik olarak
ayrilmig ve ayri kime olusturan tim bireyler morfolojik olarak ayni tir olarak teshis
edilmistir. Ancak, morfometrinin Bombus (s.l.) cinsi tdrlerini ayirma konusunda

yeterince guglu bir yéntem olmadigi elde edilen sonuglarda kendini gostermistir.
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Molekuler sonuglar ise; morfolojik tur teshisinin tek basina yeterli bir yéntem
olmadigini ortaya koymustur. Elde edilen sonuglar Bombus cinsine ait tir
teshislerinde morfolojik ve molekller tir teshislerinin mutlaka bir arada

kullaniimasinin gerekliligini ortaya koymaktadir.
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