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OZET

Bu arastrmada, Trakya Bolgesi'nde tespit edilen 17 Formica pratensis
(Hymenoptera; Formicidae) kolonisi arasindaki genetik yakinlik RAPD-PCR yontemi
ile belirlenmis ve kolonilerin genetik yakinliklar1 ve aralarindaki fizikel mesafenin tiir
ici saldirganlik diizeyi tizerindeki etkileri arastirilmistir. Koloniler arasindaki
saldirganlik diizeyleri hem arazide hem de laboratuvar ortaminda ikili karsilagtirmalar
seklinde test edilmis ve her bir koloni eslestirmesi i¢in ortalama bir saldirganlik skoru
belirlenmistir. Kullanilan koloniler arasindaki genetik yakinligin belirlenmesi igin
kolonilerden is¢i karmcalar 6rneklenerek laboratuvara getirilmistir ve bu 6rneklerden
DNA izolasyonlar1 yapilarak farkli primerlerin kullanildig1 bir RAPD-PCR protokolii
uygulanmistir. PCR iirlinleri agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra goriintiilenmis ve her bir
ornek i¢in bant varligi ya da yoklugu bilgilerinden yola ¢ikilarak dendrogramlar
olusturulmustur. Olusturulan dendrogramlar koloniler arasindaki genetik yakinligin bir
gostergesi olarak kullanilmis ve tespit edilen genetik yakinlik ve kolonilerin
aralarindaki fiziksel mesafe ile saldirganlik diizeyleri arasindaki iligki korelasyon analizi

uygulanarak belirlenmistir.

Sonuglar arazide tespit edilen saldirganlik diizeyinin yiiksek oldugu ortaya
koymus ve saldirganlik diizeyi ile kolonilerin fiziksel uzakliklar1 arasinda belirgin bir
pozitif ve/veya negatif bir korelasyon olmadigi belirlenmistir. Laboratuar saldirganlik
diizeylerinin ise, arazi saldirganlik diizeylerine gére daha diisiik oldugu tespit edilmistir.

Genetik yakmlik analizi sonuglar1 ile karmcalarin saldirganlik diizeyleri arasinda da



anlamli bir iliski olmadig1 tespit edilmistir. Tiim bu sonuglar F. pratensis’in ¢alismaya
dahil edilen kolonilerinde tiir i¢i saldirganligin yiiksek oldugunu ve koloniler arasindaki
genetik yakinlik miktarindaki artisin bu saldirganligi diisirmedigini gostermektedir.
Diger taraftan, laboratuvar ortaminda diisen saldirganlik diizeyi F. pratensis’in oldukca
teritoriyal bir tiir oldugunu ve tiirdaslar1 ile karsilasilan alanin, aralarindaki genetik
yakinlik diizeyi ne olursa olsun, kolonilerin saldirgan davramiglari iizerinde etkili

oldugunu gostermektedir.
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Anahtar Kelimeler  : Avrupa kirmizi orman karincasi, Formica pratensis, tiir igi
saldirganlik, RAPD-PCR.
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ABSTRACT

The genetic relatedness among 17 Formica pratensis (Hymenoptera; Formicidae)
colonies was determined using RAPD-PCR technique and the effects of genetic
relatedness and the physical distance between the colonies on the level of intraspecific
aggression were investigated. The level of aggression among the colonies was tested
both in nature and in laboratory conditions as dyadic encounters and an average
aggression score was determined for each colony pair tested. Workers of the tested
colonies were sampled and brought to the laboratory for genetic analysis in which a
RAPD-PCR protocol was employed using different primers. The PCR products were
run on agarose gels and dendrograms were drawn based on presence and absence of
band profiles in the gel. The dendrograms were used as indicators of genetic relatedness
of the colonies and the correlations between the level of genetic relatedness and

physical distances of the colonies with their aggression levels were determined.

The results showed that workers showed a high level of aggression in nature and
that no significant positive and/or negative correlation was present between the
agression level and physical distances of the colonies. The level of aggression in
laboratory conditions was found to be low when compared to natural field levels. The
results also showed that there was no significant correlation between the genetic
relatedness of the colonies and the level of their aggressive behaviours. In conclusion,
the overall results showed that the studied colonies of F. pratensis exhbited high
aggressive behaviours towards conspesifics and that the increasing genetic relatedness

had no reducing effect on aggression. On the other hand, the decreased aggression in



laboratory conditions proved that F. pratensis is a highly territorial species and the

nature of encounters with conspecifics greatly affected its aggressive behaviour
irrespective of genetic relatedness among the members of different colonies.

Year : 2016
Number of Pages ;51

Keywords : European Red Wood Ant, Formica pratensis, intraspecific
aggression, RAPD-PCR
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CAMLITEPE ye en igten tesekkiirlerimi sunarim.
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Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi’nin basta ydneticileri olmak
tizere tiim yetkililerine, RAPD-PCR ¢alismalarin1 yaptigimiz TUTAGEM laboratuvari

yOneticileri ve ¢alisanlarina tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

(074 =3 KOTSRS i
A B ST R A CT ettt ettt e e et e e et e e e ettt s e e et e e eeaa e et e e e ataa e e taa e e aeaa e e taneeeaanaans iii
TESEKKUR ettt et e e s e e ee s e e s s e e e e s e s e eee s seesee s e e s es s eeeeseneeeeesnenas v
SIMGELER VE KISALTIMIALAR .....ovieeveiteeteeteeete ettt et e et eaeeve e eaeeeaeenaeeaeensesteenseeneeneesneennes viii
SEKILLER DIZINT vttt e et e e e eeeseseeeeee et ee et s e eeseeaeseseseeseeeeeeeeseeeeeeseeaeeeseneeeens ix
TABLOLAR DIZINI....viviieeeeteeeieeeeeete ettt ettt et ettt ete et e eteenaeeaeenteenseaeensenseeneenns X
BOLUM 1 .ottt ettt ettt a e s s e b e e st ese et e e b e s s et et ene et essesessenensensan 1
GIRIS vttt ettt t ettt ettt a et et b et Re et e st Re s e st et et etenseneese s eneesenen 1
BOLUM 2 .ottt ettt ettt e sttt ese e b e ss e st et et eneete st esesseneesenean 6
GENEL BILGILER ......cutetiietietesietesteseeteste ettt st te e se st saesessesessesesesseseesessesessensesesseseesensesessenes 6
2.1. Karincalarda Sosyallik ve Saldirganlik ... 6
2.2. Karincalarda Uretilen Kimyasallar........c.ocioeeeiiieeeee ettt 7
2.3. PCR (Polimeraz Zincir REaKSIYONU) ......ccuuriiiiiiie ettt e 7
2.3.1. PCR Olusum MeKanizZmasl........ccceeeeeiiieiee e, 7
2.3.2. PCR' nin Temel BileSenleri.......cccooeeeeeiiiiee 7
2.4. RAPD (Rastgele Cogaltiimis Polimorfik DNA) PCR........ccooeiiiiiiiiii, 8
2.4.1 RAPD PCR KUllanim ALQNIArT ..cccooeeeeeeiiieeeeiee ettt 9
2.4.2. RAPD PCR ile Karincalarda Genetik Yakinligin Belirlendigi Bazi Calismalar ...................... 9
2.5. F. pratensis’de Mikrosatellit Teknigininde Kullanildigi Saldirganlik Calismalari................... 10
BOLUM 3 ettt ettt ettt bttt b e b st et e b e se et et eresbeseebe s enessens 11
MATERYAL IMETOD.......eeitteeiitteeittee ettt e ettt ettt e s bt e e st e e sabe e s sbteesabe e e sabeeeabeesabaeesabeeesabeeenneeeeas 11
3.1 MAtEIYAL e, 11
3.1. Saldirganlik DeNEYIEIi ..ccccoeeeeeeeeeeeeeeeeeee 13
3.1.1. Arazi Saldirganlik DENEVYIEri c.cccceeeeieeeeeeeee 13
3.1.2. Laboratuvar Saldirganlik DENEYIeri .........ccooeiiiiiiiii 14
3.2. RAPD-PCR ile Yuvalar Arasindaki Akrabalik Derecesinin Belirlenmesi ..........ccccoeuveeennnneen. 15
3.2.1. DNA TZOIASYONU ..ttt ettt ettt ettt a e et e e ereeeteerteeasentesteeneesneeneeas 15
3.2.1.1. DOKU HAZITHBI coeeeeeeceeeeeeeeee 15
K T A = 11 g To [T = 0 R PUPPRR 16
3.2.1.3. Washing DNA ... 16
3214 EIUtiNg DNA ..o 16
3.2.2. izolasyon Sonrasi DNA Miktar OIGUMU .......c.coveeviiieiiiieieicee et eeeeee e 17

Vi



3.3. RAPD-PCR AS@IMASI .cttuuiiiiiieeeiiiie e ettt e ettt e e ettt e e et e e e et s e e et s eesenaseeeanasesennnseeeenaeenennnns 18

3.3.1. RAPD-PCR ProtOKOIU......cceviiiieiie ettt ettt e e e e e e e ettt e e e e e e eeassnneeeaaeeens 19
3.3.2. Agaroz Jel Hazirlanmasi ve PCR Uriinlerinin Jelde YUrGtilmesi .....coevvveeeveveeiieeceeeeeee, 20

3.3.3. Agaroz Jel Elektroforezinde Yiiriitiilmus PCR Orneklerinin Gériintiileme Sisteminde

INCEIENIMIESI..c.vivitiiectecte ettt ettt ettt ettt et e teebe b e et eebeebeebeebeebeeaeeteebeeseeseeseeseebeereereereenis 21
3.3.4. Dendrogram GizilmMesSi.......ccoiiiiiiiiiii 21
BOLUM 4 ..ottt ettt ettt ettt ettt e et et e e at et e eae et e enseeteeneeereenteeneenreeneenns 22
SONUGLAR ..ottt ettt st e s st e e s s e e e s e et e s aanr et e s smr et e e smreeeesannneeens 22
4.1, RAPD-PCR SONUGIAI.c.cttttiiiiiiiitiitieietteeeteetetesseeeeeeeeeereeseeeseeesreeeeereeerrarereeee. 22
4.2. RAPD-PCR Bantlarina Gore Cizilen Dendrogramlar.............euvvveviieveveveeeeeeeeeieeeneeeeennennen. 26
4.3.  Tirici Saldirganlik Diizeyi ve Koloniler Arasi Fiziksel Mesafe Arasindaki iliski ............... 29
4.4,  Laboratuvar Saldirganlik - Mesafe Korelasyonlari..........ccccuuevevveveeeieeeeeeeieieiiiieeesesseenennn. 35
BOLUM S .ottt ettt sttt a bbbt b e s e s e b e s e e b e s ese et assese s eseeae s enessenes 40
TARTISIMIA .ttt ettt e e st e e st e e st e e s st ee s s b et e e s aabr et e e samreeeesnnes 40
KAYNAKLAR . ettt ettt ettt ettt et e e sttt e s sttt e s s s e e e e s amba et e s smreeessambeeeeeaanneeeenans 44
OZGEGMIS. .ottt ettt ettt ettt et et b e s s e se e b e s e s e s s e st ebe s e s e et e s eseebeseebe s eseesensesenaens 51

Vi



SIMGELER VE KISALTMALAR

Ark Arkadaslari
DNA Deoksiribontikleik asit
Km Kilometre
Metre
R Korelasyon katsayisi
°C Santigrat derece
B¢ Baz ¢ifti
Cm Santimetre
Dk Dakika
dNTP Deoksiniikleotidtrifosfat
EtBr Etidyum Bromid
G Gram
kb Kilobaz
Mg Miligram
M Molarite
uL Mikrolitre
Rpm Dakikadaki devir sayisi
RNA Riboniikleik asit
TAE Tris Asetat Etilen Diamin Tetraasetik Asit

PCR Polimeraz zincir reaksiyonu

viii



SEKILLER DiZINi

Sekil 3.1. Calismaya dahil edilen F. pratensis yuvalarinin rneklendigi
JOKAIIERIOT ...t
Sekil 4.1. OPHO3 primeri i¢in RAPD-PCR firiinleri agaroz jel gériintisi...........
Sekil 4.2. OPO11 primeri icin RAPD-PCR iiriinleri agaroz jel goriintiisii...........
Sekil 4.3. OPB10 primeri i¢in RAPD-PCR firiinleri agaroz jel goriintiisi...........
Sekil 4.4. OPOO02 primeri i¢in RAPD-PCR f{iriinleri agoroz jel goriintiisii..........
Sekil 4.5. OPOO03 primeri i¢in RAPD-PCR f{iriinleri agaroz jel goriintiisii...........
Sekil 4.6. OPO10 primeri i¢in RAPD-PCR f{iriinleri agaroz jel goriintiisii.............
Sekil 4.7. RAPD-PCR bantlarina gore AHC (Agglomerative Hierarchical
Clustering) hiyerarsik kiimeleme analizi benzerlik (similarity) dendrogramu.......
Sekil 4.8. RAPD-PCR bantlarina gore AHC (Agglomerative Hierarchical
Clustering) hiyerarsik kiimeleme analizi farklilik (dissimilarity) dendrogramu......
Sekil 4.9. Tablo 4.3’de verilen koloni eslestirmelerine gore F. pratensis’de tiir i¢i
saldirganlik diizeyi ve koloniler arasi fiziksel mesafe iliskisi.........................
Sekil 4.10. Tablo 4.4°de verilen koloni eslestirmelerine gore F. pratensis’de tiir
ici saldirganlik diizeyi ve koloniler arasi fiziksel mesafe iligkisi.....................
Sekil 4.11. Tablo 4.5’de verilen koloni eslestirmelerine gore F. pratensis’de tiir
ici saldirganlik diizeyi ve koloniler arasi fiziksel mesafe iligkisi.....................
Sekil 4.12. Tablo 4.6’da verilen koloni eslestirmelerine gore F. pratensis’de tiir
ici saldirganlik diizeyi ve koloniler arasi fiziksel mesafe iligkisi......................
Sekil 4.13. Tablo 4.7°de verilen koloni eslestirmelerine gore F. pratensis’de tiir
ici saldirganlik diizeyi ve koloniler arasi fiziksel mesafe iligkisi......................
Sekil 4.14. Tablo 4.8’de verilen koloni eslestirmelerine gore F. pratensis’de tiir
ici saldirganlik diizeyi ve koloniler aras1 fiziksel mesafe iligkisi.....................
Sekil 4.15. Tablo 4.9’da verilen koloni eslestirmelerine gore F. pratensis’de tiir
ici saldirganlik diizeyi ve koloniler arasi fiziksel mesafe iligkisi.....................
Sekil 4.16. Tablo 4.10’da verilen koloni eslestirmelerine gore F. pratensis’de tiir

ici saldirganlik diizeyi ve koloniler arasi fiziksel mesafe iligkisi......................

14

23

23

24

24

25

25

27

28

31

32

33

34

36

37

38

39



TABLOLAR DiZiINi

Tablo 3.1. Arazi ¢alismasi yapilan lokalitelerin koordinat ve Formica pratensis
yuvalarinm bliylk ik verileri. ...........oooiiiiiii i
Tablo 3.2. Saldirganlik deneylerinin degerlendirilmesinde kullanilacak davranissal
tepkiler ve bu tepkilere karsilik gelen puanlar...................coooiiii
Tablo 3.3. Qubit metoduyla 6l¢iilen DNA miktarlart.....................ooeiiininn.
Tablo 3.4. Nanodrop (NDrop) ile DNA Miktar ve Saflik 6l¢iim sonuglart...........
Tablo 3.5. Kullanilan RAPD primerleri............c.ovviuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeanns
Tablo 3.6. Uygulanan PCR islemindeki sartlar......................ocoooviiiiinin..
Tablo 4.1. Sekil 4.7°de verilen benzerlik dendrogramina gére yapilan F. pratensis
gruplandirmalari....... ... e
Tablo 4.2. Korelasyon iligkisinin kuvvet derecesi.............ccooeviiiiiiiiiiinnann...
Tablo 4.3. Ayni1 lokaliteye ait yuvalarin kendi aralarindaki saldirganlik mesafe
VBTN .o
Tablo 4.4: 1. Grup yuvalarin kendi aralarindaki arazi saldirganlik mesafe verileri..
Tablo 4.5. 2. Grup yuvalarin kendi aralarindaki arazi saldirganlik mesafe verileri..
Tablo 4.6. 3. Grup yuvalarin kendi aralarindaki arazi saldirganlik mesafe verileri ..
Tablo 4.7. Ayni1 lokaliteye ait yuvalarin kendi aralarindaki laboratuvar
saldirganlik/mesafe Verileri.........oooviiiiiii i
Tablo 4.8. 1. Grup yuvalarin kendi aralarindaki laboratuar saldirganlik mesafe
VIO T
Tablo 4.9. 2. Grup yuvalarin kendi aralarindaki laboratuvar saldirganlik/mesafe
VBB T
Tablo 4.10. 3. Grup yuvalarin kendi aralarindaki laboratuvar saldirganlik/mesafe

Ao 1 (S o B

17
18
19
20

29

30

31

32

33

35

36

37

38



BOLUM 1

GIRIiS

Yuvadag tanima (nestmate recognition) sosyal bir canli grubu olan karincalarin
biyolojisinde 6nemli bir rol oynamaktadir [1]. Karmncalar kendi yuvalarindan olan
karincalar1 kendi yuvalarindan olmayanlardan ayirt etme konusunda oldukca
basarilidirlar. Yabanci bir yuvadan gelen karincalara karsi genellikle saldirgan
davraniglar sergilenir ve bu bireyler yuvaya sokulmazlar [2, 3]. Sergilenen saldirgan
davranisin derecesi yalnizca tiirler arasinda degil, ayn1 zamanda bir tiiriin bireyleri
arasinda da degisiklik gosterebilir [4]. Yuva bireylerinin taninmasi esas olarak kiitikular
hidrokarbonlar gibi kimyasal ipu¢larina bagh olarak gerceklesse de genetik ve cevresel
etkenler gibi baska onemli faktorler de vardir ancak bu faktorlerin ne kadar etkili
olduklar1 konusu hala tartisilmaktadir [3, 4, 5]. Kiitikular hidrokarbon profilinin
bilesenleri de hem genetik kontrol altindadir [6] hem de c¢evresel faktorlerce
belirlenmektedir [7]. Genetik bir temel s6z konusu oldugunda, aralarinda akrabalik
bulunan karinca kolonilerinde paylasilan ¢ok daha fazla tanima ipucu séz konusu
olacagindan, cevresel faktorler ve aralarindaki fiziksel mesafe ne olursa olsun bu
kolonilerin akraba olmayan kolonilerle karsilastirildiginda birbirlerine kars1 daha az

saldirgan olmalar1 beklenir [8].



Bir karinca kolonisindeki is¢i karincalar baska kolonilere ait karincalarla
karsilastiklarinda, tanidik olduklar1 kimyasal bir sablondan farkli tanima ipuglar1 tespit
ederlerse aralarinda saldirgan etkilesimler meydana gelebilir. Bir tiiriin farkli
kolonilerine ait bireyler (ya da farkli tiirler) arasindaki saldirganlik besin elde
edilebilirligi ya da daha Onceki karsilasmalarda gerceklesen kavgalar gibi faktorlere
baghdir. Dahasi, saldirgan bir davranisin karinca kolonileri arasindaki smirlarin
belirlenmesi gibi 6nemli bir ekolojik etkisi olabilir ki bu da sonucunda ekosistem

dinamiklerini etkileyen bir durum olarak ortaya ¢ikar [9, 10, 11, 12].

Elde edilebilir besin miktar1 ve yuva materyali gibi ¢esitli ¢evresel etkenlerin
karinca kolonileri arasindaki saldirgan davraniglar iizerinde etkisinin genetik temelli
ipuglarina gére daha baskin olabildigi tespit edilmistir ancak ¢esitli karinca tiirleri i¢in
genetik olarak belirlenen bazi ayirt edici 6zelliklerin varligi ileri siiriilmiis ve bunlarin
kraligelere bagl koloni kokusunun belirlenmesinde (olusmasinda) biiyiik etkileri oldugu
bulunmustur [7, 10, 13, 14, 15, 16]. Bir kolonideki is¢i karincalarin genetik kokenleri
kolonideki kraligenin birden fazla erkek ile giftlesmesi veya birden fazla kralige varligi
nedeniyle cesitlilik gosterir ki bu durumda hassas bir genetik tanima davranisi akraba
kayirma nedeniyle son derece zararli olabilir. Bir koloninin sosyal yapisi da yuvadas
tanimay1 etkilemektedir. Ornegin, polidom (¢oklu yuvali) koloniler genellikle birden
cok kraligeye sahiptirler [14] ve bu durum genetik temelli koku ipuglarinda monodom
(tek yuvali) yuvalara gore daha fazla ¢esitlilik olmasina neden olmaktadir. Polidom
sistemlerin bir diger 6zelligi de yuvalar arasinda besin paylasimi ve sik stk meydana
gelen is¢i karinca ve kulugka degisimidir [17]. Bu durum da polidom sistemlerde ayni
yuvadan olmayan karincalar arasindaki saldwrganlik diizeyini diistirmekte ya da

saldirganligi tamamen ortadan kaldirmaktadir [6, 18, 19].

Yuvadas tanima eger gergekten genetik bir temele dayaniyor ise, aralarinda
akrabalik yakmligi bulunan yuvalar daha fazla tanima ipucunu paylasacaklar1 igin
aralarindaki saldirganlik da daha az olacaktir. Karincalar ile gerceklestirilen bazi
calismalar ise, saldirganligin koloniler arasindaki fiziksel yakinliga bagli oldugunu ve
koloniler arasi1 mesafe artisinin saldirganlik olasiligint arttirdigini ortaya koymustur
[20]. Saldirganlik ile fiziksel mesafe arasindaki bu iliski, uzaktaki koloniler arasindaki

akrabaligin muhtemelen daha uzak olacagi olasiligi ile agiklanabilir. Koloniler



arasindaki saldirganliga fiziksel mesafenin etkisi ile ilgili "sevgili diisman™ (dearenemy)
ve "kotii komsu" (nastyneighbor) etkileri olmak iizere iki olgu ileri siirilmiistir [21].
Sevgili diisman etkisi bir tiiriin, kendi tiirlinden olan komsularma, yabanci bir tiire
gosterdiginden daha az saldirgan davranislar sergiledigi durumlarda s6z konusu olur ve
bu tarz bir farkliligin s6z konusu tiiriin ayn1 ortamdaki rakipleri ile olas1 kavgalari
sonucunda 6deyecegi bedeli aza indirici bir mekanizma oldugu diistiniilmektedir. Kotii
komsu etkisi ise, ortak paylasilan bir alandaki ayni1 kaynaklar1 kullanma olasiligindan
dolayi, bir tiiriin yabancilardan ziyade komsusuna karsi daha saldirgan oldugu
durumlarda ortaya ¢ikmaktadir [21, 22] Pristomyrmex pungens,  Iridomirmex
purpureus, Linepithema humile, Oecophyllas maragdina gibi karmcalar [23] ve
termitlerden Nasutitermes corniger ile gergeklestirilen ¢alismalarda [24] kot komsu

etkisinin varhig1 gosterilmistir.

Teritori (savunak) savunmasi s6z konusu oldugunda kotii komsu etkisine ters bir
durumdan soz edilebilir. Karinca kolonileri genellikle ayn1 yuva bdlgesini uzun yillar
boyunca kullanirlar ve 6zellikle yigin seklinde yuva yapan ya da bitki-iliskili karmcalar
kolonilerinin yerini nadiren degistirirler. Bu karinca tiirleri genellikle territoriyaldirler
ve yuva ile etrafindaki besin arama alanlarini rakiplerine kars1 savunurlar [25, 26, 27].
Bu tarz bir teritoriyal savunma da saldirganhigi arttirabilir ¢iinkii siirekli olarak kendi
tiirlinden olan komsularla karsilagsmalar yasanir ve territoriyal alan sahibinin saldirma

olasilig1 daha yiiksektir.

Formica pratensis tiirii karincalarin tiir i¢i saldirganlik diizeylerine iliskin olarak
giinimiize kadar cesitli ¢alismalar gerceklestirilmis ve birbirleriyle kismen ortiisen
kismen de ¢atisan sonuglar elde edilmistir. Beye vd (1998), Isve¢’in giiney bdlgesindeki
bir F. pratensis populasyonunda tespit ettikleri ve aralarinda 5 ile 260 metre arasinda
degisen fiziksel mesafeler bulunan 10 yuvaya ait is¢i karincalardan mikrosatellit DNA
izolasyonu gergeklestirmis ve koloniler arasindaki genetik yakinlhigi belirlemislerdir
[13]. Arastiricilar ayni zamanda bu 10 koloni arasindaki saldirganlik diizeylerini
davranigsal olarak test etmis ve elde ettikleri sonuglar1 koloniler arasindaki genetik
yakinlik ve fiziksel mesafe ile iliskilendirerek analiz etmislerdir. Elde edilen bulgular
hem genetik yakinliin hem de fiziksel mesafenin saldirgan davranis ile gii¢lii bir

iliskisi oldugunu ortaya koymussa da c¢oklu regresyon analizi genetik yakinligin



saldirganlik tizerindeki etkisinin fiziksel mesafeye gore daha giiclii oldugunu
gostermistir. Pirk ve ark. (2001) da F. pratensis’in monodom ve polidom yuvalarini
kullanarak yuva i¢i genetik yakinligin bu tiirdeki yuvadas tanimaya olan etkisini test
etmislerdir [28]. 37 farkli yuvanin kullanildigi ¢alismada 27 yuvadan oOrneklenen
isgilerin DNA mikrosatellitleri kullanilarak bir genotiplendirme yapilmis ve yuvalar
arasindaki mesafe ile genetik yakinligin pozitif yonde iliskili oldugunu tespit edilmistir.
Saldirganlik seviyeleri kullanilarak yapilan bir karsilastirma sonucunda monodom ve
polidom yuvalar arasinda bir farklilik olmadigi ortaya konmustur. Elde edilen sonuglar,
test edilen yuvalar arasindaki saldirgan davranisin hem yuvalar arasindaki fiziksel
mesafe ile hem de saldirganlik deneylerinin gergeklestirildigi kolonilerin yuva ig¢i
genetik yakinliklari ile pozitif iligkili iken, verici kolonilerin (yuvalarindan alinarak
saldirganlik testinin gerceklestirildigi yuvalara konan karincalar) genetik uzakliklar1 ya
da yuva i¢i genetik yakinliklari ile iliskili olmadigint géstermistir. Coklu regresyon
analizi sonuglar1 da bu caligmaya dahil edilen kolonilerde gézlenen saldirgan
davranislarda fiziksel mesafenin genetik etkenlere gore ¢ok daha giiglii bir etkisinin
oldugunu ortaya koymustur. Tiim bu sonuglar F. pratensis’deki saldirganlik diizeyleri
iizerindeki c¢evresel ve genetik etkenlerin gorece Onemlerinin oldukca degisken

olduguna isaret etmektedir.

F. pratensis ile son donemde yapilan bir ¢alismada ise yakin kolonilerdeki
karmcalarin birbirlerine karsi ¢ok daha saldirgan olduklar: tespit edilmistir [30]. “Kotii
komsu etkisi” kapsaminda degerlendirilen bu durum ve daha once gergeklestirilen
calismalar degerlendirildiginde F. pratensis’deki tiir i¢i saldirganligin populasyondan
populasyona degisebildigi ortaya ¢ikmaktadir. Populasyonlar arasindaki bu farklilik
diger bazi karinca tirlerinde de tespit edilmistir [9]. F. pratensis’in Trakya
Bolgesi’'ndeki kolonileri ile dogal ortamda gerceklestirilen saldirganlik diizeyleri ile
ilgili elde edilen 6n sonuglar, teste tabi tutulan tiim kolonilerin birbirlerine kars1 oldukga
saldirgan davraniglar sergilediklerini gostermistir [31]. Kullanilan yuvalar arasindaki
fiziksel mesafenin ¢ok degisken olmasi genetik yakimligin bir etkisi olmadigini ya da bu
kolonilerin genetik olarak birbirlerinden uzak olabileceklerini isaret etmektedir. Ancak,
birbirlerine ¢ok yakm yuvalarda genetik olarak yiiksek bir yakilik derecesinin olmasi
bekleneceginden, bu tiirdeki tiir igi saldirganlik diizeyi ile genetik yakimlik derecesi ve

yuvalar arasi mesafe bilesenlerinin saldirganlik {izerindeki etkilerinin, daha Onceki



calismalardan farkli bir genetik aywra¢ kullanilarak arastirilmasi gerekliligini ortaya

koymustur. Dolayist ile bu tez ¢aligmasinda;

1. F. pratensis’in Trakya Bolgesi’ndeki populasyonlarindan 6rneklenen kolonileri
arasindaki genetik yakinligim RAPD-PCR analizi ile degerlendirilip ortaya cikan

akrabalik derecelerinin dendrogramlar seklinde gosterilmesi ve

2. F. pratensis kolonileri arasinda tespit edilen saldirganlik diizeyleri
iizerineyuvalar arasi mesafe ve koloniler arasinda tespit edilen genetik yakmligin

etkilerinin arastirilmasi amacglanmistir.



BOLUM 2

GENEL BILGILER

2.1. Karincalarda Sosyallik ve Saldirganhk

Karincalar koloniler halinde yasamalar1 ve merkezi beslenme stratejisine sahip
olmalar1 nedeniyle sosyal bocekler olarak ifade edilirler. Karincalar ayni tiire ait olsalar
dahi farkli yuvalarda yasayan koloniler ile karismaya karsit koymaktadirlar [32, 33]. Bu
davranig1 yuva lyelerini ortak kimyasal isaretle ya da koloni kokusuyla taniyarak
gerceklestirdikleri ileri siirilmiistiir. Bu kokularin eksikliginde ya da yabanci koku

varliginda saldirganca tepki gosterirler [16, 34, 35, 36].

Bireylerin birbirlerini tanimada kullandiklar1 ipuglar1 genetik kokenli olabildigi
gibi ¢evresel kaynakli da olabilmektedir [10, 37, 38]. Bir insanin diger bir insan1 yiizii
ya da viicut sekli ile tanimasina benzer sekilde karincalar da diger karincalar1 viicutlar1
tizerinde ya da ¢evresindeki kimyasal kokular araciligi ile tanirlar [39, 40]. Bu tanima
islemi karincalarda ¢ok kisa bir siire i¢cinde gerceklesir. Iki karinca yuvalarinda ya da
yuva disinda karsilastiklarinda antenlerini kullanarak birbirlerinin viicutlarina temas

ederler ve koku izleri ile birbirlerini tanimaya ¢aligirlar.



2.2. Karincalarda Uretilen Kimyasallar

Crozier ve Dix’in ileri siirdiikleri gestalt modeline gore, bireylerin ayirimda
kullanacaklar1 ipuglar1 yuvadaki her bir birey tarafindan iiretilmektedir. Bu kimyasal
ipuclar1 bireylerin birbirlerini temizlemeleri ya da sivi besin paylasimi yoluyla siirekli
olarak bir bireyden diger bir bireye ge¢mektedir [15]. Yapilan davranigsal ¢aligmalar,
iki ayr1 tiire 0zgii bilesiklerin tiim bireylere aktarildigini ve gestalt modelin 6ngdrdigi

gibi tiim bireylerce 6grenildigini ortaya koymustur [41, 42, 43].

2.3. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Dr. Kary B. Mullis’in 1980’li yillarda PCR ile yaptigi caligmalar kendisine 1993
yilinda kimya alaninda Nobel 6diilii getirmistir ve PCR 1980’11 yillardan itibaren hizla
kullanilmaya baslanan bir teknik olmustur. Invitro kosullarda istenilen bir genin ya da
ozgiin bir DNA dizisinin ¢ok sayida kopyasinin elde edilmesi PCR (polimeraz zincir
reaksiyonu, PZR) teknigi olarak adlandirilir. Burada istenilen bir DNA parg¢asmin

kopyalar1 primerler tarafindan yonlendirilerek enzimatik olarak sentezlenmektedir [44].

2.3.1. PCR Olusum Mekanizmasi

Bir PCR dongilisii denatiirasyon, primerin baglanmasi ve uzama olarak
isimlendirilen ii¢ ana asamadan olusur. Bu islemin art arda tekrarlanmasi ile DNA

pargalar1 tissel olarak artar [44].

2.3.2. PCR’nin Temel Bilesenleri

e Kahp DNA: PCR’de kalip DNA tek veya ¢ift iplikli olabilecegi gibi
RNA’da kullanilabilir.

e Polimerazlar: DNA polimeraz enzimleri, kalip iplige tamamlayici bir
DNA ipligi olusturur.

e Primerler: Polimeraz enzimlerinin sentezi baglatabilmesi igin kalip

DNA’nin tamamlayict dizisine baglanan kisa DNA parcalaridir.



Primerler 20-30 niikleotid uzunlugundadir. Sentez yonii 5 ucundan 3’
ucuna dogrudur.

e dNTP (Deoksiriboniikleozidtrifosfat) Karistmm: dATP, dGTP, dTTP,
dCTP yiiksek saflikta ya tek tek ya da dortlii karigim halinde ticari olarak
saglanir.

e Tamponlar ve MgCl,: DNA polimerazin optimum aktivitesi ve
stabilitesi i¢cin uygun bir kimyasal ortam saglar. pH 8.3-9.0 arasindaki
tampon genellikle optimum sonug verir. Tamponlar kullanilan enzimlere
uygun olarak ticari olarak saglanabilir. Optimum MgCl, konsantrasyonu
yaklasik olarak 1mM-5mM arasinda de§ismekle birlikte ¢ogu durumda
1.5 mM optimum sonucu verir.

e PCR Engelleyicileri (Inhibitorleri) ve Arttiricilar: Cesitli maddeler
reaksiyonu hizlandirir veya yavaslatabilmektedir. Bu faktorler farkli
PCR*da farkli etkilere sahip olabilirler.

2.4. RAPD (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA) PCR

RAPD-PCR (Randomly Amplified Polimorphic DNAs) ilk defa 1990’da
rastgele secilmis primerlerin kullanildigi ve PCR’1 temel alan bir teknik olarak ortaya
cikmistir [45]. RAPD, niikleotid dizi bilgisine sahip olmadan polimorfizmin
belirlenmesini saglar. Baska bir ifade ile farkli primerler farkli RAPD polimorfizmleri
uretmektedir; yani farkli orneklerde ortaya ¢ikan farkli bant (polimorfik bantlar)

olusumlari filogeni ile ilgili bilgi vermektedir [46].

RAPD’in temelini olusturan rastgele segilen primerler yaklagik 10 niikleotidlik
dizilerdir. RAPD primerleri dizi siralamalar1 ile katologlanmistir ve ticari olarak

satilmaktadir.

Farkli bireylerde niikleotid dizilimi de degisik oldugundan, bireylerden birinde
bir primer baglanma yerinin kaybi ya da degismesi ¢ogalan PCR firiinleri arasinda

Ozgiin bant/bantlarn kaybolmasma yol acar. PCR ile elde edilen iiriinlerin jel



elektroforezi ile analiz sonucu meydana gelen bant profillerinin benzerlik/benzemezlik

dereceleri belirlenerek polimorfizm hakkinda fikir edinilir.

2.4.1 RAPD PCR Kullanim Alanlan

- Adli tipta,

- Kalitsal hastaliklarla infeksiyon hastaliklarinin tanisinda,

- Tarimda tohum safliginin ve se¢ilmis genotiplerin belirlenmesinde,
- Tiir tanisinda,

- Evrimde,

- Arkeolojide [44],

Tiir, rk ve hatta populasyonlar arasindaki genetik iliskiler ve tiir, irk ve cinsiyete
0zgili DNA bantlarinin belirlenmesi [47, 48, 49] ¢alismalarinda RAPD-PCR teknigi

kullanilmaktadir.

RAPD PCR genetik harita olusturmak i¢in [50, 51], ayrica yusufcuklarda babalik
testi ic¢in [52], parazit esek arilarinda polimorfizmleri belirlemek igin [53, 54]
kullanilmistir. RAPD-PCR kisa siirede yiizlerce yeni marker ile genetik haritalar
olusturmaya imkan saglayan genetik bir tekniktir [55]. RAPD teknigi ile kiiciik
farkliliklar1 bile tespit etmek miimkiin olabilir.

2.4.2. RAPD PCR ile Karncalarda Genetik Yakinhgin Belirlendigi Bazi
Cahsmalar

Kore’de Kim ve ark. (2002) Formica cinsi karincalarin filogenisini yapmak i¢in
RAPD teknigini kullanmistir. Calismada kullanilan Formica lemani, F. candida, F.
yessensis, F. japonica, F. sanguinea ve Camponotus japonicus tirleri kullanilmistir.
Caligmada 13 morfolojik karakterin Ol¢iim sonuglarina gére bu tiirlere ait filogeni
tahmin edilmistir. Daha sonra RAPD-PCR ile de bir filogeni yapilmis ve bu iki filogeni
birbirleri ile kiyaslanmistir [56].



Bir bagka c¢alismada benzer olarak Kim ve ark. (2003) Kore’nin giiney
bolgelerinde ve Jeju adasmin Kuzey bdlgelerinde bulunan F. japonica tiri ile
caligmistir. Kore’de F. japonica tirtiniin farkli kolonilerdeki bireylerinin
biiyiikliiklerinin farkli oldugu fark edilmistir. Kore ‘de 10 yerel populasyonda rakima
gore molekiiler varyans: arastirmak i¢in RAPD-PCR ve morfometrik analizler
yapilmigtir. Yapilan bu iki analiz degeri icinde ayr1 ayr1 filogeniyi gdsteren

dendrogramlar ¢izilmistir [57].

2.5. F. pratensis’de Mikrosatellit Teknigininde Kullanildigi Saldirganhk
Cahsmalan

Isve¢’in giineyinde 300x80 metrelik bir alanda bulunan bir populasyonda F.
pratensis’in [28] monodom ve polidom yuvalarinda yuvadas tanima davraniglari test
edilmistir. 37 ¢ift yuvada yuvalar aras1 207 saldirganlik testi yapilmistir. Saldirganlik
testlerinde, bir yuvadan alinan birey baska bir yuvanmn tizerine birakilmis ve isci
bireylerin davraniglar1 gozlenmistir. Bireylerin davranislarina gore saldirganlik skorlari
verilmistir. Bu tlire ait 27 yuvanin 555 bireyi kullanilarak DNA mikrosatellit teknigi
yuvalarin birbirleri ile akrabalik derecelerinin belirlenmesi i¢in kullanilmistir [28].

Beye ve ark (1998) Isve¢’in giiney bolgesinde 10 F. pratensis yuvasinda
calismigtir. Yuvalar arasi mesafenin 2,5 metre ile 260 metre arasinda degistigi F.
pratensis populasyonunda genetik akrabaligi mikrosatellit DNA polimorfizmi ile
belirlenmistir. Isve¢’in giiney bdlgesinde yuvadas tanima davranisi, yuvalar arasi isci
bireylerin saldirganlik diizeyleri ile test edilmistir. Bu ¢alismada arastiricilar FL 12, FL
20, FL 21, FL 29 lokuslari ile ¢alismustir [13].

F. pratensis ile gerceklestirilen bu iki ¢alismada bu tiirde saldirganlik seviyesini
etkileyen iki unsurun (genetik mesafe ve yuvalar arasi fiziksel mesafe) saldirganlik
davranisindaki 6nemi arastirilmistir. Bu ¢alismalarda saldirganlik i¢in her iki etkenin de
onemli oldugu goriilse de Pirk ve ark. saldirganlikta fiziksel mesafenin, Beye ve ark

(1998) ise genetik mesafenin daha 6nemli oldugunu ileri stirmiistiir [13, 28].
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BOLUM 3

MATERYAL METOD

3.1. Materyal

Formica pratensis Retzius, 1783 iilkemizde sadece Trakya Bolgesi’nde dagilim
gosteren bir tirdiir ve Formica cinsinin diger bir tiirii olan ve iilkemizde sadece
Anadolu’da dagilim gosteren Formica rufa L. 1761 ile birlikte orman karmcalari
grubuna dahil edilmektedir. Paleartktik zon igerisinde Avrupa’da Portekiz’den
Sibirya’ya, Kuzey Italya’dan orta Isve¢’e kadar uzanan bir dagilima sahip olan F.
pratensis [58, 59] bu dagilimindan dolay1 Avrupa Kirmizi Orman Karincasi (European
Red Wood Ant) olarak taninmaktadir.

F. pratensis yuvalar1 biiyiik yiginlar (hoyiikler) seklindedir ve yuva kiigiik dal
parcalari, otlar ve samandan insa edilir. Yuvalar1 birbirlerinden izole olma egilimindedir
ve yine her bir yuvanin bir ya da birkag kraligeli oldugu bilinmektedir.

Bu ¢aligmaya Trakya Bolgesi’nin kuzeyinde 6 farkli lokalitede tespit edilen 17
F. pratensis yuvasi dahil edilmistir (Sekil 3.1). Ziyaret edilen lokaliteler ve yuvalara ait
bilgiler Tablo 3.1°de verilmistir. 2014 yili Mayis ayinda gerceklestirilen 7 giinliik bir
arazi ¢alismas1 siliresince yuvalar arasinda arazi saldirganlik  deneyleri
gergeklestirilmistir. Yakm yuvalarda metre ile 6lgiim yapilarak, uzak yuvalarda ise
Google Earth programindan elde edilen uydu goriintiilleri baz alinarak yuvalar

arasindaki uzaklik degerleri kaydedilmistir. Laboratuar saldirganlik deneyleri ig¢in her
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koloniden yuva materyali ile birlikte canli (plastik kaplar i¢cinde), RAPD-PCR analizleri

icin ise %96 saflikta etil alkol iceren tiiplerde 6lii karinca 6rnekleri alinmigtir.

Tablo 3.1. Arazi calismasi yapilan lokalitelerin koordinat ve Formicapratensis
yuvalarmin biyiikliik verileri. D; biiyiik ¢ap,d;yuvanin kiiciik capi, h; yiikseklik, V;
hacim (Hacim V= 2/3 x © x D/2 x d/2 x H formiilii ile hesaplanmistir) [60]. (* yuva

tahribati nedeniyle yuva 6l¢timleri yapilamamaistir).

Lokalite Koordinat Rakim (m) D(cm) d(cm) h(cm) V(dm®)
1. Dogankéy 1 ;é > ;g'; 395 70 20 50 35
9, Dazuliy 2 gé i ;gNE 394 90 0 60 108
3. Asilbeyli 1 g% f,o? g’fNE 102 70 40 40 56
4. Asilbeyli 2 b g;NE 97 30 10 20 3
5. Asilbeyli 3 e ngE 94 60 35 40 42
6. Ulukonak 1 ‘2“73?212 95 80 30 50 60
7. Ulukonak 2 o ok 98 50 20 30 15
8. Ulukonak 3 e 98 90 0 70 126
9 Sivriler 1 PR 272 50 15 50 1875
10. Sivriler 2 e 305 40 20 30 12
11. Sivriler 3 e gg'; 304 80 0 70 84
12. Balaban 1 . jg,' jg'é 440 90 0 40 72
13. Balaban 2 P 440 100 50 60 150
14. Balaban 3* LI HGSHIN 443
15. Ahmetler 1 AR 488 90 50 40 90
16. Ahmetler 2 gz 22 igg 486 100 50 30 75
17. Ahmetler 3 gz (1)(1) ?1)22 486 100 60 70 210
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3.1. Saldirganhk Deneyleri

3.1.1. Arazi Saldirganhk Deneyleri

Koloniler arasindaki saldirganlik diizeylerinin belirlenmesi i¢in, ¢caligmaya dahil
edilen tiim koloniler/yuvalar birbirleri ile ikili gruplar halinde, (verici ve alict
koloniler/yuvalar olarak) eslestirilmis ve deneyler gerceklestirilmistir. Alict bir yuva
saldirganlik testinin gerceklestirildigi verici bir yuva ise, isgileri alinarak saldirganlik
testinin gerceklestirildigi alict yuva iizerine konan yuva olarak tanimlanmistir. Verici bir
yuvadan alman is¢i karincalar su bazli beyaz bir boya ile gasterlerinden isaretlenmis,
plastik bir kapta sakinlesmeleri saglandiktan sonra testin yapilacagi alici yuva lizerine
dikkatli bir sekilde brrakilmistir. 2 dakikalik bir siire boyunca alici yuva iizerindeki
karincalar ile yuvaya konan isaretli karinca arasindaki davranigsal etkilesimler
gbzlenerek her bir etkilesim Tablo 3.2.°deki saldirganlik skor tablosuna gore
puanlandirilmis ve bir saldirganlik skoru elde edilmistir. Her bir yuva eslestirmesi i¢in
toplam 5 farkl test gerceklestirilmis ve elde edilen saldirganlik skorlarmin ortalamasi

alinarak eslestirmeler i¢in tek bir skor degeri hesaplanmustir.

Tablo 3.2. Saldirganlik deneylerinin degerlendirilmesinde kullanilan davranissal
tepkiler ve bu tepkilere karsilik gelen puanlar. Testler sonucunda > 7’lik bir puana sahip
olan koloniler monogin, < 4’liikk bir skora sahip olan koloniler de poligin olarak
gruplandirilmis, 5 ve 6 puan durumunda ise testler tekrarlanmistir.

PUAN DavramsTepkisi

Hemen kavga, asit piiskiirtme, abdomen biikiik.

Etrafi gevirme, anten-bacak 1sirma, sonunda asit piiskiirtme.

8’deki gibi ama sonra isirmay1 birakmak.

7’deki gibi ama abdomen biikme yok.

Alarm, kosma, ka¢inma, abdomen havaya kaldirma-titretme.

Mandibiil a¢ik, hemen anten temasi ve sibling.

Hemen antennal temas<2 sn.’den fazla

Hemen antennal temas>2 sn’den az ve digerini takip veya rakip sabitse durma.
2’deki gibi fakat rakip takip etme veya durma davranisina neden olmaz.

PN WAoo N 00O
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Sekil 3.1. Calismaya dahil edilen F. pratensis yuvalarmin 6rneklendigi lokaliteler
(Lokalite numara karsiliklar1 Tablo 3.1° de verilmistir). GoogleEarth programi
kullanilarak elde edilmistir.

3.1.2. Laboratuvar Saldirganhik Deneyleri

Araziden plastik yasatma kaplari ile laboratuvara nakledilen yuva Ornekleri
uygun aydinlanma, sicaklik ve nem kosullarina sahip iklim odasina konularak ortam
sartlarina aligsmalari saglanmistir. iklim odasima aligma siireci bittikten sonra laboratuvar
saldirganlik deneyleri gergeklestirilmistir. Laboratuvar saldirganlik testleri i¢in iki farkli
yuvaya ait iki is¢i karinca alinmis, bir tanesi gasterinden isaretlenmis ve etil alkol ile
temizlenmis bos bir kapta karsi karsiya gelmeleri saglanarak 2 dakikalik bir siire
boyunca aralarinda etkilesim go6zlenerek Tablo 3.2°de verilen saldwrganlik skor
tablosuna gore puanlandirilmis ve bir saldirganlik skoru elde edilmistir. Her bir yuva
¢ifti i¢in 5 karinca ¢ifti kullanilmis ve ortalama bir saldirganlik skoru belirlenmistir.
Saldirganlik testinin yapildigi kap her bir test dncesi etil alkol ile tekrar silinerek bir
onceki test esnasinda kap icerisine birakilmis olmas1 muhtemel kimyasallar ortamdan

silinmistir.
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3.2. RAPD-PCR ile Yuvalar Arasindaki Akrabalik Derecesinin Belirlenmesi

Saldirganlik testlerinde kullanilan farkli F. pratensis yuvalari arasindaki genetik
akrabaligin  belirlenebilmesi icin RAPD-PCR ile genetik yakinlik analizleri
gerceklestirilmistir. Orneklenen her bir yuvadan 20 is¢i karinca almarak % 90’lik etil
alkol igeren deney tiiplerine konmus ve laboratuara getirilerek genetik analizlere kadar -

20°C’de saklanmaistir.

3.2.1. DNA izolasyonu
DNA izolasyonu i¢in PureLinkGenomik DNA Mini Kit (Invitrogen) kullanilmistir.
3.2.1.1. Doku Hazirhg:

1. DNA izolasyonu yapilacak is¢i karincalarin abdomenleri; formik asit
iceriklerinden dolayi, bir bistiiri yardimu ile kesilerek uzaklastirilmis ve
kalan viicut kisimlar1 bir mikrosantrifiij tiiptine alinmistir.

2. Mekanik par¢calamay1 gergeklestirmek i¢in 6rneklerle birlikte her bir tiipe
celik DNase- RNasefree bilyeler eklenmistir.

3. Tiim 6rnekler, mekanik kirma etkisinin arttirilmasi i¢in -150°C” de 1 dk
bekletilmistir.

4. Mekanik pargalanma i¢in tiipler doku parcgalayicida (Nextadvance
BBX24 Bullet Blender homogenizer, USA) 2 dakika siire ile maksimum
hizda bekletilmistir.(3 ve 4. Maddelerdeki islemler 2 kez tekrarlanmistir)

5. Her bir tiipe 180 ul genomik digestion buffer ve 20 ul proteinaz K
eklenmis ve tiipler hiicre zarmda ve diger hiicre kompartmanlarinda
bulunan proteinleri par¢alamak i¢in 56°C’ de 3.5 saat siire ile ¢alkalama
cihazina konulmustur (MixingBlock Mb-102).

6. Tiipler 24.000 g’lik hizda 3 dakika siire ile santrifiij edilmistir
(HermleZ326K, Germany).
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7. Ust siv1 (Siipernatant) alinarak yeni bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilmig
ve lizerine 20 pl RNAaz eklenip vortekslenerek oda sicakliginda 2 dk
beklenmistir.

8. Tiplere 200 pl Genomic Lysis/Binding Buffer eklenmistir.

9. 200ul % 96’ lik etanol eklenerek 5 sn siire ile vortekslenmistir.

3.2.1.2. Binding DNA

1. Spin kolon ¢ikarilmstir.

2. 640 pl kadar lizat spin kolona eklenmistir.

3. 10.000 g’de 1 dk oda sicakliginda santrifiij edilmistir.
4

. Alttaki siv1 atilmis ve spin kolonu koleksiyon tiipiine alinmuistir.
3.2.1.3. Washing DNA

Kolona 500 pl washBuffer 1 eklenmistir.
10.000 g’de 1 dk oda sicakliginda santrifiij edilmistir.

500 pl wash Buffer 2 eklenmistir.

1

2

3. Ust kismi yeni koleksiyon tiipiine alinmustir.

4

5. Maksimum hizda (24.000 g’de) oda sicakliginda 3 dk santrifiij edilmistir.

3.2.1.4. Eluting DNA

Spin kolon 1.5 ul mikrosantrifiij tiiptine almmustir.

80 ul GenomikElutionBuffer eklenmistir.

1 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

Maksimum hizda 1 dk oda sicakliginda santrifiij edilmistir.
Altta kalan kisim alinarak DNA izolasyonu tamamlanmaistir.

DNA -20 °C’de saklanmuistir.

© o &~ w0 bdF
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3.2.2.1zolasyon Sonrast DNA Miktar Olgiimii

Izolasyon sonucu elde edilen DNA’nm miktar ve safligi InvitrogenQubit ve

ThermoNanodrop cihazlar1 kullanilarak 6lgiilmiistiir.

Qubit cihazt DNA-RNA-proteinlere baglanan floresan boyadan kaynaklanan 1s1k
siddetini dlgerek miktar tayini yapmaktadir. invitrogenQubit cihazinda DNA miktarinin
tayini icin QubitdsDNA BR assay kit kullamlmistir. Kit QubitdsDNA BR
reagent(Component A), QubitdsDNAbuffer (Compnent B), QubitdsDNA BR standart 1
(Compnent C) ve QubitdsDNA BR standart 2 (Component D) kimyasallarini
icermektedir. Kit ile 6l¢tim yapilirken herbir 6rnek icin QubitdsDNA BR reagent’ten
1ul ve QubitdsDNA buffer’ den 199 pl kullanilmistir. Olusturulan 200ul’lik hacimden
198ul’si, miktar Olglimii yapilacak DNA’dan 2ul alinarak 0.5ml’lik tiip icinde
karistirilmig ve 2 dk inkiibasyondan sonra Qubit cihazi i¢inde 6l¢timii yapilmustir. Kitte

mevcut olan diger kimyasallar (standartlar) kalibrasyon isleminde kullanilmaktadir.

Elde edilen DNA’larin saflik kontrolii nanodrop (Thermo, MultiscanGo) ile
A260/A280 orani Olgiilerek belirlenmistir. DNA miktarlar1 ise Qubit cihazi ile Qubit
protokolii ile belirlenmistir. Bunun i¢in, 199 ul Qubitbuffer ve 1 pl Qubitreagent
eklenerek mix hazirlanarak Qubit 6l¢iim tiiplerine 198 pl paylastirilmis ve 2 ul DNA
eklenerek 2 dk oda sicakliginda ve karanlikta bekletilen ornekler cihazda okunmus,

degerler ng/ ul olarak cihaz tarafindan hesaplanmstir.

Tablo 3.3. Qubit metoduyla 6lgiilen DNA miktarlari.

Ornek Lokalitesi Miktar(nanogram/ml)
Ahmetler 1 6,44
Ahmetler 2 8,84
Ahmetler 3 7,60

Balaban 1 6,12

Balaban 2 7,48

Balaban 3 10

Asilbeyli 1 3,29
Asilbeyli 2 14,3
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Asilbeyli 3 10,50

Sivriler 1 < 0,05
Sivriler 2 < 0,05
Sivriler 3 < 0,05
Dogankoy 1 9,84
Dogankdy 2 12,5
Ulukonak 1 8,56
Ulukonak 2 6,12
Ulukonak 3 9,32

Tablo 3.4. Nanodrop (NDrop) ile DNA Miktar ve Saflik 6lgtim sonuglari

Miktar Safhk
(nanogram/ml)
Ahmetler 1 52,3 1,27
Ahmetler 2 258 1,2
Ahmetler 3 22,4 1,59
Balaban 1 53 1,34
Balaban 2 24,1 1,65
Balaban 3 38,4 1,44
Asilbeyli 1 33,8 1,22
Asilbeyli 2 47,2 1,44
Asilbeyli 3 24,6 1,74
Sivriler 1 22,2 1,67
Sivriler 2 10,1 1,84
Sivriler 3 23,8 1,74
Dogankoy 1 31 1,48
Dogankoy 2 37,1 1,52
Ulukonak 1 24,1 1,71
Ulukonak 2 33,7 1,35
Ulukonak 3 32,1 1,58

3.3. RAPD-PCR Asamasi

RAPD-PCR i¢in uygulanan protokol asagida kullanilan primerler ise Tablo 3.5’de

verilmistir.
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Tablo 3.5. Kullanilan RAPD primerleri.

Uretici Firma Primerin baz dizisi
Katalog Kodu
OPO-02 ACGTAGCGTC
OPO-03 CTGTTGCTAC
OPO-04 AAGTCCGCTC
OPO-05 CCCAGTCACT
OPO-07 CAGCACTGAC
OPO-10 TCAGAGCGCC
OPO-11 GACAGGAGGT
OPO-12 CAGTGCTGTG
OPO-15 TGGCGTCCTT
OPO-18 CTCGCTATCC
OPB-10 CTGCTGGGAC
OPB-12 CCTTGACGCA
OPA-02 TGCCGAGCTG
OPA-03 AGTCAGCCAC
OPA-05 AGGGGTCTTG
OPH-03 AGACGTCCAC
OPH-02 TCGGACGTGA
OPH-09 TGTAGCTGGG
OPH-17 CACTCTCCTC
OPB-03 CATCCCCCTG

3.3.1. RAPD-PCR Protokolii
1. 0,5 pl primer (10 piko mol)

2. 12,5 pl Mastermix
3. 9 uldistile su
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4. 3 ul (baz1 denemelerde 2 kullanildi) template (DNA) eklenir. (Qubit ve

nanodrop 6l¢limlerinden elde edilen DNA miktarlarina gore)

Life tech marka Veriti model PCR cihazinda Tablo 3.6’da verilen sartlarda PCR

islemleri yapilmustir.

Tablo 3.6. Uygulanan PCR islemindeki sartlar.

Asama Sicakhk Siire Tekrar Sayisi
1. Asama 95°C 3dk X1
2. Asama 95°C 30 sn
37°C 30 sn X 40
72°C 90 sn
3. Asama 72°C 30 dk X1

3.3.2. Agaroz Jel Hazirlanmasi ve PCR Uriinlerinin Jelde Yiiriitiilmesi

% 2,5 lik 600 ml agaroz jel hazirlamak i¢cin 15 gr agar hassas terazide tartilarak
beher i¢ine konulmus ve % 2,5” lik TAE (Tris asetik edta) ile toplam hacim 600 ml’ye
tamamlanmis, icerisine 10 pl etidyum bromiir eklenmistir. Mikro dalga firin ig¢inde
agaroz tiimiiyle ¢ozlinlinceye kadar kaynatilmistir. Sicaklik 45-50°C’ ye diistiiglinde jel
25 tarakl tepsiye dokiilmiistiir.

[k kuyucuga 5 ul DNA ladder (invitrogen 100bp DNA ladder) yiiklenmistir.

PCR iiriinlerinin her Sul’sine 1ul yiikleme boyasi (bluejuice, invitrogen) olacak
sekilde karistirilarak agaroz jeldeki kuyucuklara sirasiyla yiiklenmistir. Buna gore her
25ul PCR iriiniine 5pl yiikleme boyasi eklenmis ve toplam hacimden 15ul alinarak

jeldeki kuyucuklara 6rnekler sirasiyla yiiklenmistir.

PCR driinlerinin jele yiiklenmesi tamamlandiktan sonra 60 mA’de 300 dk

elektroforez islemi yapilmigtir.
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3.3.3. Agaroz Jel Elektroforezinde Yiiriitiilmiis PCR Orneklerinin Gériintiileme
Sisteminde Incelenmesi

Agaroz jel yatay elektroforez cihazma (Bio-Rad) konularak goriintiilenmis,
fotograflar1 ¢ekilmis ve bant agirliklarmin Microsoft Excel dokiimii kaydedilmistir.
Kaydedilen Excel dosyasindan alinan veriler bant varligi 1, bant yoklugu 0 ile

gosterilerek bir tablo haline getirilmistir.

3.3.4. Dendrogram Cizilmesi

Excel dosyasina g¢evrilerek P A U P Version 4.0b10 for 32-bit Microsoft
Windows kullanilarak UPGMA dendrogramlari ¢izilmistir.
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BOLUM 4

SONUCLAR

4.1. RAPD-PCR Sonuclan

DNA izolasyonu sonrasit PCR iglemine tabi tutulan DNA iirlinleri bant olusum
farkliliklarin1 gorebilmek amaciyla agaroz jelde yiiriitiilmiis ve goriintiileme sistemine
konularak bantlar incelenmistir (Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5, 4.6). 20 RAPD primeri ile
yapilan 6n denemeler sonucu bazi primerlerin olusturduklar1 bant sayilarinin azligindan
dolay1 bu primerler F. pratensis’in Trakya bolgesi populasyonlarinda genetik yakinligin

belirlenmesi i¢in kullanilmamustir.
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Sekil 4.1. OPHO3 primeri i¢in RAPD-PCR iiriinleri agaroz jel goriintiisii. Sekilde tist
kenarda verilen sayilar kuyucuk numaralarini temsil etmektedir (1; markir, 2; Ahmetler
1, 3; Ahmetler 2, 4; Ahmetler 3, 5; Balaban 1, 6; Balaban 2, 7; Balaban 3, 8; Asilbeyli
1, 9; Asilbeyli 2, 10; Asilbeyli 3, 11; Ulukonak 1, 12; Ulukonak 2, 13; Ulukonak 3, 14;
Dogankoy 1, 15; Dogankdy 2, 16; Sivriler 1, 17; Sivriler 2, 18; Sivriler 3).

2072 kb «—

1500 kb +—

600 kb <+—

300 kb «—

100 kb «—

Sekil 4.2. OPO11 primeri i¢in RAPD-PCR firiinleri agaroz jel goriintiisii. Sekilde iist
kenarda verilen sayilar kuyucuk numaralarini temsil etmektedir (bknz Sekil 4.1).
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Sekil 4.3. OPBI10 primeri i¢cin RAPD-PCR iiriinleri agaroz jel goriintiisii. Sekilde tist
kenarda verilen sayilar kuyucuk numaralarini temsil etmektedir (bknz Sekil 4.1).

1500 kb <—

600 kb «—

300 kb —

100} «—

Sekil 4.4. OPOO02 primeri icin RAPD-PCR firiinleri agaroz jel goriintiisii. Sekilde iist
kenarda verilen sayilar kuyucuk numaralarini temsil etmektedir (bknz Sekil 4.1).
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Sekil 4.5. OPOO03 primeri i¢in RAPD-PCR iiriinleri agaroz jel goriintiisii. Sekilde tist
kenarda verilen sayilar kuyucuk numaralarini temsil etmektedir (1; Ahmetlerl, 2;
Ahmetler 2, 3; Ahmetler 3, 4; Balaban 1, 5; Balaban 2, 6; Balaban 3, 7; Asilbeyli 1, 8;
Asilbeyli 2, 9; Asilbeyli 3, 10; Ulukonak 1, 11; Ulukonak 2, 12; Ulukonak 3, 13;
Dogankoy 1, 14; Dogankdy 2, 15; Sivriler 1, 16; Sivriler 2, 17; Sivriler 3, 18; Markir).

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
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Sekil 4.6. OPO10 primeri i¢cin RAPD-PCR firiinleri agaroz jel goriintiisii. Sekilde iist
kenarda verilen sayilar kuyucuk numaralarini temsil etmektedir (bknz Sekil 4.5).
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4.2. RAPD-PCR Bantlarina Gore Cizilen Dendrogramlar

RAPD-PCR bantlarina gore cizilen dendrogramlar bant varligi 1, bant yoklugu 0
ile gosterilerek Microsoft Office Excel programinda bir tablo olusturulmus ve bu veriler

iizerinden Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’deki dendrogramlar ¢izilmistir.
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Sekil 4.7. RAPD-PCR bantlarina goére hiyerarsik kiimeleme analizi (AHC=
Agglomerative  Hierarchical Clustering) benzerlik  (similarity)  dendrogramu.
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Sekil 4.8. RAPD-PCR bantlarma gore hiyerarsik kiimeleme analizi
Agglomerative Hierarchical Clustering) farklilik (dissimilarity) dendrogramu.
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4.3. Tiir I¢i Saldirganlik Diizeyi ve Koloniler Arasi Fiziksel Mesafe Arasindaki
Tiski

Korelasyon analizlerinde ayni lokalitelere ait yuvalar arasi saldirganlik-mesafe
korelasyonlar1 yapilmistir. Ayrica Sekil 4.7'de verilen benzerlik dendrogramina gore F.
pratensis yuvalarina ait korelasyonlar yapilmak tizere 3 farkli grup olusturulmustur.

Tablo 4.1°de bu gruplandirmalar verilmistir.

Tablo 4.1. Sekil 4.7°de verilen benzerlik dendrogramma gore yapilan F. pratensis

gruplandirmalari.

1. Grup 2. Grup 3. Grup
Ahmetler 1 Balaban 3 Sivriler 1
Ahmetler 2 Asilbeyli 1 Sivriler 2
Ahmetler 3 Asilbeyli 2 Sivriler 3

Balaban 1 Asilbeyli 3 Ulukonak 1
Balaban 2 Ulukonak 2
Ulukonak 3
Dogankdy 1
Dogankdy 2

F. pratensis kolonileri arasindaki fiziksel mesafeler 20 metre ile 10000 metre
gibi genis bir araliga yayildig: i¢in koloniler arasindaki saldirganlik ile fiziksel mesafe
arasindaki iliskinin analizinde mesafe degerlerine Logl0 doniisiimii uygulanmis ve bu
degerler kullanilmustir (Sekil 4.9). Korelasyon degerlerininin giivenililirligi Tablo 4.2’

ye gore yorumlanmistir.

Tablo 4.2. Korelasyon iliskisinin kuvvet derecesi.

Hesaplamanin kuvvet Pozitif Negatif
derecesi
DUSUK +0,1ile+0,3 -0,1 ile -0,3
ORTA +0,3ile +0,5 -0,3ile -0,5
KUVVETLI +0,5 ile + 1 -0,5 ile-1
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Tablo 4.3. Ayni1 lokaliteye ait yuvalarin kendi aralarindaki saldirganlik mesafe verileri.

Arazide saldirganlik Yuvalar  Yuvalar arasi fiziksel

Lokalite Testi yapilan yuva arasi mesafe Saldirganlik
yaprany mesafe  (Logl0 doniisiimii testi skoru
eslesmeleri
(m) yapilmis)
Ahmetler 1 vs.
Ahmetler 2 55 1,740362 9
Ahmetler 1 vs.
Ahmetler Ahmetler 3 90 1,954242 9
Ahmetler 2vs.
Ahmetler 3 35 1,544068 9
Balaban 1 vs.
Balaban 2 70 1,845098 8
Balaban Balaban 1 vs. 230 2361727 9
Balaban 3
Balaban 2 vs.
Balaban 3 160 2,204119 8,3
. . Asilbeyli 1 vs
Asilbeyli Asilbeyli 2 300 2,477121 7,33
Sivriler 1 vs. 20 1,301029 8,33
Sivriler 2
Sivriler Sivriler 1 vs.
Sivriler 3 1225 3,088136 8
Sivriler 2 vs.
Sivriler 3 1240 3,093421 8,33

Tablo 4.3’de verilen yuvalar arasi fiziksel mesafe degerleri ile saldirganlik
diizeyi arasindaki iliski Pearson Korelasyon analizi ile test edilmis ve kolonilerin

saldirganlik diizeyleri ile aralarindaki fiziksel mesafeler arasinda zayif negatif yonlii bir

iliski tespit edilmistir (r=-0,39207) (Sekil 4.9).

30



Koloniler arasi saldirganhk diizeyi

1

2

Koloniler arasi fiziksel mesafe (Log10 doniisiimii yapilmis)

Sekil 4.9. Tablo 4.3’de verilen koloni eslestirmelerine gore F. pratensis’de tiir i¢i

saldirganlik diizeyi ve koloniler arasi fiziksel mesafe iligkisi.

Tablo 4.4. 1. Grup yuvalarin kendi aralarindaki arazi saldirganlik mesafe verileri.

Yuvalar arasi
fiziksel fi
Saldirganlik | Saldirganlhk Yuvalar IZIKseT mesate Arazi saldirganlik
. . (Logl0
deneyi yapilan | deneyi yapilan | aras1 Mesafe N skoru ortalamasi
1. yuva 2. yuva (metre) dontistimi (9 iizerinden)
yapilmis)
Ahmetler 1 Ahmetler 2 55 1,740362 9
Ahmetler 1 Ahmetler 3 90 1,954242 9
Ahmetler 2 Ahmetler 3 35 1,544068 9
Ahmetler Balaban 50000 4,698970 8,83
Balaban 1 Balaban 2 70 1,845098 8

Tablo 4.4°de verilen yuvalar arasi fiziksel mesafe degerleri ile saldirganlik
diizeyi arasindaki iliski Pearson Korelasyon analizi ile test edilmis ve kolonilerin
saldirganlik diizeyleri ile aralarmdaki fiziksel mesafeler arasinda ¢ok zayif pozitif iligki

tespit edilmistir (r=0,04943) (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Tablo 4.4°de verilen koloni eslestirmelerine gore F. pratensis’de tiir i¢i

Ahmetler-Balaban olarak verilen veri bu lokalitelerdeki farkli yuvalara ait
saldirganlik skorlarinin ortalamasi olarak verilmistir. Bu ortalamanin alinmasmin sebebi
verilen lokalitelerin arasindaki mesafeler oldukga biiyiik olup, bu biiyiilk mesafelerin
arasinda thmal edilebilecek kadar ufak rakamlarin olmasidir. Bu sekilde ¢izilen grafikler
daha anlasilir ve gorsel olmaktadir. Diger gruplarda da benzer sekilde biiyiilk mesafe
degerlerine sahip yuvalarm saldirganlik degerleri ortalamalar1 alinarak tablolarda

verilmistir. Bu ortalamalarin alindig1 yuvalardaki veriler lokalite numarasi verilmeden

saldirganlik diizeyi ve koloniler arasi fiziksel mesafe iligkisi.

sadece lokalite ismi verilerek yazilmistir.

Tablo 4.5. 2. Grup yuvalarin kendi aralarindaki arazi saldirganlik mesafe verileri.

Yuvalar arasi

Saldirganlik | Saldirganlik fiziksel mesafe Arazi
deneyi deneyi Yuvalar arasi (Log10 saldirganlik
yapilan 1. yapilan 2. | Mesafe (metre) déniisiimil skoru ortalamasi
yuva Yuva yapilmis) (9 tizerinden)
Asilbeyli 1 | Asilbeyli 2 290 2,462397 7,33
Asilbeyli 1 | Asilbeyli 3 330 2,518513 7
Asilbeyli 2 | Asilbeyli 3 70 1,845098 7,33
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Tablo 4.5’de verilen yuvalar arasi fiziksel mesafe degerleri ile saldirganlik
diizeyi arasindaki iliski Pearson Korelasyon analizi ile test edilmis ve kolonilerin

saldirganlik diizeyleri ile aralarindaki fiziksel mesafeler arasinda kuvvetli negatif yonlii

bir iligki tespit edilmistir (r= -0,563619) (Sekil 4.11).
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yapilmis)

Sekil 4.11. Tablo 4.5’de verilen koloni eslestirmelerine gore F. pratensis’de tiir i¢i

saldirganlik diizeyi ve koloniler aras1 fiziksel mesafe iligkisi.

Tablo 4.6. 3. Grup yuvalarin kendi aralarindaki arazi saldirganlik mesafe verileri.

Saldirganlik Yuvalar arasi Arazi
Saldirganlik . Yuvalar arasi -
. deneyi fiziksel mesafe saldirganlik
deneyi yapilan Mesafe AR
yapilan 2. (Logl10 dontistimii | skoru ortalamasi
1. yuva (metre) .
yuva yapilmis) (9 tizerinden)
Sivriler 1 Sivriler 2 20 1,301029 8,33
Sivriler 1 Sivriler 3 1225 3,088136 8
Sivriler Ulukonak 71000 4,851258 8,47
Sivriler 2 Sivriler 3 1240 3,093421 8,33
Sivriler Dogankoy 100000 5,000000 8,27
Ulukonak 1 Ulukonak 2 160 2,204119 8
Ulukonak 1 Ulukonak 3 215 2,332438 9
Ulukonak 2 Ulukonak 3 55 1,740362 8,66
Ulukonak Dogankoy 43000 4,633468 7,83
Dogankdy 1 Dogankdy 2 50 1,698970 7,75
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Tablo 4.6°de verilen yuvalar arasi fiziksel mesafe degerleri ile saldirganlik
diizeyi arasindaki iliski Pearson Korelasyon analizi ile test edilmis ve kolonilerin
saldirganlik diizeyleri ile aralarindaki fiziksel mesafeler arasinda zayif negatif yonli bir

iliski tespit edilmistir (r=-0,11524) (Sekil 4.12).

.
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Koloniler arasi saldirganhk diizeyi

Koloniler aras: fiziksel mesafe (Log10 doniisiimii yapilmis)

Sekil 4.12. Tablo 4.6’de verilen koloni eslestirmelerine gore F. pratensis’de tiir i¢i

saldirganlik diizeyi ve koloniler arasi fiziksel mesafe iligkisi.
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4.4. Laboratuvar Saldirganhk - Mesafe Korelasyonlarn

Tablo 4.7. Ayni lokaliteye ait yuvalarin kendi aralarindaki laboratuvar saldirganlik/

mesafe verileri.

Yuvalar arasi
Saldirganlik Yuvalar fiziksel Laboratuvar
. Saldirganlik
deneyi deneyi yapilan arasl mesafe saldirganlik skoru
yapilan 1. 2. yuva mesafe '(.LQQ'Z.LO ) orEaIamaa (9
yuva (metre) dontigimi uzerinden)
yapilmis)
Ahmetler 1 Ahmetler 2 55 1,740362 3
Ahmetler 1 Ahmetler 3 90 1,954242 7,33
Ahmetler 2 Ahmetler 3 35 1,544068 4,66
Balaban 1 Balaban 2 70 1,845098 3
Balaban 1 Balaban 3 230 2,361727 3
Balaban 2 Balaban 3 160 2,204119 2,66
Asilbeyli 1 Asilbeyli 2 300 2,477121 2
Sivriler 1 Sivriler 2 20 1,301029 8,33
Sivriler 1 Sivriler 3 1225 3,088136 8
Sivriler 2 Sivriler 3 1240 3,093421 8,33

Tablo 4.7°de verilen yuvalar arasi fiziksel mesafe degerleri ile saldirganlik
diizeyi arasindaki iliski Pearson Korelasyon analizi ile test edilmis ve kolonilerin
laboratuvardaki saldirganlik diizeyleri ile aralarindaki fiziksel mesafeler arasinda zayif

pozitif yonlii bir iliski tespit edilmistir (r=0,191726) (Sekil 4.13).
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Koloniler arasi saldirganhk diizeyi

Koloniler arasi fiziksel mesafe (Log10 doniisiimii yapilns)

Sekil 4.13. Tablo 4.7’de verilen koloni eslestirmelerine gére F. pratensis’de tiir ici

saldirganlik diizeyi ve koloniler aras1 fiziksel mesafe iligkisi.

Tablo 4.8. 1. Grup yuvalarin kendi aralarindaki laboratuar saldirganlik/mesafe verileri.

Yuvalar arasi
Saldirganlik | Saldirganlik fiziksel Laboratuvar
. . Yuvalar arasi
deneyi deneyi mesafe saldirganlik skoru
Mesafe
yapilan 1. yapilan 2. (Logl0 ortalamas1 (9
(metre) N .
yuva yuva dontistimii lizerinden)
yapilmis)
Ahmetler 1 | Ahmetler 2 55 1,740362 3
Ahmetler 1 | Ahmetler 3 90 1,954242 7,33
Ahmetler Balaban 50000 4,698970 3,94
Ahmetler 2 | Ahmetler 3 35 1,544068 4,66
Balaban 1 Balaban 2 70 1,845098 3

Tablo 4.7°de verilen yuvalar arasi fiziksel mesafe degerleri ile saldirganlik
diizeyi arasindaki iliski Pearson Korelasyon analizi ile test edilmis ve kolonilerin
laboratuardaki saldirganlik diizeyleri ile aralarindaki fiziksel mesafeler arasinda gok

zay1f negatif yonlii bir iligki tespit edilmistir (r=-0,0943) (Sekil 4.14).
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Koloniler arasi fiziksel mesafe (Log10 doniisiimii yapilmis)

Sekil 4.14. Tablo 4.8’de verilen koloni eslestirmelerine gére F. pratensis’de tiir ici

saldirganlik diizeyi ve koloniler arasi fiziksel mesafe iligkisi.

Tablo 4.9. 2. Grup yuvalarin kendi aralarindaki laboratuvar saldirganlik/mesafe verileri.

Yuvalar arasi
Saldirganlik | Saldirganhik | Yuvalar fiziksel Laboratuvar
deneyi deneyi arasi mesafe saldirganlik skoru
yapilan 1. yapilan 2. Mesafe (Logl0 ortalamasi
yuva yuva (metre) doniistimii (9 tizerinden)
yapilmis)
Balaban Asilbeyli 42000 4,623249 4,77
Asilbeyli 1 Asilbeyli 2 290 2,462397 2
Asilbeyli 1 Asilbeyli 3 330 2,518513 2,66
Asilbeyli 2 Asilbeyli 3 70 1,845098 2,25

Tablo 4.9°de verilen yuvalar arasi fiziksel mesafe degerleri ile saldirganlik
diizeyi arasindaki iliski Pearson Korelasyon analizi ile test edilmis ve kolonilerin
laboratuardaki saldirganlik diizeyleri ile aralarindaki fiziksel mesafeler arasinda ¢ok

kuvvetli pozitif yonli bir iligki tespit edilmistir (r=0,956646) (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Tablo 4.9’da verilen koloni eslestirmelerine gore F. pratensis’de tiir igi

saldirganlik diizeyi ve koloniler arasi fiziksel mesafe iligkisi.

Tablo 4.10. 3. Grup yuvalarin kendi aralarindaki laboratuvar saldirganlik/mesafe

verileri.
Yuvalar _vaalar arast Laboratuvar
Saldirganlik Saldirganlik fiziksel mesafe
deneyi yapilan | deneyi yapilan arast (Logl0 ST S Rl
1. yuva 2. yuva N dontigiimii Oftala.mam &
(metre) tizerinden)
yapilmis)
Sivriler Ulukonak 71000 4,851258 2,99
Sivriler Dogankoy 100000 5,000000 3,44
Sivriler 1 Sivriler 2 20 1,301029 3
Sivriler 1 Sivriler 3 1225 3,088136 4,33
Sivriler 2 Sivriler 3 1240 3,093421 4,66
Ulukonak 1 Ulukonak 2 160 2,204119 3,5
Ulukonak 1 Ulukonak 3 215 2,332438 2,66
Ulukonak Dogankoy 43000 4,633468 3
Ulukonak 2 Ulukonak 3 55 1,740362 3
Dogankoy 1 Dogankoy 2 50 1,698970 3

Tablo 4.10°da verilen yuvalar arasi fiziksel mesafe degerleri ile saldirganlik

diizeyi arasindaki iliski Pearson Korelasyon analizi ile test edilmis ve kolonilerin
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laboratuvar saldirganlik diizeyleri ile aralarindaki fiziksel mesafeler arasinda zayif

pozitif yonlii bir iligki tespit edilmistir (r=0,121025) (Sekil 4.16).

Koloniler aras1 saldirganhk diizeyi
wv
>0

Koloniler arasi fiziksel mesafe (Log10 d6éniisiimii yapilmis)

Sekil 4.16. Tablo 4.10’da verilen koloni eslestirmelerine gore F. pratensis’de tiir igi

saldirganlik diizeyi ve koloniler arasi fiziksel mesafe iligkisi.

4 gruplandirmaya ait laboratuvar ve arazi saldirganliklarmin mesafe ile
gostermis olduklar1 korelasyon degerlerine ait yukarida verilen veriler Tablo 4.11°de

toplu olarak verilmistir.
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BOLUM 5

TARTISMA

Trakya Bolgesi’nde tespit edilen 17 Formica pratensis kolonisindeki tiir i¢i
saldirganlik diizeyleri hem tiiriin dogal ortaminda hem de laboratuvar kosullarinda test
edilmis ve dogal ortamda yiiksek bir saldirganlik oldugu, ancak bu yiiksek
saldirganligm laboratuvar kosullarinda diistiigii tespit edilmistir. Calismaya dahil edilen
ve birbirlerine ¢ok yakin konumlanmig ve genetik analiz sonuglarina gore aralarinda
genetik bir yakmlik oldugu tespit edilmis kolonilerde dahi yiiksek saldirganlik
diizeylerinin tespit edilmis olmasi, F. pratensis’in yuva savunmasi konusunda toleransli
olmadigma ve komsu tiirdaglar1 ile yliksek bir rekabet yasadigina isaret etmektedir.
Komsu tiirdaglara karsi yiiksek saldirgan davranislar seklinde ortaya ¢ikan bu durum
“kotit komsu” olgusu ile agiklanmaktadir. Kétii komsu olgusuna gore bir tiir kendisine
yakin konumlanmis tiirdaslarma karsi, uzakta konumlanmis tiirdaglarina gére ¢cok daha
fazla saldirgan davraniglar sergilemektedir [29]. Dogal ortam testleri esnasinda komsu
yuvalara ait is¢i karincalarin, ayni bolgede olmalarina ragmen farkli besin alanlarini
ziyaret ettiklerinin ve besin alanlarina giden yollarinmn asla kesismediginin gézlenmis
olmas1 bu savunma ve rekabet davranisini desteklemektedir. Dogal ortamda goriilen bu
yiikksek saldirganlik kolonilerin monodom 6zellikte oluglar1 ile agiklanabilir. F.
pratensis hem polidom hem de monodom koloniler olusturabilen bir tiirdiir. Monodom
koloniler tek bir kralige tarafindan yonetildikleri i¢in, farkli monodom koloniler
arasinda ortak tanima ipuglarinm azligina baglh olarak saldirganlik diizeyi de artis

gosterecektir. Diger taraftan, polidom yuvalardaki ¢ok kraligelilik ve yuvalar aras1 is¢i
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trafigi hem koloni kokularmin karigmasmma hem de genis bir tanima kimyasali
repertuarina neden olmakta, bu durum da polidom yuvalarin tiirdaglarina karsi olan
saldirgan davraniglarinin azalmasina neden olmaktadir. Polidom koloniler arasinda
saldirganlik olmayist bu kolonilerin ortak bir genetik kdkeni oldugunun da bir

gostergesidir [61].

F. pratensis’in farkli popiilasyon ile gergeklestirilen saldirganlik deneylerinde
farkli sonuglar elde edilmistir ve koloniler arasindaki fiziksel mesafe ve genetik
yakmligin saldirganlik iizerindeki etkisinin degiskenlik gosterebildigi ortaya konmustur.
Ornegin, Kiss ve Kébori (2014) Romanya'daki F. pratensis populasyonlarda yaptiklari
arastirmalarinda fiziksel olarak yakin yuvalarin uzak yuvalara gore daha yiliksek
saldirganlik gosterdigini rapor etmisler ve bu durumu kétii kemsu olgusu ile
aciklamiglardir [19]. Kotii komsu etkisi baska karinca tiirlerinin tiir i¢i saldirgan
davranislarinin agiklanmasinda da kullanilmig bir olgudur [62, 63, 64, 65]. Beye vd.
(1998) ve Pirk vd. (2001)’in F. pratensis ile gergeklestirdikleri ¢alismalar ise bu tiirdeki
tiir i¢i saldirganlik diizeyinin hem kolonilerin genetik yakinliklar1 hem de aralarindaki
fiziksel mesafe ile pozitif yonde iliskili oldugunu goéstermistir. Bu iki ¢alismanin
sonuglarina gore F. pratensis kolonileri arasindaki saldirganlik diizeyinin kolonilerin
fiziksel uzakliklarina bagl olarak artig géstermesi tiirlin bazi popolasyonlarinda “sevgili

diismanim” olgusunun da goriilebildigine isaret etmektedir [13, 28].

Gerek bu calismada gerekse de F. pratensis’in baska populasyonlar: ile
gergeklestirilen 6nceki calismalarda farkli saldirganlik diizeylerinin genetik ve ¢evresel
faktorlerin farkli etkilerinin oldugunun gosterilmis olmasi F. pratensis’in saldirgan
davranislar1 agisindan bir esneklige sahip oldugunu gostermektedir. Bu tarz bir
popiilasyonlar arasi farklilik diger bazi karinca tiirlerinde de tespit edilmistir [23, 63,
66]. Thomas vd. (1999), Iridomyrmex purpureus tiirii karinca iscilerinde yuvadas
olmayanlarin taninmasinm bir koloninin ¢evresinde bulunan tiirdaslarin yogunluklar1
tarafindan etkilendigini tespit etmislerdir [63]. Cok sayida yuva igeren alanlardaki
kolonilerin az sayida yuva igeren alanlardaki kolonilere gore ¢ok daha saldirgan

davraniglar sergiledigi gézlenmistir. Bu durum, komsu yuvalarn kavga ile
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sonu¢lanmast muhtemel ve enerji kaybina yol acacak karsilasmalardan uzak durmalar1
gercegi ile aciklanabilir [67]. Bu ¢alismaya dahil edilen 17 F. pratensis kolonisinden
bazilar1 bulunduklari alandaki tek koloniler olduklar1 i¢in, bu kolonilerdeki yiiksek
saldirganlik diizeyleri sadece tiir i¢i rekabet ile agiklanamaz. Bu yuvalarin monodom
ozellikleri ve diger yuvalarla olan gorece diisiik akrabalik yakinliklar1 da saldirganligin

artmasinda etkili etkenler arasindadirlar.

Dogal ortam ve laboratuvar kosullarinda F. pratensis’de farkli saldirganlik
diizeylerinin tespit edilmis olmasi1 bu tiriin saldirgan davranislarinin “kosullar”
tarafindan da etkilendigini gostermektedir. Rekabet halinde olan tiirdaslar arasindaki
onceki karsilasmalar (kolonilerin birbirlerini tanimalarr), habitat tipi, mevsim ve besin
kaynaklarinin degeri ve yuvadas olmayan tiirdaglarin karsilastiklar1 yerin karakteri
(yuva, besine giden yol, besin alan1 vb.) gibi ekolojik etkenler bu “kosullar” olarak ele
almabilirler. Saldirgan davranis iizerine bu tarz bir kosul etkisinin var oldugu ¢esitli
sosyal bocek gruplarinda gosterilmistir [67, 68, 69, 70]. Formica xerophila ve F.
integroides ile gergeklestirdikleri bir calismada karincalarin teritorileri igerisinde
gerceklesen rekabetci karsilagsmalarin, nétral bir alanda gergeklesen karsilagsmalara gore
daha fazla saldirgan etkilesimler ile sonug¢landigini rapor etmislerdir. Diger taraftan,
yuvadas olmayan tiirdaslara kars1 sergilenen saldirgan davranislarin diizeyinin, yuvadan
uzaklastik¢a azaldigi bilinmektedir [71, 72]. Eger kolonilere 6zgii birtakim kimyasal
isaretlerin yuva yeri ile ilgili olarak karincalara bilgi sagladig1 varsayilirsa, bu varsayim
kullanilarak F. pratensis’in laboratuvar kosullarindaki saldirganlik diizeyindeki diistisii
aciklanabilir. Dahasi, laboratuvardaki test kosullarinda oldugu gibi, yuvadaslarin
olmayisi, teste katilan karincalara yuvanin uzakta konumlandigi bilgisini veriyor
olabilir. Bu bilgi de testteki bireylere yuva ile ilgili bir tehlikenin olmadigini
sOyleyeceginden aralarindaki saldirganlik diizeyinin diisiik olmasi mantikli bir sonug
olarak karsimiza ¢ikar. Ornegin bir ¢alismada Cataglyphis cursor tiirii karincalarin
yuvalarina yakin alanlarda c¢ok daha saldirgan olduklari, yuvadan wuzaklastikca
karincalardaki saldirganligin azaldigi tespit edilmistir [73]. Her ne kadar, gevresel
etkenlerin saldirganlik iizerindeki etkisinin genetik etkenlere gore ¢ok daha az oldugunu
soyleyen ¢alismalar var ise de [74, 75], laboratuar kosullarinda g¢evresel ipuglarinin

olmayis1 karincalarin saldirganlik konusundaki eksiyon esik degerlerini arttrmis ve
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dolayisiyla da diisiik saldirganliga neden olmus olabilir. Ornegin; Chen ve Nonancs
(2000), 2 ay siire ile laboratuvar sartlarmda tutulan L. humile is¢ilerinde saldirganligin
tamamen ortadan kalkmis olmasini gevresel etkenlerin saldirganligin belirlenmesindeki

onemlerine baglamiglardir [76].

Sonug olarak, calismaya dahil edilen F. pratensis kolonileri arasindaki
saldirganlik diizeyinin bir dereceye kadar genetik ve ¢evresel etkenler tarafindan
belirlendigi tespit edilmistir. Farkli F. pratensis populasyonlarinda goriilen farkli
saldirgan davranislar, tiiriin davranigsal acidan esneklige sahip oldugunun ve lokal
kosullardan etkilendiginin bir gostergesi olarak ele alinmistir. F. pratensis’te tiir i¢i
saldirganligim dogal ortam ve laboratuvar ortamlarinda farkli oldugunun tespit edilmis
olmasi, tiirtin dogal ortamda aktif savunma davraniglar1 sergileyerek zindeligine katki
saglayacak bir savunma mekanizmasina sahip oldugunu gostermektedir. Elde edilen
sonuclar genetik ve ¢evresel etkenlerin saldirganlik tizerindeki etkilerinin belirli bir tiir
icin genel egilim sergilemedigini gOstermesi acisindan Onemlidir. Karinca
kolonilerindeki genetik yakinlik koloniler arasindaki saldirgan davraniglarin temel
belirleyicisi olsa da lokal ¢evresel etkenlerin de tiirlin davraniglarinin belirlenmesinde
rol oynadiklar1 bir gercektir. Bu agidan bakildiginda, farkli genetik ve sosyal
organizasyonlara sahip baska karmca tiirleri ile gerceklestirilecek sonraki ¢alismalarin
konu ile ilgili ¢cok daha degerli veriler ortaya koyacagi aciktir. Genetik ve cevresel
kaynakli saldirgan davranislarin tiirler arasinda farklilik/benzerlik gosterdiginin tespiti,
sosyal yasamin en iist mertebesine ulagsmis bu gizemli grubun evrimsel basarisinin

aciklanmasina da katki saglayacaktir.
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