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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

CICEK KOKULARININ Bombus terrestris L. ANTEN KEMORESEPTOR
TRANSKRIPTOM PROFILLERI UZERINE ETKiSININ ARASTIRILMASI

Tun¢ DABAK

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dah

Damsman : Dr. Ogr. Uyesi Fatih DIKMEN

Karasal yasama adapte olmus bocekler, hayatlarin1 devam ettirebilmek i¢in ¢evrelerindeki
kimyasal bilgiyi kullanmaktadir. Bu bilgiler, yuva alani belirleme, es secimi, besin arayisi, av
tespiti ve avcilardan kagma gibi eylemleri gergeklestirirken kullanilmaktadir ancak bunun i¢in
bocekler, gevrelerindeki kokulart birbirlerinden ayirt edebilmeli ve kokuya yonelik davranis
farkliliklar1 gosterebilmelidirler. Bu davranislar i¢inde arilar tarafindan gergeklestirilen besin
arayisl, tarimsal ve dogal vejetasyondaki ¢icekli bitkilerin tozlastirilmasini saglamaktadir. Bu
caligmada seralarda polinator ar1 olarak sikca kullanilan ve ticari olarak yetistirilen Bombus
terrestris (L.) tiirliniin, djenole sartlandirildiginda antenlerinde goriilen gen ifade farkliliklar:
karsilastirilmistir. Boylelikle, spesifik bir kokunun ve kokuya bagli 6§renme davraniginin
etkisinin gen diizeyinde yarattig1 farkliliklar ele alinmistir. Gozlenen farkliliklar sayesinde,
arillarin kokuya dayali 6grenme ve davranis ¢aligmalari i¢in hangi genlerin iizerinde durulmasi
gerektigi ve koku reseptorlerinin yonelime bagl hareketleri belirleyen genlerle yakinlig gibi
bilgiler tartisilmistir. Bunun yanisira, arilarin seracilik ve tarimda istenilen bitki gruplarina
yonlendirilmesini saglamak adina yapilacak ¢alismalar i¢in {izerine yogunlasilmasi gereken
genler ve arilarin seralarda daha efektif kullanilmasini saglamaya yonelik 6neriler sunulmustur.

Haziran 2021, 87 sayfa.

Anahtar kelimeler: RT-qPCR, Koku reseptorleri, Bombus arisi, kokuya sartlandirma, PER
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

INVESTIGATION of the EFFECT of FLORAL SCENTS on
TRANSCRIPTOME PROFILES of ANTENNAL CHEMORESEPTORS of
Bombus terrestris L.

Tun¢ DABAK

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Biology

Supervisor : Assist. Prof. Dr. Fatih DIKMEN

Insects use the chemical information around them to survive by performing actions such as nest
site determination, mate selection, foraging, prey detection and hiding from predators. In other
words, insects must be able to distinguish between different type of scents in their environment
and differ in odor-oriented behavior. The foraging activity carried out by bees enables the
pollination of flowering plants in agricultural and natural vegetation. In this study, gene
expression differences observed in the antennae of commercially reared Bombus terrestris (L.)
species which is frequently used as pollinator bee in agricultural production in greenhouses
when conditioned to eugenol, were compared by using RT-qPCR method. Thus, the differences
caused by a specific odor and the effect of odor-related learning behavior were discussed at the
gene level. In addition, the genes that should be focused on in order to direct the bees to the
desired plant groups in greenhouse and agriculture as well as suggestions for the more effective
use of bees in greenhouses were presented.

June 2021, 87 pages.

Keywords: RT-qPCR, Olfactory receptors, Bumblebee, odor-conditioning, PER
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1. GIRIS

Giliniimlizde kayit altina alinmig 1 milyon civarinda bocek tiiri bulunmaktadir ve canh
cesitliliginin yaklasik 70%°‘ini bu topluluk olusturur (Stork, 2018). Bu durum onlarin diinyadaki
organizmalar arasindaki en baskin yasam formu olarak nitelenmelerine neden olmaktadir
(Gullan ve Cranston, 2010; Foottit ve Adler, 2017). Diinyadaki hemen hemen her habitat
icerisinde boceklere rastlamak miimkiindiir (Gullan ve Cranston, 2010). Bu denli basarili
olmalarinin ardindaki sir, miithis adaptasyon 6zellikleri ve gosterdikleri ¢esitliliktir (Klowden,
2013; Suh vd., 2014; Gullan ve Cranston, 2010). Adaptif (uyumsal) 6zellikleri arasinda her ne
kadar morfolojik karakterler goziimiize daha ¢ok c¢arpsa da, farkli ¢cevre kosullarinda verdikleri
fizyolojik cevaplar da bu konuda onlar1 6n plana ¢ikarmaktadir (Klowden, 2013). Ornek olarak,
yemek bulmak ve gorev ayrimlarinin yapilmasi gibi islemler i¢in koloni sistemlerinde yasayan
sosyal boceklerde, iletisim ile ilgili adaptasyonlar, en az morfolojik adaptasyonlar kadar 6nem
arz etmektedir (Hansson ve Stensmyr, 2011; Suwannapong ve Benbow, 2011). Boceklerde
goriilen iletisim ¢esitlerinden olan kimyasal iletisimin saglanmasi, koku mekanizmasinin dogru
caligmasina baghdir. Bocekler, algiladiklari farkli kokulara gore nérolojik olarak farkli cevaplar

tiretirler ve boylelikle hayatta kalma basarilarini artirirlar (Goulson, 2010).

Boceklerin duyarli oldugu kokular genelde feromonlar ve havada yayilan kokular olarak
belirtilebilir (Goulson, 2010) ve bu tip kokular semiyokimyasallar olarak nitelenir (Fan J.,
2011). Semiokimyasallar kii¢iik molekiil agirliklarina sahip ¢ok hafif koku kimyasal maddeleri
olarak tanimlanmistir (Fan J., 2011). Bocekler semiokimyasallari hem tiir i¢i hem de tiirler aras1
etkilesimde kullanirlar (Gullan ve Cranston, 2010; Fonta ve Masson 1987). Bu etkilesimin
gerceklesmesi icin semiokimyasal bir canli tarafindan salgilanmal1 veya pasif olarak etrafa
yayllmalhdir. Etrafa yayilan bu semiokimyasalin bir diger canli tarafindan algilanmasi ve
sonugta sinir sisteminde bir sinyalin {retilmesi gerekmektedir. Bu sinyalin olusmasi igin
kokunun tutunacagi, bir kokuya 6zgii ya da genis ¢apli kokular1 algilayan bir koku reseptorii

(OR, olfaktor reseptor) gerekmektedir (Andersson, 2015).

Boceklerde kokularin algilanmasini saglayan reseptdrler, anten, maksillar palpus, bacaklar,
ovipozitdr ve sersi gibi bir ¢ok viicut kisminda yer almaktadir. Ancak bu viicut bolimleri

arasinda antenler, bu islev icin en temel organ olarak belirlenmistir (Chapman, 2013). Bu



acidan, boceklerde koku alma/koklama eyleminin daha iyi anlasilabilmesi i¢in antene
odaklanilmasi kac¢iilmazdir. Kokuyu algilama bigimleri ve dolayisiyla da kokuyla iletisim
dilleri ¢oziildiikce, insanin boceklerle olan ¢ekismesi de, ekolojik dengeler bozulmadan, insan
hayatina uyumlu ¢oziimler ile neticelendirilebilecektir. Bu hem ekolojik hem de saglik ve
ekonomi yoniinden farkli faydalar barindirabilme potansiyeli olan bir konudur. Bu tez ¢calismasi
bu amagla tarimsal {iretimde tozlastiric1 olarak siklikla faydalanilan Bombus terrestris (L.) tiiri
arilarin anteninde gerceklesen koku alma eyleminin molekiiler mekanizmalarindan bazilarini
aydinlatmay1 hedefleyerek bulgularin tarimsal iiretimde farkli bir perspektif sunmasini

amagclamaktadir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1 BOCEKLERDEKI KOKU DUYUSUNUN INSANLAR iCiN ONEMI

Evrimsel siirecte bocekler i¢in koku duyusu, hayatta kalmalari i¢in biiyiik onem teskil
etmektedir (Raguso, 2004). Ornegin, disi bir sivrisinegin yumurtalarinin gelismesi ve
beslenebilmesi i¢in diger hayvanlarin kanlarina ihtiyaci vardir (Briegel, 1985). Ancak
sivrisinek, diger hayvanlar1 belirlemede yalnmzca gorsel izleri degil, yonelecegi canlinin
biraktig1 karbondioksit ve viicut kokusunu da takip eder (Gillies, 1980). Bu yonelim ile hayatta
kalma basarisini artirmis olur. Sivrisinegin hayatta kalma basarisini arttiran koku faktorii insan
icin dezavantaj saglamistir. Ciinkii sinegin tasidig1 patojenlere bagl gelisen hastaliklar insan
hayatin1 negatif yonde etkilemistir (Kindhauser vd., 2016; Weaver ve Lecuit, 2015; Halstead,
2007). Bu negatif etkiden kurtulmak i¢in sinek kovucular, ilaglamalar ve kimyasal miicadele
insanlarin 6nceliklerinden biri olmustur (Tsitoura vd., 2015; Afify vd., 2019; Syed ve Leal,
2008; Bohbot vd., 2011). Bunun yanisira, ¢ekirge siiriileri (Guo vd., 2020), keneler (Palsson
vd., 2008), orman zararlilar1 olarak tanimlanan bazi bocekler (Liebholt, 2012) ve tarim
zararlilarma (Peyrovi vd., 2013) kars1 da benzer sekilde koku ile yaniltici veya farkl
yonlendirici miicadele yontemleri gelistirilmistir. Tiim bunlarla birlikte, insan hayatina yarari
olan boceklerden faydalanmamiz veya faydali olan bocekleri korumamiz icin de koku

duyusunun nasil ¢alistigin1 anlamamiz gerekmektedir (Singh vd., 2015).
2.1.1 Model organizma olarak Bombus terrestris (Linnaeus, 1758)

Koku duyusunu anlamak ve mekanizmasini tespit etmek icin bir ¢ok hayvan modeli
kullanilmistir (Vogt ve Riddiford, 1981; Swarup vd., 2011; Ishida vd., 2004). Bu hayvan
modellerinden birisi de Bombus terrestris (L.)’dir (Fonta ve Masson, 1987). Bombus cinsi
arilar, gercek sosyal yasam gosteren (0sosyal) ve koloni olusturan arilardir. Diinya {izerinde
250 kadar tiire sahiptir (Williams vd., 2008) ve iilkemizde ise 47 tiirii yasamaktadir (Rasmont
vd., 2009). Bu cins igerisindeki tlirlerden, iilkemizde en genis yayilim alanina sahip olan ve son
20 yildir ortii alt1 tarimda en ¢ok kullanilan tiir ise B.terrestris’tir (Gosterit ve Giirel, 2014).
Tarimda ¢okga tercih edilmelerinin sebeplerinden biri, biiyiik viicut yapilar1 ve viicudunu
cevreleyen yogun kil tabakasi sayesinde bal arilarina gére daha ¢ok polen tastyabilmeleridir
(Free ve Williams, 1972). Ayrica uygun olmayan hava kosullarinda bile (riizgarli, 15 °C

altindaki sicakliklarda ve hafif yagmurda) bal aris1 calismazken bombuslar ¢alisabilmektedir



(Heinrich, 1979). Bu da onlan 6zellikle 1liman kusakta sert gegen erken bahar donemleri i¢in
alternatif bir tozlastirici haline getirmektedir. Bunlarin yaninda bombus arilar1 ortii alti
yetistiriciliginde veya tozlastirma kafeslerinde kullanima da ¢ok uygundurlar (Dabak ve
Ozenirler, 2018). Ciinkii kiiciik koloni yapis1 sayesinde, seralarda rahatlikla strese maruz
kalmadan c¢icekleri tozlastirabilmektedirler (Robert vd., 2017). Giinlimiizde, domates ve
pathican gibi Solanaceae ailesine ait bitki yetistirilen seralarda tozlastirict ar1 olarak
kullanilmaktadir (Teppner, 2005; Vergara ve Buendia, 2012) ciinkii domates bitkisinin
cigceklerinin polen saliniminin gergeklesmesi icin ¢igegin belirli bir frekansta titresime
(buzzing) maruz kalmasi1 gerekmektedir (De Luca vd., 2012). Bal aris1 bu titresimi
saglayamadigindan domates tozlasmasi i¢in faydasiz bir tiir olarak karsimiza ¢ikar (Zhang vd.,
2015). Ancak bombus giiclii govde kaslariyla ¢icek lizerinde yeterli bir titresim olusturur ve bu
da Solanaceae ailesine iiye tarimsal liretimde kullanilan ¢igekli bitkilerin polen salinimini uyarir
(De Luca vd., 2012). Bu agidan bombus arilar1 tarimsal {iretimde ayr1 bir 6neme sahiptir. Bu da
onlari, beslenme davranisini etkileyen dolayisiyla bitki tercihlerini belirleyen koku gibi

faktorlerin arastirilmasinda 6nemli bir model organizma yapmaktadir.
2.1.2 Bombuslarin kokuya bagh davramslar:

Dogal bir bombus kolonisinin varligi, kralice armin aktivitesine baglidir. Bir dnceki sene
gelismis ve ciftlesmis olan kralice, kis uykusuna yatmak ve diger sene koloni kurmaya
baslamak i¢in uygun yuva aramaya baglar. Cogunlukla diger canlilar (fare, yilan, kirpi ve diger
bdcekler) tarafindan daha 6nceden kullanilmis, terkedilmis ve genellikle yer altindaki korunakli
bolgelerde yuva alanini belirler (Alford, 1969) ancak tas duvarlarda (Skovgaard, 1936) ve ¢iirtik
agac govdelerinde kisladiklar1 da bilinmektedir (Tkalcu, 1960, 1961; Haeseler 1972). Kislayan
kralice sogiit agaclarinin ¢igeklenmesiyle Ortiisen bir zaman araliginda, erken bahar déneminde
havalarin 1sinmaya baglamasiyla uykusundan wuyanir (Dylewska, 1962). Ardindan
yumurtalarini, kendi topladig1 polen, nektar ve viicut salgilarindan olusturdugu kiipleri andiran
odaciklar igerisine birakir (Sladen, 1912). ilk larvalar ergin evreye ulasana kadar yuva
olusturma, yavru bakimi ve yuva 1sisini sabitleme faaliyetlerini kralice tek basina gergeklestirir
(Heinrich, 1972). Ilk ergin isciler gelistikten sonra kralice artik yuvay1 terketmez ve isciler
genel olarak polen ve nektar toplama faaliyetlerini gerceklestiren tarlacilar (forager) ve yavru
bakimi ile yuva insaasini {istlenen bakicilar (nurser) olmak iizere birbirlerinden farkli 2 gérev

iistlenirler (Goulson, 2010). Hayatta kalabilmek i¢in ¢igcek nektar1 ve polenine ihtiya¢ duyan



koloninin polen ve nektar ihtiyacina gore farkli sayida is¢iler bu ihtiyaci gidermek i¢in yuvayi
tarlacilik faaliyetleri ger¢eklestirmek tizere terk eder (Cartar ve Dill, 1990). Cicek tercihlerini
olustururken, ilk ugusuna baslayan tarlact is¢i etrafindaki cicekleri ziyaret eder ve bunlar
icerisinden en ¢ok 6diilii (nektar/polen kalitesi ve miktari, nektardaki seker oran1 gibi etmenler)
hangi cicekten aliyor ise tarlacilik faaliyetini o bitkiyle siirdiiriir (Martin vd., 2018). Bu yonelim
“cicek sabitlemesi” (floral fidelty) veya “yiyecek arama sadakati” (foraging constancy) olarak
adlandirilmigtir ve arinin az enerji harcayarak daha zengin icerikli besin toplamasini saglayan
bir davranis seklidir (Gegear ve Laverty, 2005; Dornhaus ve Chittka, 2005). Bu davranist
gerceklestirirken, etraftaki alternatif besin kaynaklarini gormezden gelerek sadece sectigi
bitkiye odaklanir ve bu bitkiye tekrar tekrar ulasim saglayabilmek icin etrafindaki yer
isaretlerini, cografik etmenleri ve nektar-bitki kokusunu izler (Philippides vd., 2013; Dornhaus
ve Chittka, 1999). Bu agidan tarlaci isciler, yuvaya dondiiklerinde topladiklari besin igeriklerini
kovandaki iscilere tattirarak onlara da 6dil varligini belirtmeye calisir. Bu haberlesme bal
arillarindaki dansa ¢ok benzemez ve bu agidan yon veya mesafe belirtilmez (Goulson, 2010).
Ama diger ig¢ilere carpan ve feromon salgilayan bombus arilar1 en azindan etraftaki giizel besin
kaynaklarinin varhigint bildirir (Dornhaus vd., 2003). Bu isaret, daha dnceden bu bitkiye
yonelim gostermemis olan kolonideki arilarin bu bitkilere yonelim gdostermelerini
saglamaktadir (Kawaguchi vd., 2007). Bu da onlarin belirli bir kokuyu takip ettiklerini bizlere
gostermektedir. Beslenme noktasinda kokuyu bu denli etkili bir sekilde kullanan model
organizmalardan birisi olmasi, bu canli tiirii ile c¢aligmayr anlamli kilan en Onemli

faktorlerdendir.

2.2 KOKU ALGILAMADA ANTENIN ROLU

Boceklerde koku algilayan ana organ antenler olarak belirlenmistir (Chapman, 2013). Antenler,
segmentli yapilardir. Ilk segmenti olan scapus ile bocegin bas kismina baglanir. Scapusun
devaminda pedicel adi verilen bir segment bulunmaktadir. Pedicelin biinyesinde antenin
hareket ettirilmesine yardimci kas baglantilar1 ve sensor hiicreleri barindiran Johnston’s organi
yer alir. Ardindan gelen segmentlerin her biri flagellomer olarak, tamamu ise flagellum olarak
adlandirilir. Bu bolim anten ylizeyinde en ¢ok sensilla bulunduran kisimdir (Goulson, 2010)

(Sekil 2.1).



Sekil 2.1 Bombus terrestris anteninin TEM (taramali elektron mikroskobu) goriintiisii P: Pedicel, S:
Anten sap1 Scape, F1-F9: Flagellomer

Farkli bocek gruplarinda farkli anten tipleriyle karsilagmak miimkiindiir. Genel olarak anten
tipleri flagellum kismindaki degisimlere gore isimlendirilmislerdir ve kabaca 9 farkli tip en ¢ok

goze carpar (Gullan ve Cranston, 2010) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2 Boceklerde genel olarak gorilebilen farkli anten tipleri (Gullan ve Cranston, 2010’dan
degistirilerek alinmistir).

Antenlerin ylizeyi, bocegin dis iskeletini olusturan kutikiilar yap1 ile kaplanmistir (Goulson,
2010). Bu kutikiilar yapi, taramali elektron mikroskopu (TEM) ile incelendiginde kutikiila
ylizeyinde bulunan farkli yapilarda sensilla tipleri goriilmektedir (Sekil 2.3).



Sekil 2.3 Bombus terrestris anteninin TEM goriintiist ile elde edilen bazi sensillum tipleri KS: Kil
yapisindaki sensillum, CS: Cukur yapisindaki sensillum

2.2.1 Bocek antenlerinde sensilla tipleri ve gorevleri

Antenler koku alma duyusunda en 6nemli yeri isgal eder ancak antenler koku almanin yanisira,
sicaklik, nem, zayif elektrik alanlari, riizgar yonii, tat ve karbondioksit yogunlugunu da
algilarlar (Agren ve Hallberg, 1996; Sutton vd., 2016). Bu kadar ¢esitli etmenleri algilamak i¢in
Ozellesmis antenlerin iizerinde sensilla adi verilen ve birgok ¢esidi bulunan ufak kil benzeri
yapilar belirlenmistir. Sensilla islevleri ve sekilleri tiirler ve hatta cinsiyetler arasi farklilik
gostermektedir (Steinbrecht, 1996). Farkli sekildeki sensilla farkli isimler almistir (Syed, 2015).
Bu degisik sensilla tipleri Sekil 2.4’te gosterilmektedir.



Sekil 2.4 Boceklerdeki farkli sensilla yapilari. A-C: Farkl sekildeki sensilla uzantilari. D-G: Sensillum
enine kesitleri. Kutikula siyah olarak gosterilmistir. A: Can sekilli sensillum. B ve F: Tat algilayici
(gustatory) sensillum. C ve D: Tek duvarli olfaktér sensillum. E: Cift duvarli olfakt6r sensillum.
G: Porsuz sicaklik ve nem (thermo-hygro) reseptorii. N: Farklilagmamis epidermal hiicreler. R:
Noron hiicresi; bir veya daha fazla bipolar reseptor noron hiicresi olmak tizere beyne bir akson ile
ve sensillum igerisine ise dendrit uzantisi ile erisir (A-G ‘deki beyaz profiller). Th, Tr ve To:
Noron hiicresini ve sensillum lenf sivisimi gevreleyen 3 epitel hiicre. (Steinbrecht, 1996’dan
degistirilerek alinmistir).

2.2.1.1 Kemoreseptor gorevi gorenler (Feromon ve koku algilayan)
Trikoid sensilla, uzun sivri ya da kiit uglu kil benzeri yapidadir (Smith, 2009; Simpson, 2005;

Shanbhag vd., 1999) ve feromonlara 6zellesmis ndronlara sahip olduklari diisiiniilmektedir

(Brito vd., 2016).



10

Bazikonik sensilla, daha ufak boyutlarda ve catallanmis bir goriinlime sahiptir (Steinbrecht,

1996).

Plakoid sensilla ise, bir fissiir ile ¢evirili ve radyal olarak ¢izgili oval bir plaka olarak karakterize

edilmistir (Agren ve Hallberg, 1996).

Coeloconic sensillanin, ¢ogunlukla genel kokulari algilayan ndéronlara sahip olduklari
diistiniilmektedir (Brito vd., 2016) ve kiitikular yapidaki anten yiizeyinden igeriye girinti
yapmis sekilde ¢ukur olusturan yapilardir (Steinbrecht, 1996).

2.2.1.2 Nem ve sicaklik algilayan

Ampullacea sensilla, kiitikular yapidaki anten ylizeyinden igeriye girinti yapmis halde ¢ukur
olusturan yapilardir. Ampullacea sensilla, ceoloconic sensillaya gore daha derinde ve ufak
hacimdedir. Cift kutikular yapidaki ¢ukuru dolduracak kadar genis ¢apli dendrit yapilarina
sahiptirler (Smith, 2009).

2.2.1.3 Hareket sensorii olarak gorev alan

Can sekilli sensillanin, tasidigi kil bir kubbe yapisina indirgenmistir (Gupta, 1992) ve yapisi bir
can goriinlimii almistir. Genellikle tek bir bipolar ndrona sahiptirler ve titresimin algilanmasini

saglarlar (Simpson, 2005).

Her bir sensilla igerisinde uzanan koku algilayict néron (OSN veya ORN) dendritlerinin
ylizeyinde bulunan koku reseptorleri (OR), koku ko-reseptorii (Orco) olan bir bagka protein ile
bitisik bir halde iyon kapist olarak islev gormektedir. Boylece, diger canlilardaki koku
reseptorlerinden farkli bir ¢alisma mekanizmasina sahiptir (Leal, 2013). Bunun yan1 sira,
antenlerde gorevli proteinler ve genler, antenlerin morfolojik karakterlerinden ziyade
kullanildig1 ortamdaki islevleri ve uyum 6zelliklerine bagl olarak aktiflesmekte oldugu tespit

edilmistir (Steinbrecht, 1996).

Sensilla tiplerine (basiconica, trichodea, placodea) bagli olarak taksonomik tiir ve kast
ayriminin yapilabilecegi de ortaya konmustur (Shang vd., 2010). Boceklerdeki anten tiplerinin
(serrat, pektinat, plumoz, stylat, moniliform, klavat, kapitat, flabellat, genikulat, aristat ve
setace) farkli olabildigi gibi sensilla tiplerinin de tiirler ve cinsiyetler arasinda farkli olabildigi

belirtilmistir (Gullan ve Cranston, 2010). Farkli sensilla tiplerinde farkli reseptor ailelerinin
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bulundugu goéz Oniline alindiginda, belirli sensilla tiplerini bulunduran antenlerin koku
algilanmasinda farkli kompozisyonlar sergileyerek tiirler arast davranis farkliliklarim
belirlemede rol iistlendigi belirtilmistir (Shang vd., 2010). Koku algilamaya bagli gosterilen
davraniglar ile secici baskilarin sekillendirdigi reseptdr kompozisyonlarmin farkli bdcek
gruplari i¢in ayn1 olmayacagi belirtilmistir. Boylelikle, farkli baskilar altinda sekillenmis bécek
gruplar1 arasindaki, antenlerde bulunan sensilla tiplerinin sayilari, yerleri, {izerlerinde
ozellesmis protein aileleri ve proteinlerin isleyisleri farklilik gdstermektedir. Oyle ki,
Drosophila melanogaster Meigen 1830, tiirlinde bulunan genel koku reseptorleri (OR)
hakkinda bilinen mekanizmalarin, kelebeklerde bulunan feromon algilayic1 reseptorlerdeki
(PR) mekanizma ile ayni sekilde ¢alismadigi bilinmektedir (Leal, 2013). Bu nedenle, farklh
sensilla tiplerindeki reseptorlerde gerceklesen mekanizmalarin benzerlik ve farkliliklarin
aciklanmasi, ayrica gorevli genlerin tespit edilmesi, bdylelikle boceklerdeki farkli
kompozisyonlarda bulunan koku alma mekanizmalarinin aydinlatilmasi kritik bir 6nem
tasimaktadir. Buna bagl olarak, sensilla tiplerine 6zellesmis bazi OSN, OR ve Orco genleri

Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1 Ug ana sensilla cesitlerinde bulunan koku algilayici néron (OSN), reseptor ve ko-reseptor ile
ilgili genler (Miinch ve Galizia, 2016°dan degistirilerek alinmustir).

OSN Reseptor Koreseptor
Sensilla
TRICHODEA atlA Or67d Orco
at2A Or83c¢ Orco
at2B Or23a Orco
at3A Orl19a, Or19b Orco
at3 Or2a Orco
at3 Or43a Orco
at4A Ord7b Orco
at4B Or65a, b, ¢ Orco
at4C Or88a Orco
BASICONICA ablA Or42b Orco
ab1B Or92a Orco
abl1C Gr21a, Gr63a Orco
ablD Orl0a, Grl0a Orco
ab2A Or59b Orco
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ab2B Or33b, Or85a Orco
ab2B Or33b Orco
ab2B Or85a Orco
ab3A Or22a, Or22b Orco
ab3B Or85b Orco
ab4A Or7a Orco
ab4B Or33a, Or56a Orco
ab4B Or33a Orco
ab4B Or56a Orco
ab5A Or82a Orco
ab5B Or33b, Or47a Orco
ab5B Or33b Orco
ab5B Ord7a Orco
abbA Orl3a Orco
ab6B Or49b Orco
ab7A Or98a Orco
ab7B Or67c Orco
ab8A Or43b Orco
ab8B Or9a Orco
ab9 Or67b Orco
ab9 Or69aA, Or69aB Orco
abl10A Or67a Orco
abl0B Or49a, Or85f Orco
ab10B Or49a Orco
abl10B Or85f Orco
COELOCONICA | acl Ir31a Ir8a
acl Ir75d Ir25a
acl Ir92a Ir25a, Ir76b
ac2 Ir75a Ir8a
ac2 Ir75d Ir25a
ac2 Ir41a Ir25a, Ir76b
ac3A Ir75a, Ir75b, Ir75¢ Ir8a
ac3B Or35a Orco, Ir76b
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ac3B Or35a Orco, Ir76b
ac4 Ir84a Ir8a

ac4 Ir75d Ir25a

ac4 Ir76a Ir25a, Ir76b

2.2.2 Koku Alma Fizyolojisinin Molekiiler Mekanizmasi

Bir semiyokimyasal molekiiliiniin bocekte sinyal olusturabilmesi icin bdcegin reseptorleri
tarafindan algilanmas1 gerekmektedir. Bunun i¢in koku molekiiliiniin 6ncelikle anten
kutikulasin1 gecip antenin igindeki hemolenfe ulagsmasi gerekmektedir (Kaupp, 2010).
Sensillum yiizeyinde bulunan porlardan igeriye giren ve sensillum lenfine ulasan
semiyokimyasal bir feromon ise, bu sivida bulunan feromon baglayici protein (PBP), eger bir
koku ise koku baglayici protein (OBP) tarafindan tutulur (Swarup vd., 2011) ve sensillum lenfi
boyunca olfaktdr reseptor néronun (ORN) dendritlerinin yiizeyinde bulunan ve lokalize olarak
diisiik pH bolgesi olusmus alanda koku reseptorlerine (OR) iletilir (Buck ve Axel, 1991; Leal
vd., 2005; Venthur ve Zhou, 2018). Ilk olarak D. melanogaster’de kesfedilmis olan OR’ler,
koku reseptor ko-reseptdrii (Orco) adi verilen ve evrimsel olarak korunmus bir yapiyla
kompleks halindedir (Anfora vd., 2011; Brito vd., 2016; Clyne vd., 1999; Steinbrecht, 1996).
OR-Orco kompleksi ile koku birlesince, sinirlerde elektrik sinyali olusur. Boylece ORN’den
merkezi sinir sistemine sinyal iletilir (Hansson, 2002; Brito vd., 2016) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5 Olfaktor sensillum igerisinde gergeklesen ve gergeklestigi tahmin edilen koku alma ve sinyal
iletim mekanizmasi (Brito, 2016’dan degistirilerek alinmistir). LDP: Lokalize dlisiik pH bolgesi.
OBP: Koku baglayici protein. ODE: Koku yikici enzim. OR: Koku (Olfaktor) reseptor. ORCO: ko-
reseptor. OSN: Koku algilayici néron. SL: Sensillum lenfi

Sinyal iletiminin ardindan, bocek tarafindan verilecek tepki sinyalin tiretildigi reseptore gore
degisiklik gostermektedir ve buna bagli olarak anten topolojisi degistiginde, bocegin
davranislart ve ekolojik roliide de degisim gézlenmektedir (Fonta ve Mason, 1984; Syed 2015).
Bu degisimler ve farkliliklar bir¢ok aragtirmacinin bu konu iizerinde calismalarini
yogunlastirmasina sebep olmustur (Hansson ve Stensmyr, 2011; Shen vd., 2015; Andersson

vd., 2015; Brand vd., 2018; Elgar vd., 2018; Grabe ve Sachse, 2018).
2.2.3 Mekanizmadaki proteinlerin gorevi

Boceklerde 6 farkli gen ailesinin koku molekiilleriyle iligkili oldugu belirtilmistir. Bunlar
kokunun algilanmasiyla alakali olarak; koku reseptorleri (OR), tat reseptorleri (GR),
iyonotropik reseptorler (IR)’dir. Bocek OR'leri, molekiiler olarak incelendiklerinde
omurgalilarda bulunan G-proteine bagli OR'lerden farkli olarak GR’lerin soyundan geldigi
kabul edilmektedir (Fleischer vd., 2018). OR’ler semiyokimyasallar1 elektrik sinyaline
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cevirmekle gorevlidirler (Leal, 2013). Genis yelpazede koku ¢esitlerine yanit verenler “genel
OR”ler olarak, dar koku repertuarina cevap verenler ise “spesifik OR”ler olarak tanimlanmistir
(Carey ve Carlson, 2011). Fizyolojik olarak ise Orco ile heteromerik kompleks halinde bulunur
ve se¢ici olmayan katyon kapisi gorevi gortir (Sato vd., 2008; Wicher vd., 2008). OR’ler uygun
bilesikler ile baglandiklarinda hizli iyonotropik sinyaller iireterek ilgili noronlarin
depolarizasyonunu tetiklerler (Nakagawa ve Vosshall, 2009; Leal, 2013). Boylelikle, OSN
aracilifiyla sinyal anten lobuna iletilir ve bocek beyni tarafindan algilanir. GR’ler de OR’ler ile
ayni aileyi paylasirlar ama tat alma ile alakali noronlarda aktiftirler (Abuin vd., 2011).
Ozellkikle seker ve karbondioksit icerikli iiriinleri algilamada rol oynarlar (Yang vd., 2017).
IR’ler ise asetat ve amin benzeri igeriklere sahip molekiillerle aktiflesen iyonotropik glutamat
reseptOr protein ailesinin bir iiyesidir ve sadece kimyasal algilamada gorev yaparlar (Benton

vd., 2009).

Kokunun taginmasiyla alakali proteinler ise; koku baglayici proteinler (OBP), kemosensor

proteinler (CSP) ve duyusal néron membran proteinleridir (SNMP) (Suh vd., 2014).

OBP proteinlerini kodlayan genler, periferik olfaktdr dokularda en ¢ok ifade edilen genler
arasinda yer alir (Brito vd., 2016). OBP'lerin ve CSP’lerin koku alma prosediiriinde gorev alan
ilk protein oldugu diisiiniilmektedir (Suh vd., 2014; Venthur vd., 2014). OBP, neredeyse 40 y1l
once Vogt ve Riddiford (1981) tarafindan kesfedilmis ve artik giintimiizde kendi icerisinde 3
gruba ayrilmiglardir; genel koku baglayici proteinler (GOBP), feromon baglayici proteinler
(PBP) ve anten spesifik proteinler (ASP) (Venthur vd., 2014).

Koku tagiyici proteinlerin genetik ifadeleri ve bunlarin diizeyleri kullanilarak koku ile reseptor
arasinda iliski kurulabilir. Ancak OBP’nin koku ile OR arasinda bag kurmasini saglarken nasil
bir kompozisyon igerisinde oldugu konusunda farkli iki goriis bulunmaktadir. Bu goriislerden
birisi, kokunun kendiliginden OR’yi aktiflestirebildigini belirtir. Diger goriis, koku ile OBP
kompleksinin beraberliginde OR ’nin aktiflestigini soyler (Leal, 2013).

Koku ve feromon reseptorlerin bulundugu dendritlerin yilizeyleri negatif yiikliidiir (Keil, 1984)
ve buna ek olarak OR/Orco kompleksi tutundugu koku molekiiliine bagli olarak elektriksel yiik
degisimlerine sebep olmaktadir. Boylelikle molekiiler yigilmalara ve lokal pH farkliliklarina
yol agmaktadir. Ipek boceklerindeki BmorPBP1 baglayici proteini bir feromon olan bombykol
molekiiliinii sensillar lenfte yliksek pH'ta iken yliksek afinite ile bagladigi, ancak diisiik pH'de
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feromon i¢in afinite gostermedigi tespit edilmistir. Ayrica yiiksek veya nétr pH'tan (B-formu,
acik form) proteinin diisiik pH'ia doniisiimiiniin (kapali form) fizyolojik olarak 6nemli oldugu
gosterilmistir (Wojtasek ve Leal, 1999). Boylece baglayici proteinlerin, pH farklarma gore 2
farkli konformasyonda bulunabildigi tespit edilmistir. Bir bagka deyisle, diisiik pH ortaminda
baglayici proteinler yapisal farkliliklardan dolay1r koku molekiilleri ile bag kuramamaktadir.
Yani, sensillum lenf igerisine giren koku, koku baglayici proteinler tarafindan tutulup negatif
yiiklii dendrit yiizeyine dogru gider ve dendrit ylizeyi ¢evresinde olusan lokalize diisiik pH ile
yapisal bir degisiklik yasayarak tuttugu koku molekiiliinii serbest birakir. Boylece koku, OR
tarafindan yakalanir ve su ana kadar yiiriitiilmiis olan biyokimyasal, biyofiziksel ve yapisal
caligmalar sonucunda en azindan giivelerin feromon reseptorleri (PR) i¢in kokularin tek basina
OR’yi aktiflestirebildigi teorisi desteklenmektedir (Leal vd., 2005; Wojtasek ve Leal, 1999).
Ancak, diinya lizerindeki bocek ¢esitliligi géz oniinde bulunduruldugunda, bir bocek grubu i¢in
belirlenen feromon mekanizmasinin diger bocek gruplarindaki koku mekanizmasi i¢in bire bir
gecerli olmas1 miimkiin goriinmemektedir. Oyle ki, koku segiciliginde, OBP-koku kompleksi
olugmadan, reseptor uyariminin gergeklesmedigi ve OR’nin aktiflesmedigi konusu da asikardir
(Xu vd., 2005). D. melanogaster igin “Lush” isminde bir OBP “genetik olarak sondiiriilerek”
(knockdown) ifade edilememesi saglanmis ve normalde ndron tarafindan algilanan yag asitli
bir bilesik olan Z11-180Ac sinek tarafindan algilanamamistir (Xu vd., 2005). Bu durum, OBP-

koku kompleksinin koku algilama i¢in olugsmasi gerektigini gostermektedir.

Buna ek olarak, bocegin her bir koku farkliligini algilamasi, koku degisimlerini anlik olarak
yorumlayabilmesi ve avina yonelmesi, avcisindan kagmasi gibi yonelimleri yapabilmesi i¢in
kokularin baglandiktan sonra reseptorleri terk etmeleri gerekmektedir. Bu reseptorlerin nasil
terk edildigini anlamak ve buna bagli olarak reseptorlere 6zgli kokularin pargalanma
metodlarin1 kesfetmek ise zararli bocekler ile miicadele i¢in biiyiik bir 6nem tagimaktadir. Bu
olayin gerceklesmesine ait farkli hipotezler iiretilmistir. Bunlardan birisi ve en ¢ok kabul
goreni; koku pargalayici enzimlerin (ODE) hem feromon hem de kokulari, OR ¢evresinde hizli
bir bi¢imde yok ederek sinyal inaktivasyonunu gergeklestirmesidir (Durand vd., 2011). Bir
digeri ise kokularin inaktivasyonunda ODE’lerin yerine ¢opc¢ii molekiiller (Kaissling, 2001) ya
da molekiiler tuzaklarin (Ishida vd. 2004) kullanilmasidir (Leal, 2013). Bir molekiiliin
(enzimin) ODE olarak tanimlanmasi i¢in tek bir kriter bulunmaktadir: Sensillum lenfi i¢erisinde
yer almasi ve koku molekiiliinii yikmasi (Vogt, 2005). Koku molekiiliinii yikan bu enzimlerin

feromon yiktiklar1 da kesfedilmis ve feromon yikici enzim (PDE) olarak da adlandirilmislardir
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(Ishida ve Leal, 2005). Buna bagli olarak, giivelerde yapilmis deneysel gozlemler, feromonlarin
PBP'lerin i¢indeki baglanma boslugunda kapsiillenmis sekilde sensillum lenfi i¢inde tagindigini
bdylece feromonu parcalayan enzimlerden (ODE) korundugu diisiiniilmektedir. Bu enzimlerin
semiyokimyasallar1 yok ettigi bilinmektedir ancak ne kadar hizli oldugu konusunda hala
stipheler bulunmaktadir. Bu sebeple, enzimlerin yeterli hizda yikicit olamadigi durumlarda
semiyokimyasallarin OBP benzeri proteinlerce tutuldugu veya hapsedildigi diisiiniilmektedir

(Leal, 2013).
2.2.4 Boceklerde Koku Reseptorii Genleri ve Evrimi

Giliniimilize kadar yapilan ¢alismalarda kullanilan boceklere ait koku reseptdrii gen sayilari
Tablo-2’de verilmistir. Tanimlanan OR’lerin yaklasik %20’lik aminoasit homolojisi ile
birbirlerinden ayrildiklar1 gézlemlenmis ve bu durum bocek OR genlerinin oldukga atasal

oldugunu gostermistir (Sato ve Touhara, 2008).

Tablo 2.2 Boceklerdeki OR gen sayilar1 (Brand ve Ramirez, 2017’den genisletilerek uyarlanmustir.)

Tir Adlan OR gen sayilan Referans
Meyve sinegi 62 Clyne vd., 1999; Gao ve
(Drosophila melanogaster) Chess 1999; Vosshall vd.,

1999

Sitma sivrisinegi 79 Hill vd., 2002
(Anopheles gambiae)
Sar1 humma sivrisinegi 131 Bohbot vd., 2007
(Aedes aegypti)
Ipek bocegi 48 Nakagawa vd., 2005
(Bombyx mori)
Un biti 265 Engsontia vd., 2008
(Tribolium castaneum)
Lahana yaprakgiivesi 54 Yang vd., 2017
(Plutella xylostella)
Bal aris1 177 Robertson ve Wanner, 2006;
(Apis mellifera) Croset vd., 2010
Orkide aris1 85 Brand vd., 2015

(Euglossa viridisima)
Orkide aris1 142 Brand ve Ramirez, 2017

(Eufriesea mexicana)
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Ignesiz an 196 Brand ve Ramirez, 2017
(Melipona quadrifasciata)

Orkide aris1 183 Brand ve Ramirez, 2017
(Euglossa dilemma)

Orkide aris1 115 Brand ve Ramirez, 2017
(Euglossa flammea)

Orkide aris1 108 Brand ve Ramirez, 2017

(Euglossa imperialis)

Orkide aris1 115 Brand ve Ramirez, 2017
(Eulaema bombiformis)

Orkide aris1 110 Brand ve Ramirez, 2017
(Eulaema meriana)

Bombus aris1 166 Sadd vd., 2015
(Bombus terrestris)

Bocek antenlerinde OR ve Orco proteinlerinin birlikte calisma mekanizmasinin nasil gelistigini
ve bocek gruplarinda ortak olarak muhafaza edilmis genlerin varligimi anlamak igin bazi
caligmalar ylriitilmiistiir. Bu calismalara gore, bitkilerin ¢igekli veya ¢iceksiz olma durumu
g6z Ontline alinarak boceklerin koku reseptorlerinin degistigi ve ilk karasal bitkilerin ortaya
ciktig1 Kambiyen déneminden, ilk ormanlarin olusumuna ve kanatli béceklerin evrilmesine
kadar gecen Silliryen doneminde (Sekil 2.6) OR ve Orco proteinlerinin beraber caligmaya
basladigini gostermistir (Penalva-Arana vd., 2009; Croset vd., 2010; Rota-Stabelli vd., 2013;
Missbach vd., 2014). Missbach vd. (2014), calismasina gore boceklerde kanat goriilmeye
basladiginda, koku algilamanin OR ve Orco proteinlerinin beraber ¢aligmasina baglh oldugunu
ortaya koymustur (Sekil 2.6). Bunun yani sira, OR genleri bocekler arasinda cesitlilik
gosterirken (Krieger, 2003), Orco (Or83b) geni genel olarak korunmustur (Vosshal ve Hansson,
2011). Boceklere evrimsel olarak en yakin alt filum olan Crustacea igerisinde Daphnia pulex
lizerine yapilan bir genom c¢alismasinda OR ve Orco genlerine rastlanmayip yalnizca boceklerle
ortak olarak GR genlerine rastlanmistir (Penalva-Arana vd., 2009). Ardindan yapilan bir bagka
caligma ile CSP ve GR genlerinin tiim biiylik arthropod gruplarinda bulundugu tespit edilmis
ancak OBP ve OR genlerinin bdceklere 6zgii olduklari, OBP’lerin ise karasal yagama uyum
saglamis boceklerde ve OR’lerden bagimsiz olarak evrimlestigi belirlenmistir (Missbach vd.,

2015). Bu durum OBP, OR ve Orco genlerinin boceklere 6zgii olduklarini gostermektedir. Buna
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ek olarak IR genleri, Daphnia cinsi (Croset vd., 2010), amerikan 1stakozu (Homarus
americanus) (Hollins vd., 2003) ve dikenli 1stakoz (Panulirus argus) (Tadesse vd., 2011)
tirlerinde ve Protostomia (Capitella capitata, Aplysia californica) grubu {yelerde
belirlenmistir (Croset vd., 2010). Buna bagli olarak Crustacea alt filumunun, boceklerle yakin
akraba oldugu g6z oniine alindiginda, fonksiyonel olarak IR genlerinin OR genlerinin atasal
formlar1 olduklar1 tahmin edilmistir (Missbach vd., 2014). Ancak evrimsel olarak bu gen
ailelerinin hangi kokenden olustugu arasgtirmaya muhta¢ bir konudur ve OBP barindiran
arthropod gruplar1 ile bulundurmayan gruplar arasinda yapilacak genomik calismalarin

karsilastirilmasina ihtiyag vardir (Missbach vd., 2015).

Tablo 2.2’deki bilgiler incelendiginde, Bombus OR repertuarinin (Sadd vd., 2015), A.
mellifera'ya gore biraz daha az sayida oldugu soOylenebilir. 4. mellifera kemoreseptor
repertuarinin (Robertson ve Manner, 2006) karsilastirilmasi ile bombus arilarinin repertuarinin
daha cok tat alma (GR) iizerine oldugu goriilmektedir. Tabloya gore, OR’lere ait gen
bolgelerinin Hymenoptera’da 6zellikle ger¢ek sosyal yasama sahip tiirlerde (6zellikle bal arisi)
uzadigr digiiniilmektedir. Fakat soliter yasam gosteren arilarin da genomlarinda yapilan
caligmalarla soliter, primitif eusosyal ve gelismis eusosyal Hymenoptera tiirlerinin OR
repertuarlarinin ¢ok cesitlilik gosterdigi belirlenirken; OR sayilar1 ile sosyal yasam tarzi
arasinda higbir korelasyon olmadig1 tespit edilmistir (Karpe vd., 2017). Ote yandan Brand ve
Ramirez (2017), OR gen repertuar boyutunun polen toplayan ar1 soylar1 arasinda énemli dl¢iide
farkl1 oldugunu gostermektedir. Ayrica ar1 soylarinda, karincaya veya yaban arilarina gore
genisleyen OR'lerin ¢icek kokusuyla da iliskili olabilecegi ve bu konuda net fikir sahibi
olabilmemiz i¢in daha ileri deneysel ¢calismalara ihtiya¢ oldugu 6ne stiriilmektedir (Karpe vd.,
2017). Yapilan bu c¢alismalarda, sosyal yasamdan ziyade beslenme davranislarindaki
farkliliklarina gore bu repertuvarin degisimi dikkat ¢cekmektedir. Buna gore bitkisel beslenen
arilarin, parazitik, kleptoparazitik ve karnivor arilardan daha az OR repertuvarina sahip oldugu,
dolayisiyla polen toplayan arilarda OR repertuvarinin evrimsel olarak azaldigi belirlenmistir
(Obiero vd., 2021). Boylelikle, boceklerin sosyallik derecesi ile OR gen repertuvar: arasindaki
korelasyonun dogrudan bir iliskisinin olmadigi, bu durumun beslenme davranislari iizerinden
incelenmesi gerektigi netlik kazanmistir. Tablo 2.2°den anlagilacagi gibi bombus arisinda 166
koku alma reseptorii (OR) bulunmaktadir. Buna ragmen farkli kastlara ait ya da farkli ¢igeklere
Ozellesmis arilar arasinda bu tarz reseptorlerin genom bazinda ifade diizeyleri hentiz netlik

kazanmamistir (Sanchez, 2011).
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Sekil 2.6 Farkli bocek gruplarinda tespit edilen reseptor ailelerine ait evrimsel siirecin bitkilerin
evrimiyle karsilagtirilarak farkli jeolojik donemlerde ortaya c¢ikan genlerin birbirleriyle olan
iligkisi (Missbach vd. 2014’ten Tiirk¢elestirilerek almmustir).
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2.3 KOKU RESEPTORLERININ VE iLGILIi GENLERIN INCELENMESINDE
GUNCEL YONTEMLER

Bir ¢ok gen ailesinin ve binlerce transkriptomun dahil oldugu bu koku isleme siirecini
incelemek ve anlamak, biiyiik bir verinin degerlendirilmesi anlamina gelmektedir. Bu yiizden
genomik bir bakis acis1 ile ele alinmasinda biiyiikk fayda vardir (Grosse-Wilde, 2011).
Reseptorleri ve bir arada ¢alistiklart mekanizmalari, proteinleri ve genleri incelerken genomik
veya transkriptomik bir bakis acis1 elde etmek icin reseptorleri molekiiler olarak incelemeye
yarayan bir takim yollar vardir. Bunlar, elde edilen biyolojik drnekten RNA elde etmek ve elde
edilen RNA’lar1 molekiiler ve biyoinformatik metotlarla inceleyerek genom ve transkriptom
karsilastirmalar1 yapilmasi seklindedir (Velculescu vd., 1997). Bu noktada transkriptom
caligmalarinin gegmisinin 1990’11 yillarda cDNA Kkiitliphanelerinin kurulmasiyla baglandigini
ve hizla ilerleyen teknolojik gelismeler neticesinde glinlimiizde genel olarak 2 farkli teknik ile
incelendigini belirtmekte fayda vardir. Bunlardan birisi hibridizasyon temelli ve O6nceden
belirlenmis dizinlerin sayisini elde etmeye yarayan DNA microarray, digeri ise RNA-seq
ismindeki tiim transkriptleri elde etmeye yarayan dizileme tabanli yaklasimdir (Wang vd.,
2009; Taub vd., 2009). Bir organizmanin farkli dokularda, zamanlarda veya durumlarda
genlerindeki ifadesini 6lgmek o canliya ait genlerin diizenlenmesi ile ilgili bilgiler verir.
Transkriptom analizleri, insanlardaki organlarin farkli durumlarda nasil ¢alistiklariyla alakali
bilgiler vererek ¢ogunlukla, hastalik (kanser gibi) durumlarinda hiicrelerin tepkileri ve buna
kars1 yaklagimlarin gelistirilmesine olanak saglamanin yani sira farkli canlilarda veya farkl
kosullardaki ayn1 organizmalardaki degisimleri de gz online sererek canlilarin dogaya nasil
adapte olduklarin1 anlamamizda 6nemli bir yer teskil eder (Dunning vd., 2013; Cao ve Jiang,
2015). Bu agidan koku algilamanin molekiiler temellerini ortaya ¢ikarmak ig¢in giiniimiizde

RNA dizileme, qPCR ve uygun biyoinformatik analizler kullanilmaktadir.
2.3.1 RNA Dizileme

RNA dizileme (RNA-seq), izole edilmis RNA’daki mevcut transkriptleri teshis etmek i¢in
kullanilan yiiksek verimli dizileme teknolojisi ile bilgisayar temelli hesaplama yontemlerinin
kombinasyonunu ifade eder (Wang vd., 2009). Olusturdugu niikleotid diziler 30 baz cifti (bg)
ile 10000 bg¢ arasinda degisebilir ancak genel olarak 100 b¢ uzunlugunda niikleotidler
olusturulur. RNA-dizileme teknigi, RNA transkriptini ¢ok kisa pargalara bolerek bilgisayar

ortaminda referans bir genoma ya da kendi aralarinda hizalayarak diziyi olusturabilir
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(McGettigan, 2013). Boylece diisiik ve yiiksek bolluktaki RNA’larin tespit edilmesini model
olmayan organizmalarda dahi miimkiin kilar. RN A-dizileme, DNA microarray’de olmayan bu
0zellik sayesinde glinlimiizde en ¢ok tercih edilen dizileme metotlarindandir (Cheng vd., 2018).
Calismalarda RNA-dizileme kullanma tercihlerinden birisi de genomdaki genlerin teshisini
yapmasinin yani sira, belirli bir zamandaki aktif gen sayisini da elde edebiliyor olusudur. Buna
ek olarak, dizileme sonucunda farkli boyutlardaki baz giftleri jel elektroforez ile kisalik ve
uzunluklarina gore ayrilabilir (Kryndushkin vd., 2003). Zor olarak nitelendirilebilecek bir
ozelligi ise, bilgisayar ortaminda ufak hale getirilmis dizinlerin birlestirilmesi ve anlaml
sonuglarm alinabilmesidir (Martin ve Wang, 2011). Bunu kolaylastirmak i¢in gelisen teknoloji
ve biyonformatik analizlerin ilerlemesi ile yillar igerisinde transkriptom analizlerinde
kullanilabilecek bir seri program ve araglar olusturulmustur (Cheng vd., 2018; Gongora-

Castillo ve Buell, 2013).

Okaryotik canlilarm genomunun biiyiik bir kismi, protein kodlamayan dizilerden olusmustur.
Protein kodlayan kisim ise, genomun %3’iinli olusturmaktadir (Romaine vd., 2015). Bu gen
dizileri, protein kodlamamasma karsin, disaridan gelen etkilere cevap olarak ve gen
diizenlenmesinde goérev alacak kodlayici olmayan RNA’lar1 (ncRNA) iiretir (Pandey ve

Kanduri, 2011) . Baz ¢ifti uzunluklarina gore uzun ve kisa ncRNA’lar bulunmaktadir.

Kisa ncRNA terimi, 100 niikleotitten kisa olan regiilator RNA’lar i¢in kullanilmaktadir. Bunun
yani sira, gorevlerine, boyutlarina ve iliskide olduklar1 proteinlere gore alt kategorilere
ayrilmaktadirlar; siRNA, miRNA, piRNA gibi. Alt kategorilerden biri olan mikroRNA
(miRNA) terimi, 1993 yilinda Wightman vd. ve Lee vd. tarafindan ¢evresel etkilerden ¢ok fazla
etkilenme potansiyellerine sahip olmalarindan, farkli yapisindan ve hiicresel degisimleri hizl
bir sekilde diizenlemelerinden dolay1 diger RNA’lardan ayrilmistir (Nellen ve Hammann,
2005). Yaklasik 22 niikleotit uzunlugu civarindadirlar ve kendi alt kategorisi igerisinde, yerine
getirdikleri islevlere ve bulunduklar yerlere gore farkli isimler alirlar (Romaine vd., 2015).
Ancak genel olarak kisa ncRNA’larin gorevleri, RNA ile uyarilan transkripsiyonel susturma ve
RNA'ya baglt RNA polimeraz kompleksleri (RITS-RDRC'ler) olarak bilinen baskici kromatin
komplekslerini ayn1 kokenli genlere yonlendirerek gen ifadesini transkripsiyon seviyesinde
diizenlemek ve RNA tarafindan uyarilan susturucu kompleksler (RISC) olarak bilinen efektor

kompleksleri post transkripsiyonel seviyede yonlendirerek, hedef mRNA’y1 parcalatmak veya
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translasyonel inhibisyon saglamaktir (Bartel 2004, 2009; Grewal ve Jia, 2007; Malone ve
Hannon, 2009; Ghildiyal ve Zamore, 2009).

Uzun kodlayici olmayan RNA (IncRNA) terimi ise 200 niikleotitten uzun gen diizenlenmesinde
gorevli RNA’lar icin kullanilmaktadir ve son zamanlarda genlere 6zgii ¢alismalar 1s181nda
IncRNA’larin  fonksiyonlar1 smirli sayida belirlenebilmistir (Sun ve Kraus, 2015).
LncRNA’larin belirlendigi bocek tiirleri Drosophila melanogaster (Brown vd., 2014),
Anopheles gambiae (Jenkins vd., 2015), Apis mellifera (Jayakodi vd, 2015; Kiya vd., 2012) ve
Bombyx mori (Wu vd., 2016) ile sinirlidir.

Protein kodlamayan RNA’lar arasinda IncRNA’lar, biyolojik fonksiyonlar1 agisindan en az
karakterize edilmis olanlardir. IncRNA’larin ¢cogu RNA polimeraz II tarafindan transkribe edilir
ve 5’ metil ucu ile polyA kuyruguna sahiplerdir. Konum olarak (mRNA genine gore) dort farkl

sekilde siiflandirilabilirler.

1. Sens, mRNA ile ayni iplik tizerinden transkribe edilebilir.

11. Antisens, mRNA ile karsilikli olan iplik iizerinden transkribe edilebilir.

1. Intronik, IncRNA’nin transkripsiyon bolgesi bir bagka genin intron bolgesinde
bulunabilir.

1v. Intergenik, mRNA genlerinin disinda kalan bir blgeden transkribe edilebilir.

Okaryotik genomda birkac bin IncRNA’nin bulundugu tahmin edilmektedir. Bununla birlikte,
giiniimiizdeki en zorlayici konulardan birisi, yaygin olarak transkribe olan ncRNA’lar

icerisinden fonksiyonel IncRNA’larin teshis edilebilmesidir (Satyavathi vd, 2017).

Fonksiyonu agiklanmis olan IncRNA’larin sayisi az olsa da diizenleyici gorevdeki bu RNA
cesitlerinin 6nemi goz ardi edilmemektedir ve giin gectikce fonksiyonlar1 ve yapisal 6zellikleri

aydinlatilmaya calisilmaktadir (S6derbom, 2005).
2.3.2 qPCR’1n transkriptom ¢alismalarindaki yeri

Tiim organizmalardaki hiicreler, gen ifadelerini tek zincirli RNA’lar ile diizenler. Hiicredeki bir
genin ifade diizeyi, icerisindeki RNA transkriptinin kopya sayisi ile oOl¢iilebilir. Ancak,
hiicredeki RNA transkriptinin miktarini 6l¢gmek miimkiin olmadigindan 6l¢iim yapabilmek i¢in

sayilarinin artirtlmasi gerekmektedir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), hiicredeki DNA nin
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artirilmasina yonelik kullanilan bir metoddur. Hiicre igerisindeki RNA’larin artirilmasi ig¢inse
oncelikle RNA’larin ters transkriptaz (RT) enzimi ile komplementer DNA’ya (cDNA)
cevrilmeleri gerekir. RNA’larin artirilmasi i¢in, igerisinde primerler, deoksiriboniikleotidler,
DNA polimeraz igeren soliisyonlu bir cDNA sablonu kullanilir. Florofor i¢eren bir madde de
bu karisima eklenir. Boylece “termal cycler” tarafindan her bir dongiide uyarilarak 1s1ma yapan
floroforlarin sayisi elde edilebilir. Elde edilen bilgiler bilgisayar ortaminda hesaplanarak elde
edilen mRNA’larin miktarlar1 6l¢iilebilir. Bunun yami sira onceden belirlenmis bir DNA
dizininin varlig1 veya yoklugu da ayni sekilde hesaplanir (Watson vd., 2004). qPCR, gen ifadesi
caligmalarinda kullanilan modern tekniklerden biridir ve her bir PCR dongiisii sonunda uzun ve
kisa kodlama yapan ve yapmayan RNA’larin ifade profilini belirlemesi, arastirmacilar

tarafindan sikca kullanilmasini saglamistir (Cellerino ve Sanguanini, 2018).
2.3.3 Biyoinformatik analizlerde kullanilan programlar ve araglar

Kargilastirmali transkriptomik analizler i¢in kullanilan ve gerekli hesaplamalar1 kolaylastirip
gorsellestiren programlar, biyologlar i¢in vazgecilmez olmustur (Cheng vd., 2018). Referans
genoma sahip olan ve olmayan tiirler (de novo) i¢gin RNA dizileme sonucunda elde edilen diziler
farkli araglar ve metodlar kullanilarak islenir. Model organizma olmayip ve yiiksek kaliteli bir
genomu bulunmayan canlilar i¢in 6ncelikle referans niteliginde bir de novo transkriptom dizini
kurulmalidir. Bunun i¢in son yillarda, Trinity, SOAPdenovo-trans ve ABYSS gibi araglar
gelistirilmistir (Grabherr vd., 2011; Xie vd., 2014; Simpson vd., 2009). Bu programlarla
referans transkriptom olusturulduktan sonra, elde edilen kisa okumalar bu referans transkriptom
tizerinde eslestirilir. Her transkripte ait okumalar normalize edilir ve birbirleri arasinda
karsilastirilir (Gongora-Castillo ve Buell, 2013). Transkriptlerdeki bolluklarin 6l¢timii RSEM
ile yapilabilir (Li ve Dewey, 2011). Bolluklar1 6l¢iilmiis transkriptlerin ifade sonuglari
gorsellestirilir. Bahsedilen basamaklar model organizma olmayan canlilarin transkript

degerlerini elde etmek i¢in yeterlidir.

Model organizma olan veya tamamlanmis bir genoma sahip olan tiirler i¢in yapilmasi gereken
ise temel olarak, veri bankasindan elde edilen genomun kalitesinin Slgiilmesi i¢in FastQC
(Andrew, 2012) veya multiQC (Ewels vd., 2016) gibi programlar ile taranarak kalitesiz
okumalar belirlenir. Bu kalitesiz okumalar fastp (Chen vd., 2018) veya Trimmomatic (Bolger
vd., 2014) programlariyla elenir. Ardindan, deney sonucu elde edilen okuma dizinleri ile genom

tizerinde iliskili bolgeler Bowtie (Langmead, 2008) veya Bowtie2 (Langmead ve Salzberg,
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2012) gibi programlar ile hizalandirilir. Son olarak ise farkli ifade olan genler veya gelisim
basamaklar1 belirlenerek, referans genom ile aralarindaki degisimler anlasilabilir (Geib vd.,

2014).

Gectigimiz yillarda, farkli dokular ve 6zel durumlarda yetistirilen canlilarda farkli ifade olan
genlerin belirlenmesi i¢in ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir (Fu vd., 2016; Tetreau vd., 2015). Bu
genlerin dogru belirlenmesi i¢in arastirmacilar siirekli yeni cihazlar, yontemler ve yaklagimlar

gelistirmeye ¢alismaktadir.
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3. MALZEME VE YONTEM

Tez ¢alismasi kapsaminda ¢icek kokusuna yonelmis ve hi¢ kokuya maruz kalmamis bombus
arilarinin antenlerindeki koku alma ve algilama ile ilgili molekiiler mekanizmalardaki olugmast
muhtemel farklilarin ortaya konmasi icin bir deney diizenegi olusturulmustur. Bunun i¢in
Tiirkiye’de tiretim yapan Koppert Biyolojik Miicadele ve Polinasyon Sistemleri Ltd. Sti.
firmasimin trettigi Natupol markali Bombus terrestis tiiriine ait kolonilerinden temin edilen
bombus aris1 bireylerinin antenleri disekte edilerek bu antenlere 6zgii RNA transkriptleri analiz

edilmeye ¢aligilmistir.

Bu cergevede yiiriitiilen calismada, koloni yetistirme, kokuya yonlendirme deney diizenegi

olusturma, RNA izolasyonu, RNA dizi analizi ve qPCR analizi gibi asamalar bulunmaktadir.
3.1 TICARIi KOLONi YETiSTIRME SARTLARI

Temin edilen ticari Bombus kolonisi karton bir kutu igerisinde yer almaktadir. Bu kutu igine,
bir paket polen, koloni, kralice ve alt kisminda koloninin seker ihtiyacim1 karsilamasi igin

yerlestirilmis bir s1v1 seker soliisyonu bulunmaktadir (Sekil 3.1).

Girig-Cikis Delikleri

e~ Yuva ici nektar
erisim emzigi

)

—

Yuva bolgesi

Nektar Soliisyonu

Sekil 3.1 Ticari bombus yuvasi katmanlari A. Bombus yuvasinin dis kutusu B. Yuvanin tasarim semasi

Genellikle domates seralarinda kullanilmak i¢in tasarlanan bu kutunun i¢inde bulunan paket

icerisindeki polenler koloninin ilk larvalarini yetistirmesi i¢in yeterlidir ve ardindan is¢i sayisi
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artan koloni serbestce gezebildigi sera igerisindeki bitkilerden polen toplayarak protein ve yag
ihtiyaclarin1  karsilayabilmektedir. Firma tarafindan kullanilmas1 Onerilen karton kutu
icerisindeki sekerli soliisyon, koloninin tarlacilik faaliyetlerini gerceklestirmesi icin enerji
ihtiyacini karsilamaktadir (Martin vd., 2019). Ancak koloni yeterince gelisip serada dolagmaya
birakildiginda bu sekerli soliisyon kapatilabilir ve arilar sadece disaridan beslenmeye

yonlendirilebilir.

Bu c¢alisma dahilinde yuvadaki arilarin serbest ucgusuna izin vermeyecek bir diizenek
kurulmugtur. Koloni, deneylerde HiMedia Laboratories sirketinden temin edilen ve saf koku
olarak kullanilan 6jenol (4-Allylguaiacol; 4-Allyl-2-methoxyphenol) ile temas etmeden 6nce
standart sartlarda 10 giin boyunca kendi sekerli suyu ve polenleri ile yetistirilmistir. 26 Haziran
2020 tarihinde alinan koloni, 10 giin boyunca kutuya bagli nektar soliisyonu ve temin edilen
polenler disinda hig bir etkiye maruz birakilmadan gézlenmis ve deneylerimizde kontrol grubu
olarak kullanilmak {izere sec¢ilen arilarin anten izolasyonlart 7 Temmuz tarihinde
gerceklestirilmistir. Deney grubu ise 8 Temmuz tarihinde koku ile muamele edilmeye
baslanmis ve 20, 21 ve 22 Temmuz tarihlerinde izolasyon asamasina alinmustir. izolasyon
asamasina alinan isci arilarin tarlaci olarak segilim kriterleri, yuva disarisina ¢ikmalari ve dig
kaynakli nektar ve polen toplama davraniglarina bagli olarak belirlenmistir. Bu asamada
rastgele dolagmalar1 degil, PER (proboscis extension reflex) olarak belirtilen nektar toplamak
icin dilini uzatma davranis1 nektar kaynagina yonelimin gosterge davranisi olarak belirlenmis

ve denek bireyler buna gore se¢ilmistir.
3.2 DENEY DUZENEGI

Koppert firmasi tarafindan temin edilen bombus aris1 yuvasi bir giris ve bir ¢ikis deligine
sahiptir (Sekil 3.2). Kokuya yonelim deneyi i¢in, girig ve ¢ikis deliklerini kapsayacak sekilde
ve arilarin igerisinde rahat¢a hareket edebildikleri 6 cm c¢apinda bir su borusu yuvaya
eklenmistir. Plastik konteynerleri birbirine baglayan 4 cm ¢apindaki plastik borularla deney
diizeneginin girisine yerlestirilen 6 cm ¢aplik borunun birlestirilmesi saglanmis ve disaridan
gelecek kokular1 engellemek adina kapali bir devre olusturulmustur (Sekil 3.3 A ve B, Sekil
3.4). Bu sayede arilarin dig diinya ile baglantis1 sinirlandirilmistir. Deneyler sirasinda, 6ncelikle
arilarin bu kapali devre igerisinde giinliik hareketleri 24 saat boyunca kaydedilmis, ardindan

konteynerlerden birine nektar ve koku kondugundaki davranis degisimi gézlenmistir.
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Sekil 3.3 Deney diizeneginin sematik yapisi. A. Ustten goriiniis B. 1-4 numarali 6diil kutularimin
sematik yapisi
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Sekil 3.4 Deney diizeneginin Ustten gorinisi

3.2.1 Arilarin beslenmesi ve kokuya alistiriimasi

Koloni alindig ilk giin deney diizenegine baglanmistir ancak 10 giin boyunca kutuya bagl
nektar soliisyonu ve firma tarafindan saglanan polenler disinda hi¢ bir etkiye maruz
birakilmadan gézlenmistir. Hi¢ bir etkiye maruz birakilmayan is¢ilerden tarlaci olduklar
belirlenen kontrol grubunu olusturacak 18 birey toplanmistir. Deney boyunca 10 saat gece, 14
saat giindliz fotoperiyodu saglanmistir. 10 giin sonrasinda, koloninin birey sayisi yeterli
yogunluga ulasmis (Sekil 3.5 A ve B) ve kokuya yonlenmesini saglamak iizere deneyler
baglatilmistir. Kutudaki nektar, deney baslangicinda disariya ¢ikmayi tesvik etmek igin 2 giin
boyunca kapali tutulmus ve tarlaci arilar deney diizeneginde serbestce gezmeye aligtiklarinda
kutunun altindaki nektar kapagi tekrar acilmistir. Boylece nektarla bagdastirilmis kokuya
yonelen arilar mecburiyetten 6te tercihlerinin o yonde olmasi sebebiyle numaralandirilmis

beslenme kaplarinda beslenmislerdir.
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Sekil 3.5 Yuva i¢i resimleri A. Deneye baglamadan koloni durumu B. Deney baslangicindaki koloni
durumu

3.2.2 Denek iscilerin se¢cimi

Deney siiresince PER (Proboscis Extention Reflex) metotlar1 kullanilarak c¢aligsmalar
yuriitiilmiistiir. PER metodlar1 6nceki ¢alismalarla desteklenmis ve yonlenme deneylerinde
sik¢a kullanilan bir metoddur. Genel olarak arilara, %40-%60 oranindaki seker soliisyonlart
verilir. Seker sollisyonlariyla beraber (soliisyon igerisinde veya disindan) istenen kokuya maruz
birakilir. Arilarin seker 6diiliiyle birlikte kokuya alistirilmasi esas alinir ve deney diizeneginden
seker soliisyonu ¢ikarilir ve ardindan yalnizca koku verilir. Nektar olmamasina karsin arilarda
dil (proboscis) uzatma davranisi veya refleksi (PER) gozlenmesi durumu, arinin kokuya
yonlendigini teyit eder (Giurfa ve Malun, 2004; Masterman vd., 2000; Laloi vd., 2003; Riveros
ve Gronenberg, 2009).

Deney diizeneginde bu sistemin saglanmasi i¢in su agsamalar kaydedilmistir:

1. Kullanilan 50 ppm 0jenol sirasiyla numaralandirilmis kutulara, ikiser giinliik
araliklarla yaninda %50 (w/v) nektar ile birakilmistir. Boylece nektar ile beslenen
arilar, kokuya maruz birakilarak nektar ve kokunun iligkili oldugu o6gretilmeyi
amagclanmustir.

il. Koku ve nektar, ikiser giinliik kutu degisimlerinde ve nektarlarin bitip yenilenmesi

gerektiginde tazelenmistir.
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1il. Kutu degisimlerinde bir 6nceki kutu yikanarak koku ve nektar izlerinden arinmasi
saglanmis, bdylece arilar her bir kutunun gidis yoluna ve diizenegin siirlarina
alistirllmgtr.

iv. Arilarin alismasi gdzlendikten sonra biitiin diizenek tekrar yikanarak kokulardan ve

izlerden armdirilmistir.

V. Arilarin bos kutularda 2 giin boyunca gezmeleri saglanmistir.

Vi. Ardidan 1 numarali kutuya nektar olmaksizin koku birakilmistir.

vii. 1 numarali kutudaki koku sekiz saatin ardindan alinip 2 numarali kutuya tazelenerek
birakilmustir.

3.3 ANTEN DOKULARININ ELDE EDILMESI

Yonlenme deneyleri kapsaminda yapilacak qPCR analizleri i¢in, dis 6diil kaplarindaki nektara
yonelen tarlaci ig¢i arilar arasindan, kokuya yonlenen ve kokuya maruz birakilmayanlar
sec¢ilmistir. Kontrol grubu i¢in, toplamda 18 birey kullanilarak, 3 bireyin anten ¢iftleri 1 tiipte
olacak sekilde 6 6rnek grubu belirlenmistir. Bunun yanmi sira deney grubu icin, 84 birey
kullanilarak 6 bireyin anten ciftleri 1 tiipte olacak sekilde 14 6rnek grubu olusturularak bunlar
once -20 C’de 1 saat tutularak 6ldiiriilmiis, ardindan hizli bir sekilde anten diseksiyonlari

yapilarak (Sekil 3.6) RNA izolasyonlar1 gergeklestirilmistir.

L
Lt 14
oam e
A A R

Sekil 3.6 Bombus arilarinin anten diseksiyonlari
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3.4 TOTAL RNA IZOLASYONU

Diseksiyonu yapilan antenler, 1.4 mm c¢apinda seramik boncuklar igeren 2 ml hacmindeki
tiiplerde ireticinin belirttigi yontemler takip edilerek 1 ml TRIzol Reagent ile muamele
edilmistir. Niikleoprotein kompleksinin ¢dziinmesi i¢in 80 saniye boyunca 6000 g’de MagNA
Lyser (Roche) makinesi ile homojenize edilmistir. Homojenizasyon isleminin ardindan RNA
iceren seffaf s1vi, pipet ile alinarak santrifijj tiiplerine aktarilmistir. Ardindan iizerlerine 200 ml
kloroform eklenen tiipler, sogutmali santrifiijde (4 °C) 12000 g’de 15 dakika boyunca santrifiij
edilmistir. Santriflij sonucu ilizerinde olusan seffaf sivi alinarak, yeni tiiplere aktarilmistir. Bu
tiiplerin {izerine 0.5 ml izopropanol eklendikten sonra 10 dakika boyunca oda sicaklifinda
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan 10 dakika boyunca 12000 g’de sogutmali santrifiij
ile muamele edilen tiiplerde RNA c¢okeltisi olusturulmustur. Cokeltiyi cevreleyen sivi
uzaklastirilarak ve ¢okelti tizerine %75°1ik 1 ml etanol eklenerek, tekrar 7500 g’de 5 dk boyunca
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi ¢okelti etrafindaki sivi uzaklastirildi ve 20 pl “RNAse free
water” eklenerek ¢okeltinin ¢oziinmesi saglanmistir. Céziinen RNA’dan 3 pl alinarak kalite ve
miktar tayini i¢in ayrildi ve geri kalan 17 pul RNA igeren tiipler -80 °C ‘de saklanmistir. Bu
6l¢iimler Nanodrop Thermo 2000C (Thermo) ve Qubit RNA HS Assay Kit (Thermo) ile iiretici

yonergeleri takip edilerek ol¢iilmiistiir.
3.4.1 cDNA olusturulmasi

RNA izolasyonu yapildiktan sonra Nanodrop cihazi ile dl¢iimleri yapilan tiiplerden, 260/280
orani 1,80 {izeri olan 6rneklem tiipleri secilmistir. -80 °C den alinan se¢ilmis tiipler buzda
cOziindiiriilerek RNA degredasyonuna izin verilmeksizin eritilerek ve toplam hacmi 25 pl ve
derisimi 25 ng/ul olacak sekilde nuclease free-water ile seyreltilmistir. Elde edilen seyreltilmis
RNA ¢ozeltisi, cDNA’ya ¢evirme basamaklarinda stok ¢ozelti olarak kullanilmistir. Bu stok
cozeltiden 8 pl alinarak tizerine, 1 pl Oligo (dT)i1s Primer, 12 pl nuclease free-water 4 ul 5X
reaction buffer, 1 pl RiboLock Rnase inhibitor (20 U/ul), 1 pul RevertAid M-MulV RT (200
U/ul) eklendikten sonra elde edilen karisim pipetaj ile homojenize edilerek random hexamer
protokolii geregi 5 dk boyunca 25 °C ve ardindan 60 dk boyunca 42 °C’de TC 5000 (Techne)
cihaziyla inkiibe edilmistir. Boylelikle cDNA iplik¢ikleri elde edilmis ve Nanodrop Thermo
2000C cihaziyla olgtimleri yapilmistir.
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3.5 HEDEF GENLERIN BELIRLENMESI

1182386 numarali “Bombus arisinin (Bombus terrestris L.) gelisim siirecinde anten
kemoreseptdrlerinin genom diizeyindeki ifade egilimlerinin arastirilmasi” adli TUBITAK
destekli projemiz kapsaminda yiiriitilen dizileme calismalari ve biyoinformatik analizler

sonucu bu ¢alismada hedeflenen genler belirlenmistir.

Proje dahilinde ham olarak elde edilen kisa ve uzun RNA kiitiiphaneleri MultiQC v0.11.8
(Ewels vd., 2016) programiyla gorsellestirilerek kalitesiz bazlar tespit edilmis ve fastp v0.20
(Chen vd., 2018) programi kullanilarak diisiikk kaliteli okumalardan arindirilmistir
(parametreler: -q 30 u 20 —cut front —cut tail —cut right). Kapsamli transkriptom profil
olusturulmasi, genom tabanli ve de novo birlestirmesiyle olusturulmus transkriptomlari
kapsayan  bir  yaklasimla  ylriitilmustiir. Referans  temelli analiz  i¢in
“Bombus _terrestris.Bter 1.0.dna_sm.toplevel (Bter 1.0)” genom verisi Ensembl Metazoa
veritabanindan (https://metazoa.ensembl.org/index.html) elde edilmistir. Uzun RNA-Dizileme
reaksiyonu sonucu elde edilen yiiksek kaliteli okumalar bombus genomuna “Hisat2 v2.1.0”
(Kim vd., 2019) yazilimi ile hizalanmistir. “.bam” formatinda elde edilen hizalanmis
dosyalardan “StringTie v1.3.6” (Pertea vd., 2016) yazilimi1 kullanilarak transkriptler
olusturulmustur. De novo transkriptom analizi ise Trinity v2.8.5 (Haas vd., 2013) yazilimi ile

gerceklestirilmistir.

Hem referans-temelli hem de de novo transkript analizi sonucu elde edilen transkriptler tekrar
genoma hizalanmigtir ve kapsamli transkript modeli olusturulmustur. Final transkript dosyast

olarak elde edilen bu transkriptler ile annotasyon ve gen ifade analizi yiirtitiilmiistiir.

gPCR asamasinda kokuya sartlanmis deney grubu ve kokusuz ortamda yetistirilmis kontrol
grubu arasindaki gen ifade farklarinin gézlenebilecegi en anlamli genlerin degisimlerinin tespit

edilmesi hedeflenmistir ve bu genlere bagl olarak primerler tasarlanmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1 qPCR analizinde gruplar aras1 farklilik gostermesi beklenen genler i¢in tasarlanan primerler

Genbank ID Forward Primer (5°-3”) Reverse Primer (3’-5°)

XM 012311926.2 | AACCTTGTCATGCCATTACGAG ATTCTGCAACATCTTCCACTCG

XM 003402160.3 | TCGCCCCATACTTTGAACAATC CGATGCTTAACCATACCTCGAC

XM 003393852.3 | GCACTGCGATACTTCTGTTCAT CATACCGAACGCCATAGATGTC

XM 003400832.3 | ATACGCAATGCTCGATAATGGG GGCCAGCACCATAAAAGTAGTT

XM 020868183.1 | GCCTCTGAATCTCACAATTGGG TCCATTGCATGTAACACCGAAA
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XM 0034027273 | TTGGACCAGCATTACGTTCATC CGCAACATCAACCTTGGTATCT
XM 003393385.3 | CTAAAGGCCATGATGTTTCGGT GTTCGCCTTTCCTCTTCTGATC
XM 020866400.1 | TCAAAGGGTATGGAAGAGGATTCA | TGGTGGTTTCAATGTTTCTGCT
XM 020866596.1 | CAGTGCAGATAACAACCGACAT GTAGCGCAAACCATGGATGATA
XM 020866828.1 | CGTCGGTAACTCGGTGTATTTC AAACTGGGTCTTGACCTCTCAT
XM 003401068.3 | CTGGACGATACGATCAGCTCTA CAGAGCGATAATGAACTGCAGT
XM 003401128.2 | AGGAGACGGTGTTGAAAGTAGT AAACTTCCAGAGACAGGCTGTA
XM 020866827.1 | GTGATACTATCCTGCGGCATTC TTCGTTATAATCCTCAACCGCG
XM 020866939.1 | GCCATAACAGCGACTTTCTTCT CTCGGCATCACTGTTGTCTAAG
XM 020866297.1 | GTAATTGGGCATCGTGGGATAC TCAATGTTACCAGGTAGCCACT
XM 012312226.1 | CCATGAGAAGCACATTGATGGT GTGTTGTAGGGGAAATAGCCAC
XM 012312100.2 | TTTCGAGATCACATGGCTAGGA ACAACAGTTAATTGACCGCACA
XM 012312225.2 | GACTGTTTGGATCAACGGCATA CACCATTGTTTCTCGTTCGGTA
XM 020868393.1 | AACTGCTCCTTTAAGACCCGAT GCCGCTACCCTCATTTCTAAAT
XM 003401730.3 | GATGGTATTTGACGAGGCACAA TGGGAAATCGTGGTTGATCATG

XM 012321372.2

TTGACGGTCACAATTCATCGAG

TGTCGATGATTGTTTGTCACGT

XM 003401371.3

GTGGCAGTTATAACCCTCCAAC

GATATAACACCGCCAACCACAA

XM 003393741.3

TTCTAGACCCGGACTGTATGTG

TTCGATGTTCTTGTGATTCCGG

MSTRG.5637

CTTCAACGCTTCTTGGATGGAT

CCTAAATACCCAGGGATTTGCG

XM 012319776.1

CCTACCGAGTCAACAAGCAAAT

ACTTCACCGACTTCTAACCACT

XM 012311157.2

GGTCTTGGTCGTGGGATTAAAG

CCTTGAAGAAGAGCTGCTACAC

XM 020863516.1

GAAAGACTGTACGTGTTCCTGG

AACGCTAAATATGAGGCACACC

XM 012308862.2

TGCTGGGATTGATAGACAGAGT

GGATCGAATATGCTGCACCAAT

XM 003393464.3

GGCTTGTTCAATTGTACCTGGA

GGTGTTGTTCTTCATGCTCGTA

Tasarlanan primerlerin dizinleri NCBI Nucleotide Blast
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) internet sitesinden niikleotid blast aramas1 yapilarak
homolog taramalar1 gerceklestirilmistir ve primer Ozgiilliikkleri teyit edilmistir. Ardindan
yapilan islemlerde, genlere ait isimler Genbank ID’leri dikkate alinarak kisa kodlar halinde

kullanilmistir (Tablo 3.2).

Tablo 3.2 Primerleri tasarlanan genlerin islevleri ve kisaltma kodlar1

Kisa
Genbank ID kod Gen adl Gen islevi
Bombus terrestris calcium-activated
potassium channel slowpoke, transcript
XM 012311926.2 926 | LOC100650043 | variant X12, mRNA
Bombus terrestris ionotropic receptor
XM 003402160.3 160 | LOC100644584 | 25a, transcript variant X1, mRNA
Bombus terrestris aquaporin AQPAe.a-
XM 003393852.3 852 | LOC100643968 | like, nRNA
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Bombus terrestris odorant receptor 67c-

XM 003400832.3 832 | LOC100649637 | like

Bombus terrestris putative odorant
XM 020868183.1 183 | LOC105666960 | receptor 92a, mRNA

Bombus terrestris odorant receptor 2,
XM 003402727.3 727 LOC100631089 | mRNA

Bombus terrestris odorant receptor 82a,
XM 003393385.3 385|LOC100644510 | mRNA

Bombus terrestris putative 3-

methyladenine DNA glycosylase,
XM 020866400.1 400 | LOC100644224 | transcript variant X2, mRNA

Bombus terrestris putative odorant
XM 020866596.1 596 | LOC100649513 | receptor 92a, mRNA

Bombus terrestris odorant receptor 65a,
XM 020866828.1 828 | LOC100647875 | transcript variant X2, mRNA

Bombus terrestris odorant receptor Or2,
XM 003401068.3 68 | LOC100647995 | mRNA

Bombus terrestris odorant receptor 22c-
XM 003401128.2 128 | LOC100646127 |like, mRNA

Bombus terrestris odorant receptor 47a,
XM 020866827.1 827 | LOC100646243 | mRNA

Bombus terrestris odorant receptor 10a-
XM 020866939.1 939 LOC100647639 |like, mnRNA

Bombus terrestris odorant receptor 49b-
XM 020866297.1 297 |LOC110119825 | like, nRNA

Bombus terrestris odorant receptor 4-
XM 012312226.1 226 | LOC105666099 | like, nRNA

Bombus terrestris odorant receptor 13a,
XM 012312100.2 100 | LOC100650815 | mRNA

Bombus terrestris odorant receptor 9a,
XM 012312225.2 225 |LOC100650930 | mRNA

Bombus terrestris vitellogenin, transcript
XM 020868393.1 393 | LOC100644917 | variant X3, mRNA
XM 003401730.3 730 | LOC100650380 | Bombus terrestris hexamerin, mnRNA

Bombus terrestris rabphilin-1, transcript
XM 012321372.2 372 LOC100643318 | variant X1, mRNA

Bombus vosnesenskii

nicotinamide/nicotinic acid

mononucleotide adenylyltransferase 3,
XM 003401371.3 371 | LOC117230436 | transcript variant X4, mRNA

Bombus terrestris ATP-binding cassette
XM 003393741.3 741 | LOC100650392 | sub-family A member 13, mRNA

Bombus vosnesenskii potassium/sodium

hyperpolarization-activated cyclic

nucleotide-gated channel 3, transcript
MSTRG.5637 MSTRG |LOC117238291 | variant X6, mRNA

Bombus terrestris intraflagellar transport
XM 012319776.1 776 | LOC100647919 | protein 172 homolog, mRNA
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Bombus terrestris T-complex-associated
XM 012311157.2 157 | LOC100648787 | testis-expressed protein 1, mRNA
Bombus terrestris potassium voltage-
gated channel subfamily KQT member

XM 020863516.1 516 |[LOC100646827 | 1, mRNA

Bombus terrestris protein rolling stone,
XM 012308862.2 862 | LOC100650764 | transcript variant X3, mRNA

Bombus vosnesenskii protein tipE ,
XM 003393464.3 464 | LOC117239854 | transcript variant X5, misc RNA

Kontrol ve deney grubu arasinda farklilik goriilmesi beklenen genlerin qPCR analizi ile
tespitinin dogru olup olmadigin1 anlamak igin gen ifadesi kosullara bagl olarak degismeyen

housekeeping genlerini tespit edecek primerler kullanilmistir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3 qPCR analizinde kullamlan farkliik gostermesi beklenen genlerin calistigim
onaylayabilecegimiz referans “housekeeping” genlerine ait primerler

GenBank ID  Forward Primer (5°-3°) Reverse Primer (3’-5)

EFla AGAATGGACAAACCCGTGAG CACAAATGCTACCGCAACAG
GAPDH-Bee TTTTGAAATCGTTGAGGGTCTT CCATCACGCCATAACTTTCC
RPLI3 GGTTTAACCAGCCAGCTAGAAA CTCCACAGGTCTTGGTGCAA
RPL23 GGGAAAACCTGAACTTAGGAAAA |ACCCTTTCATTTCTCCCTTGTTA
PLA2 GGTCACACCGAAACCAGATT TCGCAACACTTCGTCATTTC

Oligomer Biyoteknoloji A.S.’ye siparisi verilip kurutulmus olarak teslim alinan primerler,
firma tarafindan verilen yonergeler takip edilerek 100 uM derisimle nuclease free water

kullanilarak stok haline getirilmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7 Kurutulmus olarak teslim alinan primerlerin sulandirilma iglemi

3.6 HEDEF GENLERIN QPCR ANALIZI

Olusturulan cDNA’lar ve belirlenen hedef genlere ait primerler, Jena Bioscience PowerUp
“SYBR” Green Master Mix protokoliine (Tablo 3.4) uygun olarak PCR kuyucuklarina ekilmis
ve Light Cycler 480 (Thermo) cihazinda &lciimleri gergeklestirilmistir. Olgiimleri
gerceklestirilen Orneklerin Cr degerleri LightCycler® 480 Software v1.5 adli program ile
hesaplanarak degerler kaydedilmistir. Kontrol ve deney gruplarina ait Ct degerleri arasindaki
farkin istatistiksel olarak anlamliligt R v4.0.3 programi araciligi ile t-testi kullanilarak
olgiilmiistiir. Elde edilen Cr degerleri 22T metoduyla hesaplanarak kat artis degerleri
belirlenmistir (Livak ve Schmittgen, 2001). Daha sonra kat artig degerlerinin negatif yonde artis
gosterenleri, Schmittgen ve Livak (2008) referans yayininda belirtilen geri doniisiim yontemi

kullanilarak belirlenmistir.

Tablo 3.4 Her bir PCR kuyusu i¢in “SYBR” Green Master Mix protokoliine bagli olarak gergeklestirilen
gPCR basamaginda kullanilan hacimler

Icerik Hacim (20 pl)
gPCR SyberMaster 10 pl
Forward Primer (10 uM) 0.6 ul
Reverse Primer (10 uM) 0,6 ul
cDNA 1,5 ul
PCR Tampon Suyu 7,3 ul
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4. BULGULAR

4.1 YONLENDIRME DENEYI iLE iLGIiLi BULGULAR

Arilarin deney kutular icerisinde serbestce gezdikleri ve deney diizenegine tamamen adapte
olduklar1 gozlendikten sonra, diizenegin tamami kokulardan arindirilmak iizere yikanarak 1
numarali kutuya yalnizca koku birakilmigtir. Nektar olmaksizin 1 numarali kutuya arilarmn
yonlendigi ve tip icerisine dil uzatma davraniglar1 gorildiikten sonra, bu godzlemin
tekrarlanmasi ve davranisin giivenirliginin anlasilmasi i¢in 1 numaral kutudaki koku alinarak
2 numarali kutuya tazelenip birakilmistir. Bu deney basamagin sonunda 1 numarali kutuda dil
uzatma davranigi yapan arilarin tamami 2 numarali kutuya yonelerek ayni sekilde nektar olmasi
gereken tiip igerisine dil uzatma davranislart gostermistir (Sekil 4.1). Boylece yonlendirme

deneyi basarili kabul edilmistir.
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Sekil 4.1 Dil uzatma (PER) davranisi sergileyen isciler A,B. 1 numarali kutuda kokuya yonelim, C. 2
numarali kutuya yonelim

4.2 iIZOLASYON SONUCLARI

Beslenen arilarin kokusuz ortamda yetistirilip kontrol grubunu olusturan tarlact kastina ait
iscileri ve kokulu ortamda yetistirilip deney grubunu olusturan bireylerinin RNA izolasyonu

yapildiktan sonra kalite ve miktar tayini 6l¢timleri sonucu gosterildigi gibidir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1 RNA orneklerinin Nanodrop Thermo 2000C 6lgiim sonuglari (1-6. Kontrol grubu sonuglari
7-20. Deney grubu sonuglar)

Ornek No. | Niikl. A260 A280 260/280 260/230 Birim

Asit Kon.
1 167,9 4,197 2,412 1,74 0,3 ng/ul
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2 2438 6,095 3,26 1,87 0,57 ng/ul
3 220,8 5,52 3,038 1,82 0,38 ng/ul
4 2178 5,446 3,006 1,81 0,36 ng/ul
5 143,9 3,597 2,11 1,7 0,25 ng/ul
6 139,5 3,488 2,014 1,73 0,23 ng/ul
7 61 1,524 0,909 1,68 0,32 ng/ul
8 2733 6,833 3,608 1,89 0,47 ng/ul
9 116,3 2,907 1,711 1,7 0,43 ng/ul
10 156 3,899 2,226 1,75 0,26 ng/pl
11 97,9 2,446 1,47 1,66 0,37 ng/ul
12 35,9 0,398 0,542 1,66 0,37 ng/ul
13 45 1,125 0,614 1,83 0,5 ng/ul
14 70,1 1,752 0,898 1,95 0,76 ng/ul
15 49,1 1,227 0,697 1,76 0,33 ng/ul
16 95,8 2,396 1,353 1,77 0,34 ng/ul
17 153,1 3,828 2,29 1,67 0,38 ng/ul
18 171,9 4,299 2,48 1,73 0,32 ng/ul
19 162,2 4,054 2,145 1,89 0,51 ng/ul
20 157.,6 3,939 2,089 1,89 0,73 ng/ul

Sonuglara gore kalite ve miktar bakimindan yeterli olarak goriilen 2, 3, 4, 8, 13, 14, 19 ve 20
gruplar1 cDNA {iretilmek tizere secilmistir. Segilen gruplar iizerinden iiretilen cDNA’lara ait

kalite ve miktar tayinleri Tablo 4.2°deki gibidir.

Tablo 4.2 cDNA 6rneklerinin Nanodrop Thermo 2000C sonuglari

Ornek No | Niikl. A260 A280 260/280 260/230 Birim
Asit Kon.

2 1093 21,859 14,622 1,49 0,94 ng/ul

3 2131,9 42,639 26,064 1,64 1,8 ng/ul

4 2809,9 56,197 34,001 1,65 1,85 ng/ul

8 2921,5 58,431 35,335 1,65 1,8 ng/ul

13 3384,1 67,683 39,828 1,7 1,96 ng/pl
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14 3499,6 69,993 41,457 1,69 1,99 ng/pl
19 2796,7 55,934 33,318 1,68 1,92 ng/ul
20 3303,4 66,067 38,999 1,69 1,94 ng/ul

Uretilen cDNAlar igerisinden; 2,3 ve 4 numarali 6rnekler kontrol grubunu, 8,13 ve 20 kodlu

ornekler ise deney grubunu olusturacak sekilde qQPCR SYBR Master kiti (Jena bioscience)

protokoliine uygun olarak kullanilmistir. Light Cycler 480 (Thermo) cihaziyla qPCR islemleri

yapilan 6rneklerin Cr degerleri Tablo 4.3 teki gibidir.

Tablo 4.3 qPCR islemi ile elde edilen CT degerleri

Gen kodu |2 (Kontrol) | 3 (Kontrol) | 4 (Kontrol) | 20 (Deney) |13 (Deney) |8 (Deney)
EFla 29,74 32,44 31 22,22 23,98 25,62
GAPDH 2745 27,48 27,47 20,84 21,16 21
RPL13 29,46 29,92 29,69 22,67 22,77 22,47
RPL23 31,85 31,25 31,55 26,2 25,7 25,9
PLA2 31,88 31,56 31,72 25,93 26,65 26,3
926 29,81 31,18 30,5 24,61 25,86 25,2
160 30,48 30,69 30,27 29,06 28,72 28,9
852 34,33 33,79 34 26,22 28,17 27,2
832 33,94 36,26 30,65 26,82 28,17 27,5
183 35,81 36,98 36,4 30,21 30,17 30
727 29,66 31,74 30,7 22,51 22,86 22,6
385 34,02 34,52 34,2 26,86 27,55 27,2
400 34,27 36,04 35,1 26,89 27,64 27,2
596 34,44 36,18 35,3 30 29,75 30
828 33,97 35,71 34,8 26,86 27,24 27
372 33,42 35,18 34,3 25,81 27,87 27
371 33,46 34,94 34,2 25,83 27,84 26,8
741 32,33 33,21 32,7 24,7 26,43 29,71
MSTRG 36,52 37,09 36,8 26,82 27,99 27,5
776 33,44 36,05 34,75 25,51 26,8 26,2
157 34,94 35,98 35,4 27,71 29,55 28,6
516 30,87 30 29,28 27,97 29,82 28,9
862 31,97 34,31 33 24,79 26,01 29,99
464 29,5 29,55 29,47 27,26 28,73 28
68 33,08 36,85 35 26,89 28,02 274
128 32,1 32,3 31,9 31,25 31,18 31,22
827 35,05 35,18 35,12 26,8 27,68 27,2
939 35,79 37,65 36,7 29,33 29,98 29,6
297 35,24 35,92 35,5 27,83 29,46 28,6
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226 34,22 35,13 34,7 26,11 27,47 26,7
100 29,7 29,91 29,57 26,52 28,04 27,2
225 38,62 37,46 38 30,81 32,19 31,64
393 34,99 35,69 32,14 27,64 29,27 28,4
730 35,91 37,08 36,5 28,21 29,8 28,54

Elde edilen Ct degerlerinin

belirtilmistir.

2—AACT

metoduyla belirlenen kat artis degerleri ise Tablo 4.4’te

Tablo 4.4 2-**“T metodu kullanilarak, deney grubuna ait degerlerin kontrol grubuna gore referans genler

izerinden kiyaslanarak belirlenen kat artig degerleri

Gen kodu | EFla GAPDH RPL13 RPL23 PLA2
926 0,28 0,44 0,29 0,79 0,90
160 0,02 0,03 0,02 0,06 0,07
852 0,83 1,30 0,86 2,34 2,67
832 0,50 0,79 0,52 1,42 1,62
183 0,55 0,87 0,58 1,57 1,79
727 1,90 2,98 1,99 5,38 6,13
385 0,95 1,49 0,99 2,69 3,07
400 1,71 2,69 1,79 4,85 5,53
596 0,30 0,47 0,32 0,85 0,97
828 1,59 2,51 1,67 4,52 5,16
372 1,22 1,92 1,28 3,46 3,94
371 1,19 1,88 1,25 3,39 3,86
741 0,40 0,63 0,42 1,14 1,30
MSTRG 4,75 7,46 4,97 13,45 15,35
776 2,74 4,32 2,87 7,78 8,88
157 0,81 1,28 0,85 2,30 2,63
516 0,02 0,03 0,02 0,05 0,05
862 0,52 0,81 0,54 1,46 1,67
464 0,02 0,03 0,02 0,06 0,07
68 1,34 2,10 1,40 3,79 4,33
128 0,01 0,02 0,01 0,04 0,04
827 1,71 2,68 1,79 4,83 5,51
939 0,97 1,53 1,02 2,75 3,14
297 0,87 1,37 0,91 2,47 2,82
226 1,75 2,74 1,83 4,95 5,64
100 0,04 0,06 0,04 0,11 0,13
225 0,64 1,01 0,67 1,82 2,08
393 0,41 0,65 0,43 1,16 1,33
730 1,44 2,27 1,51 4,08 4,66
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Kat artig degerleri elde edilen genler, Schmittgen ve Livak (2008) tarafindan belirtilen geri
dontisiim metodu kullanilarak negatif yonde artis gosteren degerler ile birlikte Tablo 4.5°te

gosterilmistir.

Tablo 4.5 Negatif yondeki artiglar ile birlikte kat artig degerleri

Gen kodu | EFla GAPDH RPL13 RPL23 PLA2
926 -3,60 -2,29 -3,43 -1,27 -1,11
160 -46,31 -29,45 -44,22 -16,34 -14,32
852 -1,21 1,30 -1,16 2,34 2,67
832 -2,00 -1,27 -1,91 1,42 1,62
183 -1,80 -1,15 -1,72 1,57 1,79
727 1,90 2,98 1,99 5,38 6,13
385 -1,05 1,49 -1,01 2,69 3,07
400 1,71 2,69 1,79 4,85 5,53
596 -3,32 -2,11 -3,17 -1,17 -1,03
828 1,59 2,51 1,67 4,52 5,16
372 1,22 1,92 1,28 3,46 3,94
371 1,19 1,88 1,25 3,39 3,86
741 -2,50 -1,59 -2,38 1,14 1,30
MSTRG 4,75 7,46 4,97 13,45 15,35
776 2,74 4,32 2,87 7,78 8,88
157 -1,23 1,28 -1,18 2,30 2,63
516 -62,54 -39,76 -59,71 -22,06 -19,34
862 -1,94 -1,23 -1,85 1,46 1,67
464 -48,84 -31,05 -46,63 -17,23 -15,10
68 1,34 2,10 1,40 3,79 4,33
128 -75,41 -47,95 -72,00 -26,60 -23,32
827 1,71 2,68 1,79 4,83 5,51
939 -1,03 1,53 1,02 2,75 3,14
297 -1,15 1,37 -1,09 2,47 2,82
226 1,75 2,74 1,83 4,95 5,64
100 -25,05 -15,93 -23,92 -8,84 -1,75
225 -1,56 1,01 -1,49 1,82 2,08
393 -2,43 -1,55 -2,32 1,16 1,33
730 1,44 2,27 1,51 4,08 4,66

Bu tablo incelendiginde, referans gen olarak kullanilan EFla, GAPDH ve RPL13 genlerine ait
degerlerin, 160, 516, 464, 128 ve 100 kodlu hedef genlere ait sonuglar i¢in diizenli ve dengeli
sonuglar vermedigi goze c¢arpmaktadir. Bu sebeple bu referans genler hesaplamalardan

cikarilmis ve karsilastirmalarda yalnizca RPL23 ve PLA2 referans genlerine ait degerler
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kullanilmistir. Bu iki referans gen ve hedef genler icin elde edilen Ct degerlerinin kontrol ve
deney grubu arasindaki anlamli sonuglarin belirlenmesi adina R v4.0.3 programinda
gerceklestirilen t testine bagli olarak bulunan degerler ve daha sonrasinda R v4.0.3 programinda
normalize p degerlerinin hesaplanmasiyla elde edilen FDR degerleri Tablo 4.6’da

gosterilmistir.

Tablo 4.6 Kontrol ve deney gruplari arasinda yapilan t testine dair istatistik degerleri (FDR degerlerine
gore anlamlilik gosterenler asteriks (*) ile isaretlenmistir.)

Hedef Gen Ort. Ct. p degeri Norm. p RPL23 icin | PLA2 icin
Deg. degeri kat artis kat artis
(FDR) deg. deg.

*MSTRG 32,12 0,000184 | 0,002686689 13,45 15,35
*226 30,72 0,000187 | 0,002686689 4,95 5,64
*225 34,79 0,000291 | 0,002686689 1,82 2,08
*730 32,67 0,000395 | 0,002686689 4,08 4,66
*926 27,86 0,000621 | 0,002686689 -1,27 -1,11
*160 29,69 0,000651 | 0,002686689 -16,34 -14,32
*371 30,51 0,000783 | 0,002686689 3,39 3,86
*372 30,60 0,00079 | 0,002686689 3,46 3,94
*827 31,17 0,000834 | 0,002686689 4,83 5,51
*157 32,03 0,001202 | 0,003398273 2,30 2,63
*400 31,19 0,001289 | 0,003398273 4,85 5,53
*297 32,09 0,0015 0,003625 2,47 2,82
*183 33,26 0,002165 | 0,004642071 1,57 1,79
*776 30,46 0,002241 | 0,004642071 7,78 8,88
*939 33,18 0,002663 | 0,005148467 2,75 3,14
*828 30,93 0,002911 | 0,005276187 4,52 5,16
*852 30,62 0,004166 | 0,007106706 2,34 2,67
*727 26,68 0,004506 | 0,007259667 5,38 6,13
*596 32,61 0,007301 | 0,011143632 -1,17 -1,03
*068 31,21 0,01418 0,02001 3,79 4,33
*128 31,66 0,01449 0,02001 -26,60 -23,32
*385 30,73 0,01922 | 0,02512913 2,69 3,07
*393 31,36 0,01993 | 0,02512913 1,16 1,33
*100 28,49 0,02545 | 0,030752083 -8,84 -7,75
*862 30,01 0,04296 0,0498336 1,46 1,67
741 29,85 0,05474 | 0,061056154 1,14 1,30
832 30,56 0,05703 | 0,061254444 1,42 1,62
464 28,75 0,07027 | 0,072779643 -17,23 -15,10
516 29,47 0,1786 0,1786 -22,06 -19,34
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Goriilen tabloda FDR degerine gore anlamli olmayan genler ¢ikarildiktan sonra her iki referans

gene bagli olarak ifadeleri degisen genler Sekil 4.2.°de verilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1 YONLENDIRME VE PER DENEMELERI

Pham-Delegue vd., (1993), Ditzen vd. (2008) ve Jakobsen vd. (1995)’nin ¢alismalariyla daha
onceden denenmis ve basarili sonuglar alinmig diizenekler baz alinarak hazirladigimiz deney
diizenegi (Sekil 3.3 ve Sekil 3.4) kapsamina PER davranisi takip edilerek arilarin kokuya
yonelmesi takip edilmistir (Sekil 4.1). Yonlenme davranisini tetiklemesi i¢in Fonta ve Masson
(1984), Goyret ve Farina (2005) ve Young vd. (2018) tarafindan yapilan deneyler baz alinarak
saf Ojenol (4-Allylguaiacol; 4-Allyl-2-methoxyphenol) kokusu secilmistir. Bu kokunun,
belirtilen ¢aligmalar kapsamina arilarda elektro-fizyolojik tepkilere yol actig1 belirlenmisti.
Yaptigimiz ¢alismalarda da bu bulgulara paralel sonuclar elde edilmis, deney diizeneginin ve
kullanilan kokunun bombus is¢ilerinde yoOnlenmeyi tesvik edici olduklari saptanmistir.
Boylelikle deneylerimizde kullanilan tasarimin kokuya sartlandirma deneyleri ¢ergevesinde

kullanim1 uygun oldugu diistintilmektedir.

5.2 RT-qPCR SONUCLARI KAPSAMINDA KOKU iLE ILISKILI GEN iFADE
FARKLILIKLARI

Calismamiz kapsaminda ele alinan, &jenol kokusu ile proboscis uzatma refleksi (PER)
gerceklestiren tarlaci kastina ait bombus arilari ile herhangi bir sartlandirmaya maruz kalmamis
bombus arilar1 arasindaki gen ifade farkliliklarini anlamak adina segilen 29 gen igerisinden 25
gene ait degerler istatistiksel olarak anlamlilik gostermistir (Tablo 4.6). Bu genler igerisinden
ise 13 adet gen (ORCO, OR4, OR47a, OR65a, OR10a, OR82a, OR49b, OR9a, OR2, OR13a,
OR22c¢ ve OR92a (2)) koku alma ile ilgili olan koku reseptorlerine, 1 gen ise koku
reseptorleriyle birlikte ¢alisan koreseptdr gorevi goren iyonotropik reseptore ait genlerdir
(IR25a). Bu genlerin kat artis degerleri incelendiginde, kokuya sartlanmis olan arilarda en ¢ok
artis gosteren genlerin ORCO, OR4, OR47a, OR65a ve OR2 reseptor genleri (LOC100631089,
LOC105666099, LOC100646243, LOC10064787 ve LOC100647995) oldugu, diger genlerde
ise bu kat artisin giderek azaldigir goriilmektedir (Sekil 4.2). Dolayisiyla bu genlerin koku
spesifik olarak aktiflestigi ve kokuya bagimli davranis farkliliklarinin olusmasinda rol aldiklari,
buna ek olarak diger artis gdsteren koku reseptor genlerin ise genis yelpazede kokular1 algilayan
reseptorlerle iliskili oldugu tahmin edilmektedir. Bu diisiincemiz daha Onceki yapilmig

caligmalar (Karpe vd., 2017; McBride vd., 2014; Richgels ve Rollmann, 2012; Scialo vd., 2012)
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ve tespit edilen genler ile uyum gostermektedir. Dolayisiyla bu ¢alisma kapsamindaki bilgiler
de g6z oniinde bulunduruldugunda, spesifik kokular ile tetiklenen reseptorlerin kokuya bagiml
davranislar iizerinde etkisinin, genel kokular1 algilayan reseptorlere gore daha yiiksek oldugu
belirtilebilir. Bu agidan deney kapsamindaki bulgular her bir reseptor i¢in, gen ifade

degisimlerinin degerleri g6z dniinde bulundurularak degerlendirilmistir.

Degerlendirilen genlerden, kokuya bagimli davranis farkliliklarinin olusturma potansiyeli
yiiksek olarak belirlenen genler tizerinde yapilacak daha detayli ve spesifik ¢aligmalar ile (6rn.
knock-in/ knock-down) tozlastirma servisini gerceklestiren arilarin belirli bitki gruplarina
yonlendirilmelerine dair genetik gelismeler veya belirli kokulara 6zellesmis olan reseptorler ile
birlikte biyosensor gelistirme uygulamalarinin Oniiniin agilabilecegi diistiniilmektedir. Hem
dogal kokenli hem de endiistriyel kdken alabilen fenol ve tlirevlerinin tespit edilmesi, dogada
insan aktivitesi sonucu biriken fenoliin ¢evreye verdigi zarar1 azaltmak i¢in gerekli oldugu
vurgulanmistir. Ancak, gliniimiizdeki fenol birikmesinin tespit edilmesi i¢in agir makinelere ve
kompleks  Orneklemlere  ihtiya¢  duyulmaktadir.  Dolayisiyla, fenol  tespitinin
gerceklestirilmesinin pahali ve yavas oldugu goriilmektedir (Karim ve Fakhruddin, 2012). Bu
sebeple, pratik ve ucuz bir metot olan biyosensor gelistirme c¢alismalarinin ilerletilmesi
gerekmektedir. Dolayisiyla, ¢alismamizda kullandigimiz alil u¢lu gayakol yapisinda ve fenol
olarak siiflandirilan bir ¢esit aromatik yag olan ¢jenol (NCBI, 2021) karsisinda gen ifadeleri
yiiksek miktarda degisen reseptorlerin, biyosensor gelistirme ¢alismalarinda kullanilmak tizere
potansiyel reseptorler olabilecekleri diisiiniilmektedir. Biyosensorlerin veya arilarin
sartlandirilmasinin fenol tespitinin disinda, askeri veya askeri olmayan alanlarda madde tespit

edilmesi tizerine yapilan ¢aligmalar i¢in de yon gosterebilecektir (Bromenshenk vd., 2015).

Bu acilardan koku ile iliskili olup da ifadesi artan genler ile ilgili daha detayli degerlendirmeler

sOyle siralanabilir:
5.2.1 ORCO

Odorant reseptor koreseptorii (ORCO) kodlayan LOC100631089 geni i¢in kat artis1 5,75 olarak
belirlenmistir. Orco farkli bocek gruplarinda korunmus bir koreseptor olarak bulunmaktadir
(Missbach, vd. 2014). Dolayistyla koku reseptorleri ile kompleks olusturdugundan dolay1 koku
reseptorleri ile birlikte ifade olarak koku ile iliskili genler igerisinde en yiiksek kat artig oranin
bu gene ait olmasi kacinilmaz goriinmektedir. Sekil 2.6’da goriildigi tzere, siliiryen

doneminden itibaren goriilen tiim kanatli boceklerde korunarak giintimiize kadar gelmis olan
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bu proteinin evrimsel basamaklarinin daha detayli bir sekilde aydinlatilmasi gerekmektedir. Bu
sebeple bu iliskiyi aydinlatmak i¢in evrimsel ¢caligmalar yiiriitiilmiistiir (Vosshal ve Hansson,
2011; Rota-Stabelli vd., 2013; Missbach vd., 2015). Ancak, ¢alismamizdan elde ettigimiz
bilgiler dogrultusunda, ilkel bocek gruplari ve antensiz diger arthropod gruplartyla birlikte
yapilacak gen diizeyinde reseptor karsilastirmalarinin ihtiya¢ duyuldugunu diisiinmekteyiz. Bu
tarz caligmalar, Orco ve OR’lerin iliskilerinin nasil basladigini ve hangi siireclerin etkisiyle bu

proteinlerin kompleks yapisi olusturdugunu anlamamiza 1s1k tutacaktir.
5.2.2 OR4

OR4 reseptoriinii kodlayan LOC105666099 geni ¢calismamiz kapsaminda koku karsisinda 5,4
kat artis gostermistir. Bu gen bal arilarinda, kralice arinin mandibular bezlerinden salgilanan
feromonlar1 algilamay1 saglayan bir alt ailenin igerisinde bulundugu bildirilmistir (Karpe vd.,
2017). Dolayisiyla, 6jenol kokusunun kralige feromonundan bagimsiz olarak dogrudan ya da
kralice feromonunun etkisini artirarak dolayli olarak arilarin antenlerindeki bu reseptorii biiytik
oranda etkiledikleri diisiiniilmektedir. Dolayli olarak bu artig1 saglamasi, 6jenoliin yuva
icerisindeki kralicenin feromon salgilama kapasitesini artirabilir oldugu diisiincesini
olusturmaktadir. Bundan ayr1 olarak, OR4’li kodlayan genlerin sivrisineklerdeki homolog
tiirevlerinin besine yonelme ile yakin iligkili oldugu belirtilmistir. (McBride vd., 2014). Bu
sebeple, bombus arilarindaki OR4 reseptorlerinin besin tercihlerinin olusmasi ve bitkiye

yonelimde de gorev alabilecegi diistiniilmektedir.
5.2.3 OR47a, OR65a, OR10a, OR82a, OR49b ve OR9a

Yao vd. (2005), calismasinda Drosophila’da farkli kokulara bagli olarak antenlerdeki
noronlarin elektrofizyolojik olarak tepki miktarlarini hesaplayabilmistir. Bu ¢alismayi takiben
Hallem ve Carlson (2006), 31 adet koku reseptoriinii 100'den fazla koku ile endojen koku
reseptorleri igermeyen mutant anten ndronu (bos noron) kullanarak, farkli reseptorlerin
elektrofizyolojik olarak kokulara olan tepkilerini 6l¢miislerdir. Buna gére, OR9a ve OR82a icin
anlik noron uyariminin 6jenol kokusu kullanildiginda uyarici olduklar1 ama uyarimin az oldugu
tespit edilmis. Bununla birlikte OR10a i¢in bu uyarici etkinin nispeten daha yogun oldugu tespit
edilmistir. Yaptigimiz ¢alismadaki §jenole yonlendirme ile arilardaki bu genlerin ifadesindeki
kat artis degerlerinin OR9a, OR82a ve OR10a i¢in ortalama sirasiyla 1,9; 2,8 ve 2,9 olarak

goriilmektedir. Buna bagli olarak bos néronlarin uyarilma sikliklar ile gen ifade degerlerinin
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birbirleri ile korelasyon gosterdigi goriilmektedir. Ancak bizim yaptigimiz caligmalar ile daha
onceki elektrofizyolojik Ol¢iim sonuglar1 farkli sonuglar ortaya koymustur. Buna gore
elektrofizyolojik olarak 6jenole karsi hi¢ tepki vermeyen OR49b geni i¢in bizim ¢alismamizda
2,6 kat pozitif artis belirlenmistir. Benzer sekilde elektrofizyolojik tepkide &jenol kokusuna
tepkisi az olan OR47a ve OR65a genlerinin ifade artis degerleri bizim ¢alismamizda sirasiyla
5,2 ve 4,8 olarak bulunmustur. Buna goére, bazi reseptorlerin gen ifadesi ile iizerinde
bulunduklar1t OSN'lere ait elektrofizyolojik tepkilerin korelasyon gosterdigi ve bazilari igin ise
bu durumun olugsmadig1 goriilmektedir. Tiim bunlar goze alindiginda, korelasyon gostermeyen
genlerin ve caligmamizda pozitif yonde artis gostermis olan OR47a, OR65a ve OR49b'nin
yonelim davraniginin kontrol mekanizmasinda rol aldiklar1 diisiiniilmektedir. Belirtilen ii¢ gen
icerisinden OR47a’nin ethyl hexanoate kokusuna bagimli olarak davranis farkliliklarinda rol
aldiginin gosterilmesi bu diisiincemizi destekler niteliktedir (Richgels ve Rollmann, 2012).
Ancak kokular i¢in kullanilan diliisyon farkliliklarinin da bu durum ig¢in belirleyici olabilir.
Cinkii farkli oranda seyreltilmis kimyasallar icin koku reseptorlerinin ve ndronlarin

tepkilerinde farklilik goriilebilmektedir (Hallem ve Carlson, 2006).
5.2.4 OR2

Calismamizda bu reseptorii kodlayan genin (LOC100647995), 6jenol ile muamele edildiginde,
deney grubunda ortalama 4,06 kat daha fazla ifade edildigi gézlemlenmistir. Bu sebeple, bu
genin hem davranigsal olarak yonelimde hem de koku ve 6grenme ile dogrudan bir iligkisi
oldugu da diisiiniilmektedir. Bunun diginda, sivrisinekler {izerinde yapilan c¢aligmalarda
OR2'nin 2-methylphenol, benzaldehyde, indole, ve 3-methylindole kokulariin tespitinde gorev
aldig1 da farkli calismalarda ifade edilmistir (Scialo vd., 2012). Dolayisiyla bu reseptoriin

spesifik kokulara 6zellesmis oldugu goriilmektedir.
5.2.5 OR13a

Koku reseptorlerinden olan ORI13a geni (LOC100650815) calismamizda, &jenol ile
etkilesiminde referans genlere gore ortalama olarak 8,2 kat indirgendigi goriilmektedir. Bai ve
Carlson (2010)'in yaptig1 calismalarda jenol benzeri aromatik bir koku olan ve defne bitkisinde
dogal olarak bulunan (Abaul vd., 1995) 3-octanol’iin, OR13a iizerinde sinyal olusumunu
tetikledigi belirlenmistir. Ayn1 ¢alismada OR13a reseptoriiniin hexanol ve 1-octan-3-ol

kokularma da yiiksek oranda tepki verdigi tespit edilmistir. Ancak yaptifimiz c¢alisma
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kapsaminda kullanilan 6jenol dozunun OR13a i¢in yiliksek oranda indirgeyici rolii oldugu

belirlenmistir.
5.2.6 OR22¢

OR22c reseptorii, daha 6nceki ¢aligmalarda 6jenol ile ayni koku ailesinde olan (benzyl acetate
ve anisole gibi) aromatik kokular ile muamele edilmis ancak herhangi bir elektrofizyolojik yanit
almamamistir (Hoare vd., 2011; Montague vd., 2011). Bir diger calismada OR22c¢'nin 2-
acetylpyridine kokusunun 107 ile 107 diliisyon oranlarmin reseptdrde tepki olusturdugu
belirlenmistir. Ayn1 koku 10 oraninda sulandirilarak kullanildiginda ise reseptor tepkisi biiyiik
oranda yok olmustur (Mathew vd., 2013). Ancak, ilerleyen caligmalarda OR22¢'nin methyl
salicylate kokusunu 107 diliisyon oraninda bile rahatlikla algiladig1 belirlenmistir. Buna ek
olarak, bu kokunun (methyl salicylate) diger reseptorler tarafindan algilanma orani oldukca
diistik olarak gozlemlenmistir (Si vd., 2019). Dolayistyla, OR22c'nin spesifik kokular algilayan
bir reseptor oldugu buradan anlasilmaktadir. Calismamizda ise OR22c¢ reseptoriiniin, 6jenol ile
karsilastiginda kontrole oranla 25 kat daha az ifade edildigi belirlenerek, inhibe oldugu

saptanmuistir.
5.2.7 OR92a

OR92a reseptoriine ait iki gen i¢cin (LOC105666960 ve LOC100649513) kat artis degerleri
sirastyla ortalama 1,7 ve -1,1 olarak goriilmektedir. Bu genlerin 6jenol’den ya da kokuya bagl
yonelimlerden etkilenmedikleri gozlemlenmistir. Daha onceki ¢alismalarda, Drosophila
tarafindan bu reseptoriin dogustan gelen yiyecek bulma davraniglari esnasinda ve elma sirkesi
kokusunun algilanmasinda rol aldig: tespit edilmistir (Semmelhack ve Wang, 2009). Bocek
yaslandikca yiyecek bulma kapasitesinin azalisinin ise bu reseptorde gergeklesen kaspaz
aktivasyonu ile olustugu belirlenmistir (Chihara vd., 2014). Ancak, ¢aligmamiz ile birlikte bu

reseptoriin gen ifadesinin §jenol karsisinda 6nemli olgilide farklilasmadig tespit edilmistir.
5.2.8 IR25a

Iyonotropik reseptdér 25a (IR25a)’nin bdcek IR’leri igerisinde yiiksek oranda korundugu
belirtilmistir (Croset vd., 2010; Groh-Lunow vd., 2015). Dolayisiyla iizerinde en ¢ok calisilan
IR’lerdendir. Bunun yanisira, IR25a, diger reseptorler ile birlikte c¢alisarak aslinda bir

koreseptor olarak calismakta oldugu (Abuin vd., 2011; Wicher, 2012; Rytz vd., 2013) ve farkl
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tepkisel mekanizmalarin (gorsel yonelim ve koku algilama) tetiklenmesini sagladigir da
bilinmektedir (Nufez-Acufia vd., 2019). Ayrica, IR25a’nin Drosophila’larda sicakliga bagl
olarak sirkadiyen ritmin diizenlenmesinden sorumlu oldugu tespit edilmistir (Chen vd., 2015).
Bunun yani sira, bu reseptoriin IR21a reseptoriiyle birlikte calisarak serinlik algilayici roliiniin
oldugu belirlenmis ve termoregiilasyonda 6nemli bir basamakta yer aldigi gosterilerek soguk
ortami bu reseptorler sayesinde tespit edip, ortamdan uzaklagsma davranigin1 (termotaksi)
gerceklestirdikleri anlagilmistir (Ni vd., 2016). Caligmamizda, IR25a geninin negatif yonde
15,3 kat indirgendigi goriilmektedir. Kokuya yonlendirilen deney grubu ile kokusuz ortamda
yetistirilen kontrol grubu arasinda sicaklik farkinin olmamasi, IR25a’nin termoregiilasyon
gorevinden bagimsiz olarak indirgenmis olmasi gerektigini géstermektedir. Deneylerimizdeki
gruplar arasindaki tek farkin, arilarin kokuya maruz birakilarak refleksif hareket
gostermeleridir. Dolayisiyla, IR25a’nin koreseptorliigiinii yaptigi koku reseptorlerinin de
indirgenmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Deneyimiz igerisinde goriilen koku reseptorlerinden
bu denli indirgenmis olan tek reseptor OR22¢ olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu durum ile
birlikte, IR25a’nin OSN’lerin %88’in de ifade olmas1 (Task vd., 2020) g6z 6niine alindiginda,
IR25a ve OR22¢’nin birlikte calisabilecegini gosterir niteliktedir. Ancak ¢alismamizda kisitl
veriler bu birlikteligi ispatlayacak kadar kuvvetli olmadigindan bu konunun ileriki ¢aligmalarda

test edilmesi gerektigini dnermekteyiz.
5.2.9 Koku reseptorlerinin genel degerlendirmesi

Bu tez kapsaminda, istatiksel olarak iki durum arasinda anlamli farklilik gésteren genler
icerisinden OR2, OR4, OR47a, OR65a ve OR22c genlerinin 6jenol ile karsilagtiklarinda gen
ifadelerinin 6nemli 6l¢lide degistigi dolayisiyla spesifik kokular1 algilamada rol aldiklar1 ve bu
genlere ek olarak OR49b geninin de kokuya bagli davranis mekanizmasi igerisinde rol aldigi
diistiniilmektedir. Ancak bu diisiincemizin, bu genler 6zelinde yapilacak c¢aligmalarca farkl
diliisyonlarda kokular i¢in sartlandirilmis arilar kullanilarak teyit edilmesi gerekmektedir.
Boylelikle arilarin seralarda, bahgelerde ve 6zel alanlarda istenilen bitkilere yonelimlerini
saglayacak caligmalara ya da koku spesifik biyosensorlerin gelistirilmesine, boylelikle biiyiik
maliyetler ile gergeklestirilen koku tespit caligmalarina alternatif ucuz ve modiiler gelismelere
on ayak olunabilecegi diisiiniilmektedir. Oyle ki, ¢alismamizda fenol olarak smiflandirilan

6jenol kullanilmasi, bu tez ¢alismasinda one ¢ikan koku reseptorlerinin lizerinde daha detayl
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caligmalar yapilarak pahali ve uzun siiren fenol icerikli kimyasallarin tespiti i¢in alternatif

metotlar gelistirebilecek biyoteknolojik calismalarin gergeklesebilecegi ongoriilmektedir.

5.3 RT-qPCR SONUCLARI KAPSAMINDA KOKU ILE ILISKiLi OLMAYAN GEN
IFADE FARKLILIKLARI

Istatistiksel acidan anlamlilik gosteren 25 gen igerisinde 12 gen (HCN3, IFT-172, 3-
methyladenine DNA glycosylase, hexamerin, RBF-1, Nmnat3, Akuaporin (AQPA), Tctex-1,
rost, vitellogenin ve slowpoke) koku algilama ile dogrudan iliskili olmayan ancak anten
dokusundaki ifadelerinin belirlenmesi hedeflenen genlerdir. Bu genler i¢erisinden pozitif yonde
en yliksek artig1 gosterenler sirasiyla 14,4 ve 8,3 kat artis1 gésteren HCN3 ve IFT172 genleri
olmustur ve bu genlerin koku ile sartlandirilmis arilarda yiiksek miktarda ifade edilmesi, arilarin
beyin aktivitelerinin oldukca arttigini1 gostermektedir. Bunun yani sira, en az ifade olan gen ise
1,2 kat oraninda indirgenen slowpoke (LOC100650043) geni olmustur. Gen ifadesindeki
azalma 6nemli Ol¢iide goriilmemektedir ancak bu genin ifadesinin artmamis olmasi, 6jenol

kokusunun arilarda herhangi bir bagimlilik etkisi yaratmamis oldugunu gosterir niteliktedir.
5.3.1 HCN3

Koku reseptorlerinden bagimsiz olarak pozitif yonde en yiiksek kat artis1 (14,4) gosteren
hiperpolarizasyon ile aktive olan siklik niikleotid katyon kapili bir kanal (HCN3)
kodlanmasindan sorumlu gen (LOC117238291) olmustur. HCN kanallar1 beyinde genis 6lgekte
ifade olurlar ve noronlarin ritmik aktivitesi, membranlarin dinlenme potansiyelinin belirlenmesi
ve dendritik entagrasyon gibi islevlerin yerine getirilmesini saglarlar (Chu ve Zhen, 2010).
Dolayisiyla deneyimizde siirekli koku esliginde besinlerini alan is¢i arilarin antenlerinde HCN3
geninin aktivitesinin bu denli artmasi, kokuya maruz kalan arilarin beyin aktivitelerinin, sinyal

iletimlerinin arttigini géstermektedir.
5.3.21FT172

Kat artis degeri ikinci en yliksek olan gen ise intraflagellar transport protein 172 homolog
(IFT172) olarak (LOC100647919) karsimiza ¢ikmaktadir. Bu gen, ndronlarda primer sil
yapisinin olugsmasinda dogrudan etkilidir (Green ve Mykytyn, 2010) ve ikincil olarak hedgehog
sinyal iletiminde etkilidir. Hedgehog sinyal iletimi gelisim basamaklarinda embriyonik

hiicrelere bilgi tasiyarak hiicre farklilagsmasini saglamaktadir ve yetiskin Drosophila
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bireylerinde ise kokuya verilen cevabin diizenlenmesinde gorev almaktadir. Bu diizenlenmenin
OSN icerisindeki primer sillerin igerisinde OR’lerin taginmasi ile yapildig1 gosterilmistir
(Sanchez vd., 2016). Calismamizda elde ettigimiz bulgular, bu genin 6jenol ile etkilesimde olan
antenlerde onemli dl¢lide arttigini gostermistir ve bu durum 6jenol varliginda aktivitesi artan
OR’lerin OSN yiizeyinde daha fazla bulunabilecegini gostermektedir ancak bunun dogrudan

tespit edilebilecegi deneyler ile bu bulgu teyit edilmelidir.
5.3.3 3-methyladenine DNA glycosylase

3-methyladenine DNA glycosylase enzimini kodlayan gen (LOC100644224), deney grubunda
ortalama 5,1 oraninda artig gostermistir. Bu enzim DNA'larin olusumunda goriilen hatali baz
eslesmelerinin tamirini ve tespitini gergeklestirir (Hedglin ve O'Brien, 2018). Bu hatalarin,
kokuya ozel olarak ifadesi artan genlerin normalden daha hizli bir sekilde ¢alismasinin

sonucunda ger¢eklesmis olabilecegi diistiniilmektedir.
5.3.4 Hexamerin

Hexamerinler, omurgasizlarda bakir iyonlarmmi baglayip oksijen tasinmasini saglayan
hemosiyanin proteininden koken almis depo proteinleridir. Hexamerinin metamorfoz
asamasinda aminoasit tedarik etme gorevlerine ek olarak; gonad gelisimi, yumurta {iretimi ve
tarlacilik faaliyetlerini desteklemek {izere depo proteinleri olarak gorev yaptiklart tespit
edilmistir (Martins vd., 2010). Calismamiz ile kokuya bagli olarak yonlendirme yapilmis
arilarda bu gen (LOC100650380) pozitif yonde ortalama 4,4 kat artis gostermistir. Bu artig
bizlere, tarlac1 kastina ait is¢ilerin kokuya bagli olarak besine yonlendirilmelerinin tarlacilik
potansiyellerinin artmis olabilecegine ve tarlacilik faaliyetlerini gergeklestirecek arilarin enerji
ihtiyaclarin1 karsilamalari i¢in besin (yag) depolarinin yonlendirme yapilmamis olan isgilere
nazaran daha gelismis olabilecegini gdstermektedir. Bu durum gz 6niinde bulunduruldugunda,
ticari olarak yetistirilen bombus arilarinin, tozlastirmasini gerceklestirecekleri seralara
yerlestirmeden Once yerlestirilecekleri seralardaki bitki kokularina goére 6nceden
yonlendirilmesi, seralara yerlestirilen arilarin daha etkili bigimde tozlastirma servisini yerine
getirmeleri anlamina gelebilir. Ancak bu durumun daha sonraki ¢aligmalar ile sera ortamlarinda

karsilagtirmali olarak denenmesi gerekmektedir.
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5.3.5 RBF-1

Kat artis degeri, koku ile muamele edilen arilarda, normal durumdaki arilara oranla 3,72 kat
daha fazla ifade olan Rabphilin-1 (RBF-1), eksositoz ile ndrotransmitter peptitler iceren
vezikiiller salgilanmasini saglayan yogun ¢ekirdekli vezikiil (DSV) adinda bir ndron bdlgesinin
aktiflestirilmesinde rol almaktadir. Calismamiz, 6jenol kokusunun rabphilin aktivitesini
arttirdigini ortaya koymaktadir. Raphilin’in azalmasi durumunda ise, vezikiil igerisinde taginan
ndrotransmitter maddeler sinapslarda stabil bir durumda aktarim saglayamamaktadir (docking
esnasinda), dolayisiyla sinaptik iletim biiyiikk Ol¢lide sekteye ugramaktadir (WanJuan vd.,
2012). Azalan sinyal iletimi, canlida iiretilen norotransmitter maddelerin birikmesini ve bu
durum arttiginda "neuronal ceroid lipofuscinosis" yada "Batten hastalig1" olarak bilinen motor
fonksiyonlarmin yavaslamasina sebep olan bir durumun olusmasinit saglayabilmektedir
(Griinewald vd., 2017). Bu durum g6z 6niinde bulunduruldugunda RBF-1 gen ifadesinin artis1
ile canli saghginin pozitif yonde etkilendigi ya da koku ile muamele edilen arilardaki beyin
aktivitesinin artmasi sonucunda bu genin daha fazla ifade edildigi sdylenebilir. Dolayisiyla bu
durumun, ozellikle koku ile uyarilma sayesinde mi yoksa beyin aktivitesinin herhangi bir
sekilde artmasiyla birlikte gen ifadesinin artis gosterip gostermedigini anlamak i¢in kokular ile

baska uyaricilar karsilagtirilarak belirlenmelidir.
5.3.6 Nicotinamide/nicotinic acid mononucleotide adenylyltransferase 3 (Nmnat3)

Nmnat3 enzimi, NAD biyosentetik yolaginda merkez enzim roliindedir (Berger vd., 2005) ve
nikotinamid mononiikleotidler ile adenozin trifosfat (ATP) kullanarak NAD" olusumunu
katalizmektedir ve mitokondride bulunan Nmnat3 enziminin yiiksek oranda sentezlenmesinin,
akson dejenerasyonunu engelleyici bir etki olusturdugu daha 6nceki ¢alismalarca belirlenmistir.
Buna ek olarak, akson dejenerasyonu, programlanmis hiicre 6liimiinden bagimsiz olarak,
norodejeneratif hastaliklarda veya travmatik yaralanmalar ile gerceklesen hiicrelerin Sliimii
olarak tanimlanabilir (Sasaki vd., 2006). Boylelikle, bu enzimin substratlar1 olan ve NAD
onciilleri olarak gorev yapan nikotinamidlerin, bulunduklari ortamda dolayli olarak akson
dejenerasyonunu engelleyici etki olusturduklari da belirlenmistir. Dolayisiyla, ¢alismamizda bu
genin ortalama 3,6 oraninda artis gostermesi, koku ile siirekli olarak tetiklenen noronlarin
aksonlarinin dejenerasyona ugramamasi i¢in bu enzimin ifadesinin artmis olabilecegini
gOstermektedir. Nmnat3 enziminin substrati olan nikotinamid (B3 vitamini), NAD" yapisinda

bulunmaktadir ve glikoliz, sitrik asit dongiisii ve elektron tagima sisteminde enerji iiretimi i¢in
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kullanilmaktadir (Belenky vd., 2007). Bunun disinda, calismamizdaki Hexamerin seviyesinin
4,4 kat artis1 ile birlikte arillardaki yag deposunun artmis olabilecegi diisiiniilmektedir ve
bdylece arilardaki enerji metabolizmasindaki yag asitlerinin kullaniminin artmasi ile iiretilen
ATP’nin NAD" {iretimini artirdigi ve bdylece Nmnat3 enzim aktivitesinin artmig olabilecegi

olas1 goriilmektedir.
5.3.7 Akuaporin

Cogu akuaporinin birincil islevi, aktif ¢oziinen madde tasinmasi ile olusan ozmotik basinca
gbre suyu hiicre zarlar1 boyunca tasimaktir (Verkman, 2013). Memelilerde genis Olgekte
calisilmis olan akuaporinlerin fonksiyonlar ve filogenetik siniflandirmalari genom biliminin
gelismesiyle daha sonradan boceklerde de tanimlanmistir. Buna bagli olarak, boceklerde
akuaporin ailesinin 7 iiyesi bulunmaktadir ve bunlardan ise 6 tanesi su tagima ile ilgili proteinler
ile iliskiliyken, farklilik gdsteren 1 tanesi Drosophila’da tanimlanmis olan Big Brain (BIB)
genidir (Spring vd., 2009). Su tagimak ile gérevli olan akuaporinlerin, yiiksek sivi diyetine sahip
boceklerde beslenmenin devamliligi i¢in viicutlarindan fazla suyun uzaklastirilmasinda ve kig
uykusuna ihtiya¢ duyan boceklerde hiicrelerde gliserol biriktirerek donmaya karsi koruma
olusturmasina dair fonksiyonlar1 da agiklanmistir (Campbell vd., 2008). Su tasimanin disinda
goreve sahip olan BIB geninin, tirozin-kinaz aktivitesi ile diizenlenen ve se¢ici olmayan katyon
kapis1 olarak gorev gordiigii belirtilmistir (Yanochko ve Yool, 2002). Diger bocek gruplarinda
da BIB homologu genlerin benzer fonksiyonlarinin olduklar1 belirtilmistir (Campbell vd.,
2008). Buna ek olarak, akuaporinlerin, hiicreler aras1 bosluktaki potasyum iyonlarinin néron
uyarimindan sonra tekrar hiicre i¢ine alinmasinda islev gorerek, sinirsel iletim hiz1 {izerinde de
etkisinin olduklar diisiiniilmektedir (Verkman, 2013). Tiim bunlara bagh olarak, calismamizda
akuaporin geninin ifadesinin deney grubunda 2,5 kat artti1 gériilmektedir. Ojenoliin etkisinin
ndron aktivitesini artirdigi géz oniine alindiginda bu durum, Verkman (2013)’1n akuaporinlerin

noronlarin uyarimindaki etkisi hakkindaki diisiincelerini destekler niteliktedir.
5.3.8 T complex associated testis expressed protein 1

T complex testis expressed protein 1 (Tctex1), geni 6zellikle erkek bireylerde spermatogonez
asamasinda yiliksek miktarda ifade edilmektedir. Tctex1 geninden farkli olarak Tctex5 geni
tizerinde yapilan ¢alismada, farkli boyutlarda transkribe edilmekte olduklar1 saptanmistir (~1,5

kb — ~0,5 kb) ve hemen hemen tiim dokularda goriilmektedir ancak orta boyutta olan
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izoformlarin (~1kb) beyin dokusuna 6zellesmis oldugu saptanmistir (Han vd., 2007). Ancak bu
gen heniiz bocekler iizerinden calisilmamistir. Yapilan caligmalarda genel olarak fare ve
insanlar ilizerine yogunlasilmis olup, pankreas, testis ve spermatozoa dokularinda caligilmigtir
(Castaneda vd., 2017; Han vd., 2008; Zhao vd., 2017). Ancak ¢alismamizda goriilen kat artis
degerinin ortalama 2,4 olmasi, bu genin boceklerdeki sinirsel iletim yollarinda veya
reseptorlerde gorevli olabileceklerini géstermektedir. Han vd. (2007)’nin ¢alismasinda goriilen
~1kb boyutundaki izoformlarin beyin dokusuna 6zellesmis olduklar1 belirtilmisti. Bu bilgi
dogrultusunda, sinirsel iletim yollarinda da bu genin farkli izoformlarinin goriilmesi olasi
goziikkmektedir. Bu sebeple, Tctex geninin bocekler ile birlikte calisilmasi ve fonksiyonlarinin
aydinlatilmasi, boceklerdeki sinirsel iletimin ve tepkisel mekanizmalarin aydinlatilmasina katki

sunacagi diisliniilmektedir.
5.3.9 Protein rolling stone

Protein rolling stone (rost) geni miyogenez basamaklarinda miyoblastlarin birlesmesinde rol
aldig1 tespit edilmistir. Buna ek olarak, yetiskin sineklerde merkezi sinir sisteminde ifade
edildikleri de saptanmistir (Paululat vd., 1997). Ancak merkezi sinir sistemindeki roliiniin tam
olarak ne oldugu belirlenememistir. Calismamizda kokuya bagimli olarak néron aktivitesi artan
is¢i1 arilarin antenlerinde bu proteinin ifadesinin ortalama 1,6 kat artis gosterdigi belirlenmistir.
Her ne kadar yiiksek oranda bir artis goriinmese de, rost geninin sinirsel iletime bagl olarak

ifadesinin degistigi gézlemlenmistir. Bu sebeple, bu genin merkezi sinir sisteminin digindaki

duyusal noéronlarda da ifade edildigi diistiniilmektedir.
5.3.10 Vitellogenin

Memelilerde yag depolama isi goren, vitellogenin (LOC100644917), bal arilarinda iireme
sistemini gelistiren bir hormon olarak tespit edilmistir (Amdam vd., 2012). Bunun yanisira,
is¢ilerin kralige feromonu arttik¢a tireme sistemlerindeki gelisimlerinin azaldigi ve boylelikle
kralicelerin kolonilerini yonetirken aktif olduklar1 donemde hem otoritesini kaybetmemesi,
hem de kast ayrimina yonelik bir adaptasyon oldugu belirtilmektedir (Cnaani vd., 1996;
Leonhardt vd., 2016). Yaptigimiz calisma ile 6jenole bagli olarak, bu genin ¢alisma oraninin
ortalama 1,2 kat arttig1 goriilmektedir. Bu artis, 6jenol kokusunun kraligenin feromon salgisini
veya isc¢ilerin {izerinde kurdugu baskin olma etkisini az bir miktar artirmis olarak goriinse de,

onemli bir artis olmadig1 goriilmektedir.
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5.3.11 Calcium-activated potassium channel slowpoke

Drosophila’da bulunan kalsiyum ile aktiflesen potasyum kanali slowpoke geni noron, kas, trake
hiicreleri ve orta bagirsakta ifade edilmektedir (Brenner ve Atkinson, 1997). Diger iyon
kanallar1 gibi bu kanallarda protein kinazlar, fosfatazlar ve diger diizenleyici proteinler
tarafindan kontrol edilmektedir (Zhou vd., 2002). Bunun yanisira boceklerdeki bu kanallarin,
bitkilerin tehditlere kars1 havaya saldigi dimetil disiilfit gibi boceklerde oldiiriicii etki yaratan
ucucu siilfiir bilesenleri ile inhibe edildigi, dolayistyla sinirsel iletimdeki yavaglamadan dolay1
boceklerde oldiiriicti etki gerceklestirdigi tespit edilmistir (Dugravot vd., 2003). Bir baska
calismada ise Drosophila’larda etanoliin sineklerdeki uyusturucu etkisinin bu kanallar olmadigi
taktirde tolere edilemedigi gozlemlenmistir (Cowmeadow vd., 2005). Bu tolerans, sineklerde
zararli ajanlara karst hizli adaptasyonlarin gergeklesmesinde slowpoke geninin 6nemli
oldugunu gostermektedir. Ancak, toleransin gelismesi bdceklerde uyusturucu ajanin daha
ylksek miktarda tiiketilmesine ve bagimlilik olusmasina sebep olmaktadir (Cowmeadow vd.,
2005). Calismamizda, 6jenol ile bu kanallarda 1,2 katlik bir indirgenme belirlenmistir. Boylece
ojenoliin boceklerdeki sinirsel iletimi yavaslatacak diizeyde veya zararl diizeyde ndrolojik bir

etki gdstermedigi dolayisiyla herhangi bir bagimlilik etkisi yaratmadigi goriilmektedir.
5.3.12 Kokau ile iliskili olmayan genlerin genel degerlendirmesi

Kokuya yonlendirilen gruptaki hexamerin geninde goriilen artis, tarlacilik yapmakla gorevli
arilarin  bir kokuyu besin ile iliskilendirdiklerinde tarlacilik potansiyellerinin artmis
olabilecegini gosterir niteliktedir. Bu sebeple, bu gen 6zelinde seralara yerlestirilecek arilarin
daha onceden yerlestirilecekleri sera igerisindeki kokulara yonlendirilmesinin tarlacilik
servisini artirabilecegi diistiniilmektedir. Ancak bu durumu teyit edecek karsilastirmali
caligmalarin yapilmasina ihtiya¢ vardir. Ayrica bu tez ile birlikte elde edilmesi hedeflenen
bilgilere ek olarak; rost geninin antenlerde de ifade olabilecegi, 6jenol kokusunun arilarda
bagimlilik yapmadigi, Tctex-1 geninin, sinirsel iletim yollarinda veya reseptorlerde gorevli
olabilecekleri ortaya c¢ikarilmis olup, akuaporinlerin néron uyariminda etkisinin oldugu
diistincesi desteklenmis, 6jenol varliginda aktivitesi artan OR’lerin OSN yiizeyinde daha fazla
bulunabilecegini, OR13a’nin ve Ozellikle OR22c¢’nin inhibe edici ajaninin  50ppm

coziintirliiglindeki 6jenol olabilecegi yoniindeki bulgular dnerilmistir.
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