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Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 
 

Danışman : Dr. Öğr. Üyesi Fatih DİKMEN 

 

Karasal yaşama adapte olmuş böcekler, hayatlarını devam ettirebilmek için çevrelerindeki 
kimyasal bilgiyi kullanmaktadır. Bu bilgiler, yuva alanı belirleme, eş seçimi, besin arayışı, av 
tespiti ve avcılardan kaçma gibi eylemleri gerçekleştirirken kullanılmaktadır ancak bunun için 
böcekler, çevrelerindeki kokuları birbirlerinden ayırt edebilmeli ve kokuya yönelik davranış 
farklılıkları gösterebilmelidirler. Bu davranışlar içinde arılar tarafından gerçekleştirilen besin 
arayışı, tarımsal ve doğal vejetasyondaki çiçekli bitkilerin tozlaştırılmasını sağlamaktadır. Bu 
çalışmada seralarda polinatör arı olarak sıkça kullanılan ve ticari olarak yetiştirilen Bombus 
terrestris (L.) türünün, öjenole şartlandırıldığında antenlerinde görülen gen ifade farklılıkları 
karşılaştırılmıştır. Böylelikle, spesifik bir kokunun ve kokuya bağlı öğrenme davranışının 
etkisinin gen düzeyinde yarattığı farklılıklar ele alınmıştır. Gözlenen farklılıklar sayesinde, 
arıların kokuya dayalı öğrenme ve davranış çalışmaları için hangi genlerin üzerinde durulması 
gerektiği ve koku reseptörlerinin yönelime bağlı hareketleri belirleyen genlerle yakınlığı gibi 
bilgiler tartışılmıştır. Bunun yanısıra, arıların seracılık ve tarımda istenilen bitki gruplarına 
yönlendirilmesini sağlamak adına yapılacak çalışmalar için üzerine yoğunlaşılması gereken 
genler ve arıların seralarda daha efektif kullanılmasını sağlamaya yönelik öneriler sunulmuştur. 

Haziran 2021, 87 sayfa. 

Anahtar kelimeler: RT-qPCR, Koku reseptörleri, Bombus arısı, kokuya şartlandırma, PER  

ÇİÇEK KOKULARININ Bombus terrestris L. ANTEN KEMORESEPTÖR 
TRANSKRİPTOM PROFİLLERİ ÜZERİNE ETKİSİNİN ARAŞTIRILMASI 
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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. 
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1. GİRİŞ 

Günümüzde kayıt altına alınmış 1 milyon civarında böcek türü bulunmaktadır ve canlı 

çeşitliliğinin yaklaşık 70%‘ini bu topluluk oluşturur (Stork, 2018). Bu durum onların dünyadaki 

organizmalar arasındaki en baskın yaşam formu olarak nitelenmelerine neden olmaktadır 

(Gullan ve Cranston, 2010; Foottit ve Adler, 2017). Dünyadaki hemen hemen her habitat 

içerisinde böceklere rastlamak mümkündür (Gullan ve Cranston, 2010). Bu denli başarılı 

olmalarının ardındaki sır, müthiş adaptasyon özellikleri ve gösterdikleri çeşitliliktir (Klowden, 

2013; Suh vd., 2014; Gullan ve Cranston, 2010). Adaptif (uyumsal) özellikleri arasında her ne 

kadar morfolojik karakterler gözümüze daha çok çarpsa da, farklı çevre koşullarında verdikleri 

fizyolojik cevaplar da bu konuda onları ön plana çıkarmaktadır (Klowden, 2013). Örnek olarak, 

yemek bulmak ve görev ayrımlarının yapılması gibi işlemler için koloni sistemlerinde yaşayan 

sosyal böceklerde, iletişim ile ilgili adaptasyonlar, en az morfolojik adaptasyonlar kadar önem 

arz etmektedir (Hansson ve Stensmyr, 2011; Suwannapong ve Benbow, 2011). Böceklerde 

görülen iletişim çeşitlerinden olan kimyasal iletişimin sağlanması, koku mekanizmasının doğru 

çalışmasına bağlıdır. Böcekler, algıladıkları farklı kokulara göre nörolojik olarak farklı cevaplar 

üretirler ve böylelikle hayatta kalma başarılarını artırırlar (Goulson, 2010). 

Böceklerin duyarlı olduğu kokular genelde feromonlar ve havada yayılan kokular olarak 

belirtilebilir (Goulson, 2010) ve bu tip kokular semiyokimyasallar olarak nitelenir (Fan J., 

2011). Semiokimyasallar küçük molekül ağırlıklarına sahip çok hafif koku kimyasal maddeleri 

olarak tanımlanmıştır (Fan J., 2011). Böcekler semiokimyasalları hem tür içi hem de türler arası 

etkileşimde kullanırlar (Gullan ve Cranston, 2010; Fonta ve Masson 1987). Bu etkileşimin 

gerçekleşmesi için semiokimyasal bir canlı tarafından salgılanmalı veya pasif olarak etrafa 

yayılmalıdır. Etrafa yayılan bu semiokimyasalın bir diğer canlı tarafından algılanması ve 

sonuçta sinir sisteminde bir sinyalin üretilmesi gerekmektedir. Bu sinyalin oluşması için 

kokunun tutunacağı, bir kokuya özgü ya da geniş çaplı kokuları algılayan bir koku reseptörü 

(OR, olfaktör reseptör) gerekmektedir (Andersson, 2015). 

Böceklerde kokuların algılanmasını sağlayan reseptörler, anten, maksillar palpus, bacaklar, 

ovipozitör ve sersi gibi bir çok vücut kısmında yer almaktadır. Ancak bu vücut bölümleri 

arasında antenler, bu işlev için en temel organ olarak belirlenmiştir (Chapman, 2013). Bu 
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açıdan, böceklerde koku alma/koklama eyleminin daha iyi anlaşılabilmesi için antene 

odaklanılması kaçınılmazdır. Kokuyu algılama biçimleri ve dolayısıyla da kokuyla iletişim 

dilleri çözüldükçe, insanın böceklerle olan çekişmesi de, ekolojik dengeler bozulmadan, insan 

hayatına uyumlu çözümler ile neticelendirilebilecektir. Bu hem ekolojik hem de sağlık ve 

ekonomi yönünden farklı faydalar barındırabilme potansiyeli olan bir konudur. Bu tez çalışması 

bu amaçla tarımsal üretimde tozlaştırıcı olarak sıklıkla faydalanılan Bombus terrestris (L.) türü 

arıların anteninde gerçekleşen koku alma eyleminin moleküler mekanizmalarından bazılarını 

aydınlatmayı hedefleyerek bulguların tarımsal üretimde farklı bir perspektif sunmasını 

amaçlamaktadır. 
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2. GENEL KISIMLAR 

2.1 BÖCEKLERDEKİ KOKU DUYUSUNUN İNSANLAR İÇİN ÖNEMİ 

Evrimsel süreçte böcekler için koku duyusu, hayatta kalmaları için büyük önem teşkil 

etmektedir (Raguso, 2004). Örneğin, dişi bir sivrisineğin yumurtalarının gelişmesi ve 

beslenebilmesi için diğer hayvanların kanlarına ihtiyacı vardır (Briegel, 1985). Ancak 

sivrisinek, diğer hayvanları belirlemede yalnızca görsel izleri değil, yöneleceği canlının 

bıraktığı karbondioksit ve vücut kokusunu da takip eder (Gillies, 1980). Bu yönelim ile hayatta 

kalma başarısını artırmış olur. Sivrisineğin hayatta kalma başarısını arttıran koku faktörü insan 

için dezavantaj sağlamıştır. Çünkü sineğin taşıdığı patojenlere bağlı gelişen hastalıklar insan 

hayatını negatif yönde etkilemiştir (Kindhauser vd., 2016; Weaver ve Lecuit, 2015; Halstead, 

2007). Bu negatif etkiden kurtulmak için sinek kovucular, ilaçlamalar ve kimyasal mücadele 

insanların önceliklerinden biri olmuştur (Tsitoura vd., 2015; Afify vd., 2019; Syed ve Leal, 

2008; Bohbot vd., 2011). Bunun yanısıra, çekirge sürüleri (Guo vd., 2020), keneler (Palsson 

vd., 2008), orman zararlıları olarak tanımlanan bazı böcekler (Liebholt, 2012) ve tarım 

zararlılarına (Peyrovi vd., 2013) karşı da benzer şekilde koku ile yanıltıcı veya farklı 

yönlendirici mücadele yöntemleri geliştirilmiştir. Tüm bunlarla birlikte, insan hayatına yararı 

olan böceklerden faydalanmamız veya faydalı olan böcekleri korumamız için de koku 

duyusunun nasıl çalıştığını anlamamız gerekmektedir (Singh vd., 2015). 

2.1.1 Model organizma olarak Bombus terrestris (Linnaeus, 1758) 

Koku duyusunu anlamak ve mekanizmasını tespit etmek için bir çok hayvan modeli 

kullanılmıştır (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 

arılar, gerçek sosyal yaşam gösteren (ösosyal) ve koloni oluşturan arılardır. Dünya üzerinde 

250 kadar türe sahiptir (Williams vd., 2008) ve ülkemizde ise 47 türü yaşamaktadır (Rasmont 

vd., 2009). Bu cins içerisindeki türlerden, ülkemizde en geniş yayılım alanına sahip olan ve son 

20 yıldır örtü altı tarımda en çok kullanılan tür ise B.terrestris’tir (Gösterit ve Gürel, 2014). 

Tarımda çokça tercih edilmelerinin sebeplerinden biri, büyük vücut yapıları ve vücudunu 

çevreleyen yoğun kıl tabakası sayesinde bal arılarına göre daha çok polen taşıyabilmeleridir 

(Free ve Williams, 1972). Ayrıca uygun olmayan hava koşullarında bile (rüzgarlı, 15 oC 

altındaki sıcaklıklarda ve hafif yağmurda) bal arısı çalışmazken bombuslar çalışabilmektedir 
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(Heinrich, 1979). Bu da onları özellikle ılıman kuşakta sert geçen erken bahar dönemleri için 

alternatif bir tozlaştırıcı haline getirmektedir. Bunların yanında bombus arıları örtü altı 

yetiştiriciliğinde veya tozlaştırma kafeslerinde kullanıma da çok uygundurlar (Dabak ve 

Özenirler, 2018). Çünkü küçük koloni yapısı sayesinde, seralarda rahatlıkla strese maruz 

kalmadan çiçekleri tozlaştırabilmektedirler (Robert vd., 2017). Günümüzde, domates ve 

patlıcan gibi Solanaceae ailesine ait bitki yetiştirilen seralarda tozlaştırıcı arı olarak 

kullanılmaktadır (Teppner, 2005; Vergara ve Buendia, 2012) çünkü domates bitkisinin 

çiçeklerinin polen salınımının gerçekleşmesi için çiçeğin belirli bir frekansta titreşime 

(buzzing) maruz kalması gerekmektedir (De Luca vd., 2012). Bal arısı bu titreşimi 

sağlayamadığından domates tozlaşması için faydasız bir tür olarak karşımıza çıkar (Zhang vd., 

2015). Ancak bombus güçlü gövde kaslarıyla çiçek üzerinde yeterli bir titreşim oluşturur ve bu 

da Solanaceae ailesine üye tarımsal üretimde kullanılan çiçekli bitkilerin polen salınımını uyarır 

(De Luca vd., 2012). Bu açıdan bombus arıları tarımsal üretimde ayrı bir öneme sahiptir. Bu da 

onları, beslenme davranışını etkileyen dolayısıyla bitki tercihlerini belirleyen koku gibi 

faktörlerin araştırılmasında önemli bir model organizma yapmaktadır. 

2.1.2 Bombusların kokuya bağlı davranışları 

Doğal bir bombus kolonisinin varlığı, kraliçe arının aktivitesine bağlıdır. Bir önceki sene 

gelişmiş ve çiftleşmiş olan kraliçe, kış uykusuna yatmak ve diğer sene koloni kurmaya 

başlamak için uygun yuva aramaya başlar. Çoğunlukla diğer canlılar (fare, yılan, kirpi ve diğer 

böcekler) tarafından daha önceden kullanılmış, terkedilmiş ve genellikle yer altındaki korunaklı 

bölgelerde yuva alanını belirler (Alford, 1969) ancak taş duvarlarda (Skovgaard, 1936) ve çürük 

ağaç gövdelerinde kışladıkları da bilinmektedir (Tkalcu, 1960, 1961; Haeseler 1972). Kışlayan 

kraliçe söğüt ağaçlarının çiçeklenmesiyle örtüşen bir zaman aralığında, erken bahar döneminde 

havaların ısınmaya başlamasıyla uykusundan uyanır (Dylewska, 1962). Ardından 

yumurtalarını, kendi topladığı polen, nektar ve vücut salgılarından oluşturduğu küpleri andıran 

odacıklar içerisine bırakır (Sladen, 1912). İlk larvalar ergin evreye ulaşana kadar yuva 

oluşturma, yavru bakımı ve yuva ısısını sabitleme faaliyetlerini kraliçe tek başına gerçekleştirir 

(Heinrich, 1972). İlk ergin işçiler geliştikten sonra kraliçe artık yuvayı terketmez ve işçiler 

genel olarak polen ve nektar toplama faaliyetlerini gerçekleştiren tarlacılar (forager) ve yavru 

bakımı ile yuva inşaasını üstlenen bakıcılar (nurser) olmak üzere birbirlerinden farklı 2 görev 

üstlenirler (Goulson, 2010). Hayatta kalabilmek için çiçek nektarı ve polenine ihtiyaç duyan 
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koloninin polen ve nektar ihtiyacına göre farklı sayıda işçiler bu ihtiyacı gidermek için yuvayı 

tarlacılık faaliyetleri gerçekleştirmek üzere terk eder (Cartar ve Dill, 1990). Çiçek tercihlerini 

oluştururken, ilk uçuşuna başlayan tarlacı işçi etrafındaki çiçekleri ziyaret eder ve bunlar 

içerisinden en çok ödülü (nektar/polen kalitesi ve miktarı, nektardaki şeker oranı gibi etmenler) 

hangi çiçekten alıyor ise tarlacılık faaliyetini o bitkiyle sürdürür (Martin vd., 2018). Bu yönelim 

“çiçek sabitlemesi” (floral fidelty) veya “yiyecek arama sadakati” (foraging constancy) olarak 

adlandırılmıştır ve arının az enerji harcayarak daha zengin içerikli besin toplamasını sağlayan 

bir davranış şeklidir (Gegear ve Laverty, 2005; Dornhaus ve Chittka, 2005). Bu davranışı 

gerçekleştirirken, etraftaki alternatif besin kaynaklarını görmezden gelerek sadece seçtiği 

bitkiye odaklanır ve bu bitkiye tekrar tekrar ulaşım sağlayabilmek için etrafındaki yer 

işaretlerini, coğrafik etmenleri ve nektar-bitki kokusunu izler (Philippides vd., 2013; Dornhaus 

ve Chittka, 1999). Bu açıdan tarlacı işçiler, yuvaya döndüklerinde topladıkları besin içeriklerini 

kovandaki işçilere tattırarak onlara da ödül varlığını belirtmeye çalışır. Bu haberleşme bal 

arılarındaki dansa çok benzemez ve bu açıdan yön veya mesafe belirtilmez (Goulson, 2010). 

Ama diğer işçilere çarpan ve feromon salgılayan bombus arıları en azından etraftaki güzel besin 

kaynaklarının varlığını bildirir (Dornhaus vd., 2003). Bu işaret, daha önceden bu bitkiye 

yönelim göstermemiş olan kolonideki arıların bu bitkilere yönelim göstermelerini 

sağlamaktadır (Kawaguchi vd., 2007). Bu da onların belirli bir kokuyu takip ettiklerini bizlere 

göstermektedir. Beslenme noktasında kokuyu bu denli etkili bir şekilde kullanan model 

organizmalardan birisi olması, bu canlı türü ile çalışmayı anlamlı kılan en önemli 

faktörlerdendir.  

2.2 KOKU ALGILAMADA ANTENİN ROLÜ  

Böceklerde koku algılayan ana organ antenler olarak belirlenmiştir (Chapman, 2013). Antenler, 

segmentli yapılardır. İlk segmenti olan scapus ile böceğin baş kısmına bağlanır. Scapusun 

devamında pedicel adı verilen bir segment bulunmaktadır. Pedicelin bünyesinde antenin 

hareket ettirilmesine yardımcı kas bağlantıları ve sensör hücreleri barındıran Johnston’s organı 

yer alır. Ardından gelen segmentlerin her biri flagellomer olarak, tamamı ise flagellum olarak 

adlandırılır. Bu bölüm anten yüzeyinde en çok sensilla bulunduran kısımdır (Goulson, 2010) 

(Şekil 2.1). 
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Şekil 2.1 Bombus terrestris anteninin TEM (taramalı elektron mikroskobu) görüntüsü P: Pedicel, S: 
Anten sapı Scape, F1-F9: Flagellomer 

 

Farklı böcek gruplarında farklı anten tipleriyle karşılaşmak mümkündür. Genel olarak anten 

tipleri flagellum kısmındaki değişimlere göre isimlendirilmişlerdir ve kabaca 9 farklı tip en çok 

göze çarpar (Gullan ve Cranston, 2010) (Şekil 2.2).  
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Şekil 2.2  Böceklerde genel olarak görülebilen farklı anten tipleri (Gullan ve Cranston, 2010’dan 
değiştirilerek alınmıştır). 

 

Antenlerin yüzeyi, böceğin dış iskeletini oluşturan kutikülar yapı ile kaplanmıştır (Goulson, 

2010). Bu kutikülar yapı, taramalı elektron mikroskopu (TEM) ile incelendiğinde kutiküla 

yüzeyinde bulunan farklı yapılarda sensilla tipleri görülmektedir (Şekil 2.3).  
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Şekil 2.3 Bombus terrestris anteninin TEM görüntüsü ile elde edilen bazı sensillum tipleri KS: Kıl 
yapısındaki sensillum, ÇS: Çukur yapısındaki sensillum 

2.2.1 Böcek antenlerinde sensilla tipleri ve görevleri 

Antenler koku alma duyusunda en önemli yeri işgal eder ancak antenler koku almanın yanısıra, 

sıcaklık, nem, zayıf elektrik alanları, rüzgar yönü, tat ve karbondioksit yoğunluğunu da 

algılarlar (Agren ve Hallberg, 1996; Sutton vd., 2016). Bu kadar çeşitli etmenleri algılamak için 

özelleşmiş antenlerin üzerinde sensilla adı verilen ve birçok çeşidi bulunan ufak kıl benzeri 

yapılar belirlenmiştir. Sensilla işlevleri ve şekilleri türler ve hatta cinsiyetler arası farklılık 

göstermektedir (Steinbrecht, 1996). Farklı şekildeki sensilla farklı isimler almıştır (Syed, 2015). 

Bu değişik sensilla tipleri Şekil 2.4’te gösterilmektedir. 
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Şekil 2.4 Böceklerdeki farklı sensilla yapıları. A-C: Farklı şekildeki sensilla uzantıları. D-G: Sensillum 
enine kesitleri. Kutikula siyah olarak gösterilmiştir. A: Çan şekilli sensillum. B ve F: Tat algılayıcı 
(gustatory) sensillum. C ve D: Tek duvarlı olfaktör sensillum. E: Çift duvarlı olfaktör sensillum. 
G: Porsuz sıcaklık ve nem (thermo-hygro) reseptörü. N: Farklılaşmamış epidermal hücreler. R: 
Nöron hücresi; bir veya daha fazla bipolar reseptör nöron hücresi olmak üzere beyne bir akson ile 
ve sensillum içerisine ise dendrit uzantısı ile erişir (A-G ‘deki beyaz profiller). Th, Tr ve To: 
Nöron hücresini ve sensillum lenf sıvısını çevreleyen 3 epitel hücre. (Steinbrecht, 1996’dan 
değiştirilerek alınmıştır). 

2.2.1.1 Kemoreseptör görevi görenler (Feromon ve koku algılayan) 

Trikoid sensilla, uzun sivri ya da küt uçlu kıl benzeri yapıdadır (Smith, 2009; Simpson, 2005; 

Shanbhag vd., 1999) ve feromonlara özelleşmiş nöronlara sahip oldukları düşünülmektedir 

(Brito vd., 2016). 
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Bazikonik sensilla, daha ufak boyutlarda ve çatallanmış bir görünüme sahiptir (Steinbrecht, 

1996). 

Plakoid sensilla ise, bir fissür ile çevirili ve radyal olarak çizgili oval bir plaka olarak karakterize 

edilmiştir (Agren ve Hallberg, 1996). 

Coeloconic sensillanın, çoğunlukla genel kokuları algılayan nöronlara sahip oldukları 

düşünülmektedir (Brito vd., 2016) ve kütikular yapıdaki anten yüzeyinden içeriye girinti 

yapmış şekilde çukur oluşturan yapılardır (Steinbrecht, 1996). 

2.2.1.2 Nem ve sıcaklık algılayan  

Ampullacea sensilla, kütikular yapıdaki anten yüzeyinden içeriye girinti yapmış halde çukur 

oluşturan yapılardır. Ampullacea sensilla, ceoloconic sensillaya göre daha derinde ve ufak 

hacimdedir. Çift kutikular yapıdaki çukuru dolduracak kadar geniş çaplı dendrit yapılarına 

sahiptirler (Smith, 2009). 

2.2.1.3 Hareket sensörü olarak görev alan  

Çan şekilli sensillanın, taşıdığı kıl bir kubbe yapısına indirgenmiştir (Gupta, 1992) ve yapısı bir 

çan görünümü almıştır. Genellikle tek bir bipolar nörona sahiptirler ve titreşimin algılanmasını 

sağlarlar (Simpson, 2005). 

Her bir sensilla içerisinde uzanan koku algılayıcı nöron (OSN veya ORN) dendritlerinin 

yüzeyinde bulunan koku reseptörleri (OR), koku ko-reseptörü (Orco) olan bir başka protein ile 

bitişik bir halde iyon kapısı olarak işlev görmektedir. Böylece, diğer canlılardaki koku 

reseptörlerinden farklı bir çalışma mekanizmasına sahiptir (Leal, 2013). Bunun yanı sıra, 

antenlerde görevli proteinler ve genler, antenlerin morfolojik karakterlerinden ziyade 

kullanıldığı ortamdaki işlevleri ve uyum özelliklerine bağlı olarak aktifleşmekte olduğu tespit 

edilmiştir (Steinbrecht, 1996). 

Sensilla tiplerine (basiconica, trichodea, placodea) bağlı olarak taksonomik tür ve kast 

ayrımının yapılabileceği de ortaya konmuştur (Shang vd., 2010). Böceklerdeki anten tiplerinin 

(serrat, pektinat, plumoz, stylat, moniliform, klavat, kapitat, flabellat, genikulat, aristat ve 

setace) farklı olabildiği gibi sensilla tiplerinin de türler ve cinsiyetler arasında farklı olabildiği 

belirtilmiştir (Gullan ve Cranston, 2010). Farklı sensilla tiplerinde farklı reseptör ailelerinin 
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bulunduğu göz önüne alındığında, belirli sensilla tiplerini bulunduran antenlerin koku 

algılanmasında farklı kompozisyonlar sergileyerek türler arası davranış farklılıklarını 

belirlemede rol üstlendiği belirtilmiştir (Shang vd., 2010). Koku algılamaya bağlı gösterilen 

davranışlar ile seçici baskıların şekillendirdiği reseptör kompozisyonlarının farklı böcek 

grupları için aynı olmayacağı belirtilmiştir. Böylelikle, farklı baskılar altında şekillenmiş böcek 

grupları arasındaki, antenlerde bulunan sensilla tiplerinin sayıları, yerleri, üzerlerinde 

özelleşmiş protein aileleri ve proteinlerin işleyişleri farklılık göstermektedir. Öyle ki, 

Drosophila melanogaster Meigen 1830, türünde bulunan genel koku reseptörleri (OR) 

hakkında bilinen mekanizmaların, kelebeklerde bulunan feromon algılayıcı reseptörlerdeki 

(PR) mekanizma ile aynı şekilde çalışmadığı bilinmektedir (Leal, 2013). Bu nedenle, farklı 

sensilla tiplerindeki reseptörlerde gerçekleşen mekanizmaların benzerlik ve farklılıkların 

açıklanması, ayrıca görevli genlerin tespit edilmesi, böylelikle böceklerdeki farklı 

kompozisyonlarda bulunan koku alma mekanizmalarının aydınlatılması kritik bir önem 

taşımaktadır. Buna bağlı olarak, sensilla tiplerine özelleşmiş bazı OSN, OR ve Orco genleri 

Tablo 2.1’de verilmiştir.  

Tablo 2.1 Üç ana sensilla çeşitlerinde bulunan koku algılayıcı nöron (OSN), reseptör ve ko-reseptör ile 
ilgili genler (Münch ve Galizia, 2016’dan değiştirilerek alınmıştır). 

Sensilla 
OSN Reseptör Koreseptör 

TRICHODEA at1A Or67d Orco 

at2A Or83c Orco 

at2B Or23a Orco 

at3A Or19a, Or19b Orco 

at3 Or2a Orco 

at3 Or43a Orco 

at4A Or47b Orco 

at4B Or65a, b, c Orco 

at4C Or88a Orco 

BASICONICA ab1A  Or42b Orco 

ab1B  Or92a Orco 

ab1C  Gr21a, Gr63a Orco 

ab1D  Or10a, Gr10a 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  Or47a Orco 

ab6A  Or13a Orco 

ab6B  Or49b Orco 

ab7A  Or98a Orco 

ab7B  Or67c Orco 

ab8A  Or43b Orco 

ab8B  Or9a Orco 

ab9  Or67b Orco 

ab9  Or69aA, Or69aB Orco 

ab10A  Or67a Orco 

ab10B  Or49a, Or85f Orco 

ab10B  Or49a Orco 

ab10B  Or85f Orco 

COELOCONICA ac1  Ir31a Ir8a 

ac1  Ir75d Ir25a 

ac1  Ir92a Ir25a, Ir76b 

ac2 Ir75a Ir8a 

ac2 Ir75d Ir25a 

ac2 Ir41a Ir25a, Ir76b 

ac3A Ir75a, Ir75b, Ir75c Ir8a 

ac3B Or35a Orco, Ir76b 



13 
 
 

 

ac3B Or35a Orco, Ir76b 

ac4 Ir84a Ir8a 

ac4 Ir75d Ir25a 

ac4 Ir76a Ir25a, Ir76b 

2.2.2 Koku Alma Fizyolojisinin Moleküler Mekanizması 

Bir semiyokimyasal molekülünün böcekte sinyal oluşturabilmesi için böceğin reseptörleri 

tarafından algılanması gerekmektedir. Bunun için koku molekülünün öncelikle anten 

kutikulasını geçip antenin içindeki hemolenfe ulaşması gerekmektedir (Kaupp, 2010). 

Sensillum yüzeyinde bulunan porlardan içeriye giren ve sensillum lenfine ulaşan 

semiyokimyasal bir feromon ise, bu sıvıda bulunan feromon bağlayıcı protein (PBP), eğer bir 

koku ise koku bağlayıcı protein (OBP) tarafından tutulur (Swarup vd., 2011) ve sensillum lenfi 

boyunca olfaktör reseptör nöronun (ORN) dendritlerinin yüzeyinde bulunan ve lokalize olarak 

düşük pH bölgesi oluşmuş alanda koku reseptörlerine (OR) iletilir (Buck ve Axel, 1991; Leal 

vd., 2005; Venthur ve Zhou, 2018). İlk olarak D. melanogaster’de keşfedilmiş olan OR’ler, 

koku reseptör ko-reseptörü (Orco) adı verilen ve evrimsel olarak korunmuş bir yapıyla 

kompleks halindedir (Anfora vd., 2011; Brito vd., 2016; Clyne vd., 1999; Steinbrecht, 1996). 

OR-Orco kompleksi ile koku birleşince, sinirlerde elektrik sinyali oluşur. Böylece ORN’den 

merkezi sinir sistemine sinyal iletilir (Hansson, 2002; Brito vd., 2016) (Şekil 2.5). 
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Şekil 2.5  Olfaktör sensillum içerisinde gerçekleşen ve gerçekleştiği tahmin edilen koku alma ve sinyal 
iletim mekanizması (Brito, 2016’dan değiştirilerek alınmıştır). LDP: Lokalize düşük pH bölgesi. 
OBP: Koku bağlayıcı protein. ODE: Koku yıkıcı enzim. OR: Koku (Olfaktör) reseptör. ORCO: ko-
reseptör. OSN: Koku algılayıcı nöron. SL: Sensillum lenfi 

 

Sinyal iletiminin ardından, böcek tarafından verilecek tepki sinyalin üretildiği reseptöre göre 

değişiklik göstermektedir ve buna bağlı olarak anten topolojisi değiştiğinde, böceğin 

davranışları ve ekolojik rolüde de değişim gözlenmektedir (Fonta ve Mason, 1984; Syed 2015). 

Bu değişimler ve farklılıklar birçok araştırmacının bu konu üzerinde çalışmalarını 

yoğunlaştırmasına sebep olmuştur (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 görevi 

Böceklerde 6 farklı gen ailesinin koku molekülleriyle ilişkili olduğu belirtilmiştir. Bunlar 

kokunun algılanmasıyla alakalı olarak; koku reseptörleri (OR), tat reseptörleri (GR), 

iyonotropik reseptörler (IR)’dir. Böcek OR'leri, moleküler olarak incelendiklerinde 

omurgalılarda bulunan G-proteine bağlı OR'lerden farklı olarak GR’lerin soyundan geldiği 

kabul edilmektedir (Fleischer vd., 2018). OR’ler semiyokimyasalları elektrik sinyaline 
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çevirmekle görevlidirler (Leal, 2013). Geniş yelpazede koku çeşitlerine yanıt verenler “genel 

OR”ler olarak, dar koku repertuarına cevap verenler ise “spesifik OR”ler olarak tanımlanmıştır 

(Carey ve Carlson, 2011). Fizyolojik olarak ise Orco ile heteromerik kompleks halinde bulunur 

ve seçici olmayan katyon kapısı görevi görür (Sato vd., 2008; Wicher vd., 2008). OR’ler uygun 

bileşikler ile bağlandıklarında hızlı iyonotropik sinyaller üreterek ilgili nöronların 

depolarizasyonunu tetiklerler (Nakagawa ve Vosshall, 2009; Leal, 2013). Böylelikle, OSN 

aracılığıyla sinyal anten lobuna iletilir ve böcek beyni tarafından algılanır. GR’ler de OR’ler ile 

aynı aileyi paylaşırlar ama tat alma ile alakalı nöronlarda aktiftirler (Abuin vd., 2011). 

Özellkikle şeker ve karbondioksit içerikli ürünleri algılamada rol oynarlar (Yang vd., 2017). 

IR’ler ise asetat ve amin benzeri içeriklere sahip moleküllerle aktifleşen iyonotropik glutamat 

reseptör protein ailesinin bir üyesidir ve sadece kimyasal algılamada görev yaparlar (Benton 

vd., 2009). 

Kokunun taşınmasıyla alakalı proteinler ise; koku bağlayıcı proteinler (OBP), kemosensör 

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

OBP proteinlerini kodlayan genler, periferik olfaktör dokularda en çok ifade edilen genler 

arasında yer alır (Brito vd., 2016). OBP'lerin ve CSP’lerin koku alma prosedüründe görev alan 

ilk protein olduğu düşünülmektedir (Suh vd., 2014; Venthur vd., 2014). OBP, neredeyse 40 yıl 

önce Vogt ve Riddiford (1981) tarafından keşfedilmiş ve artık günümüzde kendi içerisinde 3 

gruba ayrılmışlardır; genel koku bağlayıcı proteinler (GOBP), feromon bağlayıcı proteinler 

(PBP) ve anten spesifik proteinler (ASP) (Venthur vd., 2014). 

Koku taşıyıcı proteinlerin genetik ifadeleri ve bunların düzeyleri kullanılarak koku ile reseptör 

arasında ilişki kurulabilir. Ancak OBP’nin koku ile OR arasında bağ kurmasını sağlarken nasıl 

bir kompozisyon içerisinde olduğu konusunda farklı iki görüş bulunmaktadır. Bu görüşlerden 

birisi, kokunun kendiliğinden OR’yi aktifleştirebildiğini belirtir. Diğer görüş, koku ile OBP 

kompleksinin beraberliğinde OR’nin aktifleştiğini söyler (Leal, 2013). 

Koku ve feromon reseptörlerin bulunduğu dendritlerin yüzeyleri negatif yüklüdür (Keil, 1984) 

ve buna ek olarak OR/Orco kompleksi tutunduğu koku molekülüne bağlı olarak elektriksel yük 

değişimlerine sebep olmaktadır. Böylelikle moleküler yığılmalara ve lokal pH farklılıklarına 

yol açmaktadır. İpek böceklerindeki BmorPBP1 bağlayıcı proteini bir feromon olan bombykol 

molekülünü sensillar lenfte yüksek pH'ta iken yüksek afinite ile bağladığı, ancak düşük pH'de 
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feromon için afinite göstermediği tespit edilmiştir. Ayrıca yüksek veya nötr pH'tan (B-formu, 

açık form) proteinin düşük pH'ına dönüşümünün (kapalı form) fizyolojik olarak önemli olduğu 

gösterilmiştir (Wojtasek ve Leal, 1999). Böylece bağlayıcı proteinlerin, pH farklarına göre 2 

farklı konformasyonda bulunabildiği tespit edilmiştir. Bir başka deyişle, düşük pH ortamında 

bağlayıcı proteinler yapısal farklılıklardan dolayı koku molekülleri ile bağ kuramamaktadır. 

Yani, sensillum lenf içerisine giren koku, koku bağlayıcı proteinler tarafından tutulup negatif 

yüklü dendrit yüzeyine doğru gider ve dendrit yüzeyi çevresinde oluşan lokalize düşük pH ile 

yapısal bir değişiklik yaşayarak tuttuğu koku molekülünü serbest bırakır. Böylece koku, OR 

tarafından yakalanır ve şu ana kadar yürütülmüş olan biyokimyasal, biyofiziksel ve yapısal 

çalışmalar sonucunda en azından güvelerin feromon reseptörleri (PR) için kokuların tek başına 

OR’yi aktifleştirebildiği teorisi desteklenmektedir (Leal vd., 2005; Wojtasek ve Leal, 1999). 

Ancak, dünya üzerindeki böcek çeşitliliği göz önünde bulundurulduğunda, bir böcek grubu için 

belirlenen feromon mekanizmasının diğer böcek gruplarındaki koku mekanizması için bire bir 

geçerli olması mümkün görünmemektedir. Öyle ki, koku seçiciliğinde, OBP-koku kompleksi 

oluşmadan, reseptör uyarımının gerçekleşmediği ve OR’nin aktifleşmediği konusu da aşikardır 

(Xu vd., 2005). D. melanogaster için “Lush” isminde bir OBP “genetik olarak söndürülerek” 

(knockdown) ifade edilememesi sağlanmış ve normalde nöron tarafından algılanan yağ asitli 

bir bileşik olan Z11-18OAc sinek tarafından algılanamamıştır (Xu vd., 2005). Bu durum, OBP-

koku kompleksinin koku algılama için oluşması gerektiğini göstermektedir. 

Buna ek olarak, böceğin her bir koku farklılığını algılaması, koku değişimlerini anlık olarak 

yorumlayabilmesi ve avına yönelmesi, avcısından kaçması gibi yönelimleri yapabilmesi için 

kokuların bağlandıktan sonra reseptörleri terk etmeleri gerekmektedir. Bu reseptörlerin nasıl 

terk edildiğini anlamak ve buna bağlı olarak reseptörlere özgü kokuların parçalanma 

metodlarını keşfetmek ise zararlı böcekler ile mücadele için büyük bir önem taşımaktadır. Bu 

olayın gerçekleşmesine ait farklı hipotezler üretilmiştir. Bunlardan birisi ve en çok kabul 

göreni; koku parçalayıcı enzimlerin (ODE) hem feromon hem de kokuları, OR çevresinde hızlı 

bir biçimde yok ederek sinyal inaktivasyonunu gerçekleştirmesidir (Durand vd., 2011). Bir 

diğeri ise kokuların inaktivasyonunda ODE’lerin yerine çöpçü moleküller (Kaissling, 2001) ya 

da moleküler tuzakların (Ishida vd. 2004) kullanılmasıdır (Leal, 2013). Bir molekülün 

(enzimin) ODE olarak tanımlanması için tek bir kriter bulunmaktadır: Sensillum lenfi içerisinde 

yer alması ve koku molekülünü yıkması (Vogt, 2005). Koku molekülünü yıkan bu enzimlerin 

feromon yıktıkları da keşfedilmiş ve feromon yıkıcı enzim (PDE) olarak da adlandırılmışlardır 
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(Ishida ve Leal, 2005). Buna bağlı olarak, güvelerde yapılmış deneysel gözlemler, feromonların 

PBP'lerin içindeki bağlanma boşluğunda kapsüllenmiş şekilde sensillum lenfi içinde taşındığını 

böylece feromonu parçalayan enzimlerden (ODE) korunduğu düşünülmektedir. Bu enzimlerin 

semiyokimyasalları yok ettiği bilinmektedir ancak ne kadar hızlı olduğu konusunda hala 

şüpheler bulunmaktadır. Bu sebeple, enzimlerin yeterli hızda yıkıcı olamadığı durumlarda 

semiyokimyasalların OBP benzeri proteinlerce tutulduğu veya hapsedildiği düşünülmektedir 

(Leal, 2013). 

2.2.4 Böceklerde Koku Reseptörü Genleri ve Evrimi 

Günümüze kadar yapılan çalışmalarda kullanılan böceklere ait koku reseptörü gen sayıları 

Tablo-2’de verilmiştir. Tanımlanan OR’lerin yaklaşık %20’lik aminoasit homolojisi ile 

birbirlerinden ayrıldıkları gözlemlenmiş ve bu durum böcek OR genlerinin oldukça atasal 

olduğunu göstermiştir (Sato ve Touhara, 2008). 

Tablo 2.2 Böceklerdeki OR gen sayıları (Brand ve Ramirez, 2017’den genişletilerek uyarlanmıştır.) 

Tür Adları OR gen sayıları Referans 

Meyve sineği  
(Drosophila melanogaster) 

62 Clyne vd., 1999; Gao ve 
Chess 1999; Vosshall vd., 
1999 

Sıtma sivrisineği 
(Anopheles gambiae) 

79 Hill vd., 2002 

Sarı humma sivrisineği 
(Aedes aegypti) 

131 Bohbot vd., 2007 

İpek böceği 
(Bombyx mori) 

48 Nakagawa vd., 2005 

Un biti 
(Tribolium castaneum) 

265 Engsontia vd., 2008 

Lahana yaprakgüvesi 
(Plutella xylostella) 

54 Yang vd., 2017 

Bal arısı 
(Apis mellifera) 

177 Robertson ve Wanner, 2006; 
Croset vd., 2010 

Orkide arısı 

(Euglossa viridisima) 

85 Brand vd., 2015 

Orkide arısı 

(Eufriesea mexicana) 

142 Brand ve Ramirez, 2017 
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İğnesiz arı 

(Melipona quadrifasciata) 

196 Brand ve Ramirez, 2017 

Orkide arısı 

(Euglossa dilemma) 

183 Brand ve Ramirez, 2017 

Orkide arısı 

(Euglossa flammea) 

115 Brand ve Ramirez, 2017 

Orkide arısı 

(Euglossa imperialis) 

108 Brand ve Ramirez, 2017 

Orkide arısı 

(Eulaema bombiformis) 

115 Brand ve Ramirez, 2017 

Orkide arısı 

(Eulaema meriana) 

110 Brand ve Ramirez, 2017 

Bombus arısı 
(Bombus terrestris) 

166 Sadd vd., 2015 

 

Böcek antenlerinde OR ve Orco proteinlerinin birlikte çalışma mekanizmasının nasıl geliştiğini 

ve böcek gruplarında ortak olarak muhafaza edilmiş genlerin varlığını anlamak için bazı 

çalışmalar yürütülmüştür. Bu çalışmalara göre, bitkilerin çiçekli veya çiçeksiz olma durumu 

göz önüne alınarak böceklerin koku reseptörlerinin değiştiği ve ilk karasal bitkilerin ortaya 

çıktığı Kambiyen döneminden, ilk ormanların oluşumuna ve kanatlı böceklerin evrilmesine 

kadar geçen Silüryen döneminde (Şekil 2.6) OR ve Orco proteinlerinin beraber çalışmaya 

başladığını göstermiştir (Penalva-Arana vd., 2009; Croset vd., 2010; Rota-Stabelli vd., 2013; 

Missbach vd., 2014). Missbach vd. (2014), çalışmasına göre böceklerde kanat görülmeye 

başladığında, koku algılamanın OR ve Orco proteinlerinin beraber çalışmasına bağlı olduğunu 

ortaya koymuştur (Şekil 2.6). Bunun yanı sıra, OR genleri böcekler arasında çeşitlilik 

gösterirken (Krieger, 2003), Orco (Or83b) geni genel olarak korunmuştur (Vosshal ve Hansson, 

2011). Böceklere evrimsel olarak en yakın alt filum olan Crustacea içerisinde Daphnia pulex 

üzerine yapılan bir genom çalışmasında OR ve Orco genlerine rastlanmayıp yalnızca böceklerle 

ortak olarak GR genlerine rastlanmıştır (Penalva-Arana vd., 2009). Ardından yapılan bir başka 

çalışma ile CSP ve GR genlerinin tüm büyük arthropod gruplarında bulunduğu tespit edilmiş 

ancak OBP ve OR genlerinin böceklere özgü oldukları, OBP’lerin ise karasal yaşama uyum 

sağlamış böceklerde ve OR’lerden bağımsız olarak evrimleştiği belirlenmiştir (Missbach vd., 

2015). Bu durum OBP, OR ve Orco genlerinin böceklere özgü olduklarını göstermektedir. Buna 
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ek olarak IR genleri, Daphnia cinsi (Croset vd., 2010), amerikan ıstakozu (Homarus 

americanus) (Hollins vd., 2003) ve dikenli ıstakoz (Panulirus argus) (Tadesse vd., 2011) 

türlerinde ve Protostomia (Capitella capitata, Aplysia californica) grubu üyelerde 

belirlenmiştir (Croset vd., 2010). Buna bağlı olarak Crustacea alt filumunun, böceklerle yakın 

akraba olduğu göz önüne alındığında, fonksiyonel olarak IR genlerinin OR genlerinin atasal 

formları oldukları tahmin edilmiştir (Missbach vd., 2014). Ancak evrimsel olarak bu gen 

ailelerinin hangi kökenden oluştuğu araştırmaya muhtaç bir konudur ve OBP barındıran 

arthropod grupları ile bulundurmayan gruplar arasında yapılacak genomik çalışmaların 

karşılaştırılmasına ihtiyaç vardır (Missbach vd., 2015). 

Tablo 2.2’deki bilgiler incelendiğinde, Bombus OR repertuarının (Sadd vd., 2015), A. 

mellifera'ya göre biraz daha az sayıda olduğu söylenebilir. A. mellifera kemoreseptör 

repertuarının (Robertson ve Manner, 2006) karşılaştırılması ile bombus arılarının repertuarının 

daha çok tat alma (GR) üzerine olduğu görülmektedir. Tabloya göre, OR’lere ait gen 

bölgelerinin Hymenoptera’da özellikle gerçek sosyal yaşama sahip türlerde (özellikle bal arısı) 

uzadığı düşünülmektedir. Fakat soliter yaşam gösteren arıların da genomlarında yapılan 

çalışmalarla soliter, primitif eusosyal ve gelişmiş eusosyal Hymenoptera türlerinin OR 

repertuarlarının çok çeşitlilik gösterdiği belirlenirken; OR sayıları ile sosyal yaşam tarzı 

arasında hiçbir korelasyon olmadığı tespit edilmiştir (Karpe vd., 2017). Öte yandan Brand ve 

Ramírez (2017), OR gen repertuar boyutunun polen toplayan arı soyları arasında önemli ölçüde 

farklı olduğunu göstermektedir. Ayrıca arı soylarında, karıncaya veya yaban arılarına göre 

genişleyen OR'lerin çiçek kokusuyla da ilişkili olabileceği ve bu konuda net fikir sahibi 

olabilmemiz için daha ileri deneysel çalışmalara ihtiyaç olduğu öne sürülmektedir (Karpe vd., 

2017). Yapılan bu çalışmalarda, sosyal yaşamdan ziyade beslenme davranışlarındaki 

farklılıklarına göre bu repertuvarın değişimi dikkat çekmektedir. Buna göre bitkisel beslenen 

arıların, parazitik, kleptoparazitik ve karnivor arılardan daha az OR repertuvarına sahip olduğu, 

dolayısıyla polen toplayan arılarda OR repertuvarının evrimsel olarak azaldığı belirlenmiştir 

(Obiero vd., 2021). Böylelikle, böceklerin sosyallik derecesi ile OR gen repertuvarı arasındaki 

korelasyonun doğrudan bir ilişkisinin olmadığı, bu durumun beslenme davranışları üzerinden 

incelenmesi gerektiği netlik kazanmıştır. Tablo 2.2’den anlaşılacağı gibi bombus arısında 166 

koku alma reseptörü (OR) bulunmaktadır. Buna rağmen farklı kastlara ait ya da farklı çiçeklere 

özelleşmiş arılar arasında bu tarz reseptörlerin genom bazında ifade düzeyleri henüz netlik 

kazanmamıştır (Sanchez, 2011). 
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Şekil 2.6 Farklı böcek gruplarında tespit edilen reseptör ailelerine ait evrimsel sürecin bitkilerin 
evrimiyle karşılaştırılarak farklı jeolojik dönemlerde ortaya çıkan genlerin birbirleriyle olan 
ilişkisi (Missbach vd. 2014’ten Türkçeleştirilerek alınmıştır). 
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2.3 KOKU RESEPTÖRLERİNİN VE İLGİLİ GENLERİN İNCELENMESİNDE 

GÜNCEL YÖNTEMLER 

Bir çok gen ailesinin ve binlerce transkriptomun dahil olduğu bu koku işleme sürecini 

incelemek ve anlamak, büyük bir verinin değerlendirilmesi anlamına gelmektedir. Bu yüzden 

genomik bir bakış açısı ile ele alınmasında büyük fayda vardır (Grosse-Wilde, 2011). 

Reseptörleri ve bir arada çalıştıkları mekanizmaları, proteinleri ve genleri incelerken genomik 

veya transkriptomik bir bakış açısı elde etmek için reseptörleri moleküler olarak incelemeye 

yarayan bir takım yollar vardır. Bunlar, elde edilen biyolojik örnekten RNA elde etmek ve elde 

edilen RNA’ları moleküler ve biyoinformatik metotlarla inceleyerek genom ve transkriptom 

karşılaştırmaları yapılması şeklindedir (Velculescu vd., 1997). Bu noktada transkriptom 

çalışmalarının geçmişinin 1990’lı yıllarda cDNA kütüphanelerinin kurulmasıyla başlandığını 

ve hızla ilerleyen teknolojik gelişmeler neticesinde günümüzde genel olarak 2 farklı teknik ile 

incelendiğini belirtmekte fayda vardır. Bunlardan birisi hibridizasyon temelli ve önceden 

belirlenmiş dizinlerin sayısını elde etmeye yarayan DNA microarray, diğeri ise RNA-seq 

ismindeki tüm transkriptleri elde etmeye yarayan dizileme tabanlı yaklaşımdır (Wang vd., 

2009; Taub vd., 2009). Bir organizmanın farklı dokularda, zamanlarda veya durumlarda 

genlerindeki ifadesini ölçmek o canlıya ait genlerin düzenlenmesi ile ilgili bilgiler verir. 

Transkriptom analizleri, insanlardaki organların farklı durumlarda nasıl çalıştıklarıyla alakalı 

bilgiler vererek çoğunlukla, hastalık (kanser gibi) durumlarında hücrelerin tepkileri ve buna 

karşı yaklaşımların geliştirilmesine olanak sağlamanın yanı sıra farklı canlılarda veya farklı 

koşullardaki aynı organizmalardaki değişimleri de göz önüne sererek canlıların doğaya nasıl 

adapte olduklarını anlamamızda önemli bir yer teşkil eder (Dunning vd., 2013; Cao ve Jiang, 

2015). Bu açıdan koku algılamanın moleküler temellerini ortaya çıkarmak için günümüzde 

RNA dizileme, qPCR ve uygun biyoinformatik analizler kullanılmaktadır. 

2.3.1 RNA Dizileme 

RNA dizileme (RNA-seq), izole edilmiş RNA’daki mevcut transkriptleri teşhis etmek için 

kullanılan yüksek verimli dizileme teknolojisi ile bilgisayar temelli hesaplama yöntemlerinin 

kombinasyonunu ifade eder (Wang vd., 2009). Oluşturduğu nükleotid diziler 30 baz çifti (bç) 

ile 10000 bç arasında değişebilir ancak genel olarak 100 bç uzunluğunda nükleotidler 

oluşturulur. RNA-dizileme tekniği, RNA transkriptini çok kısa parçalara bölerek bilgisayar 

ortamında referans bir genoma ya da kendi aralarında hizalayarak diziyi oluşturabilir 



22 
 
 

 

(McGettigan, 2013). Böylece düşük ve yüksek bolluktaki RNA’ların tespit edilmesini model 

olmayan organizmalarda dahi mümkün kılar. RNA-dizileme, DNA microarray’de olmayan bu 

özellik sayesinde günümüzde en çok tercih edilen dizileme metotlarındandır (Cheng vd., 2018). 

Çalışmalarda RNA-dizileme kullanma tercihlerinden birisi de genomdaki genlerin teşhisini 

yapmasının yanı sıra, belirli bir zamandaki aktif gen sayısını da elde edebiliyor oluşudur. Buna 

ek olarak, dizileme sonucunda farklı boyutlardaki baz çiftleri jel elektroforez ile kısalık ve 

uzunluklarına göre ayrılabilir (Kryndushkin vd., 2003). Zor olarak nitelendirilebilecek bir 

özelliği ise, bilgisayar ortamında ufak hale getirilmiş dizinlerin birleştirilmesi ve anlamlı 

sonuçların alınabilmesidir (Martin ve Wang, 2011). Bunu kolaylaştırmak için gelişen teknoloji 

ve biyonformatik analizlerin ilerlemesi ile yıllar içerisinde transkriptom analizlerinde 

kullanılabilecek bir seri program ve araçlar oluşturulmuştur (Cheng vd., 2018; Gongora-

Castillo ve Buell, 2013).  

Ökaryotik canlıların genomunun büyük bir kısmı, protein kodlamayan dizilerden oluşmuştur. 

Protein kodlayan kısım ise, genomun %3’ünü oluşturmaktadır (Romaine vd., 2015). Bu gen 

dizileri, protein kodlamamasına karşın, dışarıdan gelen etkilere cevap olarak ve gen 

düzenlenmesinde görev alacak kodlayıcı olmayan RNA’ları (ncRNA) üretir (Pandey ve 

Kanduri, 2011) . Baz çifti uzunluklarına göre uzun ve kısa ncRNA’lar bulunmaktadır. 

Kısa ncRNA terimi, 100 nükleotitten kısa olan regülatör RNA’lar için kullanılmaktadır. Bunun 

yanı sıra, görevlerine, boyutlarına ve ilişkide oldukları proteinlere göre alt kategorilere 

ayrılmaktadırlar; siRNA, miRNA, piRNA gibi. Alt kategorilerden biri olan mikroRNA 

(miRNA) terimi, 1993 yılında Wightman vd. ve Lee vd. tarafından çevresel etkilerden çok fazla 

etkilenme potansiyellerine sahip olmalarından, farklı yapısından ve hücresel değişimleri hızlı 

bir şekilde düzenlemelerinden dolayı diğer RNA’lardan ayrılmıştır (Nellen ve Hammann, 

2005). Yaklaşık 22 nükleotit uzunluğu civarındadırlar ve kendi alt kategorisi içerisinde, yerine 

getirdikleri işlevlere ve bulundukları yerlere göre farklı isimler alırlar (Romaine vd., 2015). 

Ancak genel olarak kısa ncRNA’ların görevleri, RNA ile uyarılan transkripsiyonel susturma ve 

RNA'ya bağlı RNA polimeraz kompleksleri (RITS-RDRC'ler) olarak bilinen baskıcı kromatin 

komplekslerini aynı kökenli genlere yönlendirerek gen ifadesini transkripsiyon seviyesinde 

düzenlemek ve RNA tarafından uyarılan susturucu kompleksler (RISC) olarak bilinen efektör 

kompleksleri post transkripsiyonel seviyede yönlendirerek, hedef mRNA’yı parçalatmak veya 
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translasyonel inhibisyon sağlamaktır (Bartel 2004, 2009; Grewal ve Jia, 2007; Malone ve 

Hannon, 2009; Ghildiyal ve Zamore, 2009).  

Uzun kodlayıcı olmayan RNA (lncRNA) terimi ise 200 nükleotitten uzun gen düzenlenmesinde 

görevli RNA’lar için kullanılmaktadır ve son zamanlarda genlere özgü çalışmalar ışığında 

lncRNA’ların fonksiyonları sınırlı sayıda belirlenebilmiştir (Sun ve Kraus, 2015). 

LncRNA’ların belirlendiği böcek türleri 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 sınırlıdır. 

Protein kodlamayan RNA’lar arasında lncRNA’lar, biyolojik fonksiyonları açısından en az 

karakterize edilmiş olanlardır. lncRNA’ların çoğu RNA polimeraz II tarafından transkribe edilir 

ve 5’ metil ucu ile polyA kuyruğuna sahiplerdir. Konum olarak (mRNA genine göre) dört farklı 

şekilde sınıflandırılabilirler. 

i. Sens, mRNA ile aynı iplik üzerinden transkribe edilebilir. 

ii. Antisens, mRNA ile karşılıklı olan iplik üzerinden transkribe edilebilir. 

iii. İntronik, lncRNA’nın transkripsiyon bölgesi bir başka genin intron bölgesinde 

bulunabilir. 

iv. İntergenik, mRNA genlerinin dışında kalan bir bölgeden transkribe edilebilir. 

Ökaryotik genomda birkaç bin lncRNA’nın bulunduğu tahmin edilmektedir. Bununla birlikte, 

günümüzdeki en zorlayıcı konulardan birisi, yaygın olarak transkribe olan ncRNA’lar 

içerisinden fonksiyonel lncRNA’ların teşhis edilebilmesidir (Satyavathi vd, 2017). 

Fonksiyonu açıklanmış olan lncRNA’ların sayısı az olsa da düzenleyici görevdeki bu RNA 

çeşitlerinin önemi göz ardı edilmemektedir ve gün geçtikçe fonksiyonları ve yapısal özellikleri 

aydınlatılmaya çalışılmaktadır (Söderbom, 2005). 

2.3.2 qPCR’ın transkriptom çalışmalarındaki yeri 

Tüm organizmalardaki hücreler, gen ifadelerini tek zincirli RNA’lar ile düzenler. Hücredeki bir 

genin ifade düzeyi, içerisindeki RNA transkriptinin kopya sayısı ile ölçülebilir. Ancak, 

hücredeki RNA transkriptinin miktarını ölçmek mümkün olmadığından ölçüm yapabilmek için 

sayılarının artırılması gerekmektedir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), hücredeki DNA’nın 
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artırılmasına yönelik kullanılan bir metoddur. Hücre içerisindeki RNA’ların artırılması içinse 

öncelikle RNA’ların ters transkriptaz (RT) enzimi ile komplementer DNA’ya (cDNA) 

çevrilmeleri gerekir. RNA’ların artırılması için, içerisinde primerler, deoksiribonükleotidler, 

DNA polimeraz içeren solüsyonlu bir cDNA şablonu kullanılır. Florofor içeren bir madde de 

bu karışıma eklenir. Böylece “termal cycler” tarafından her bir döngüde uyarılarak ışıma yapan 

floroforların sayısı elde edilebilir. Elde edilen bilgiler bilgisayar ortamında hesaplanarak elde 

edilen mRNA’ların miktarları ölçülebilir. Bunun yanı sıra önceden belirlenmiş bir DNA 

dizininin varlığı veya yokluğu da aynı şekilde hesaplanır (Watson vd., 2004). qPCR, gen ifadesi 

çalışmalarında kullanılan modern tekniklerden biridir ve her bir PCR döngüsü sonunda uzun ve 

kısa kodlama yapan ve yapmayan RNA’ların ifade profilini belirlemesi, araştırmacılar 

tarafından sıkça kullanılmasını sağlamıştır (Cellerino ve Sanguanini, 2018).  

2.3.3 Biyoinformatik analizlerde kullanılan programlar ve araçlar 

Karşılaştırmalı transkriptomik analizler için kullanılan ve gerekli hesaplamaları kolaylaştırıp 

görselleştiren programlar, biyologlar için vazgeçilmez olmuştur (Cheng vd., 2018). Referans 

genoma sahip olan ve olmayan türler (de novo) için RNA dizileme sonucunda elde edilen diziler 

farklı araçlar ve metodlar kullanılarak işlenir. Model organizma olmayıp ve yüksek kaliteli bir 

genomu bulunmayan canlılar için öncelikle referans niteliğinde bir de novo transkriptom dizini 

kurulmalıdır. Bunun için son yıllarda, Trinity, SOAPdenovo-trans ve ABYSS gibi araçlar 

geliştirilmiştir (Grabherr vd., 2011; Xie vd., 2014; Simpson vd., 2009). Bu programlarla 

referans transkriptom oluşturulduktan sonra, elde edilen kısa okumalar bu referans transkriptom 

üzerinde eşleştirilir. Her transkripte ait okumalar normalize edilir ve birbirleri arasında 

karşılaştırılır (Gongora-Castillo ve Buell, 2013). Transkriptlerdeki bollukların ölçümü RSEM 

ile yapılabilir (Li ve Dewey, 2011). Bollukları ölçülmüş transkriptlerin ifade sonuçları 

görselleştirilir. Bahsedilen basamaklar model organizma olmayan canlıların transkript 

değerlerini elde etmek için yeterlidir.  

Model organizma olan veya tamamlanmış bir genoma sahip olan türler için yapılması gereken 

ise temel olarak, veri bankasından elde edilen genomun kalitesinin ölçülmesi için 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) programlarıyla elenir. Ardından, deney sonucu elde edilen okuma dizinleri ile genom 

üzerinde ilişkili bölgeler Bowtie (Langmead, 2008) veya Bowtie2 (Langmead ve Salzberg, 
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2012) gibi programlar ile hizalandırılır. Son olarak ise farklı ifade olan genler veya gelişim 

basamakları belirlenerek, referans genom ile aralarındaki değişimler anlaşılabilir (Geib vd., 

2014). 

Geçtiğimiz yıllarda, farklı dokular ve özel durumlarda yetiştirilen canlılarda farklı ifade olan 

genlerin belirlenmesi için çok sayıda çalışma yapılmıştır (Fu vd., 2016; Tetreau vd., 2015). Bu 

genlerin doğru belirlenmesi için araştırmacılar sürekli yeni cihazlar, yöntemler ve yaklaşımlar 

geliştirmeye çalışmaktadır. 
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3. MALZEME VE YÖNTEM 

Tez çalışması kapsamında çiçek kokusuna yönelmiş ve hiç kokuya maruz kalmamış bombus 

arılarının antenlerindeki koku alma ve algılama ile ilgili moleküler mekanizmalardaki oluşması 

muhtemel farklıların ortaya konması için bir deney düzeneği oluşturulmuştur. Bunun için 

Türkiye’de üretim yapan Koppert Biyolojik Mücadele ve Polinasyon Sistemleri Ltd. Şti. 

firmasının ürettiği Natupol markalı Bombus terrestis türüne ait kolonilerinden temin edilen 

bombus arısı bireylerinin antenleri disekte edilerek bu antenlere özgü RNA transkriptleri analiz 

edilmeye çalışılmıştır.  

Bu çerçevede yürütülen çalışmada, koloni yetiştirme, kokuya yönlendirme deney düzeneği 

oluşturma, RNA izolasyonu, RNA dizi analizi ve qPCR analizi gibi aşamalar bulunmaktadır. 

3.1 TİCARİ KOLONİ YETİŞTİRME ŞARTLARI 

Temin edilen ticari Bombus kolonisi karton bir kutu içerisinde yer almaktadır. Bu kutu içine, 

bir paket polen, koloni, kraliçe ve alt kısmında koloninin şeker ihtiyacını karşılaması için 

yerleştirilmiş bir sıvı şeker solüsyonu bulunmaktadır (Şekil 3.1).  

 

 

Şekil 3.1  Ticari bombus yuvası katmanları A. Bombus yuvasının dış kutusu B. Yuvanın tasarım şeması 

 

Genellikle domates seralarında kullanılmak için tasarlanan bu kutunun içinde bulunan paket 

içerisindeki polenler koloninin ilk larvalarını yetiştirmesi için yeterlidir ve ardından işçi sayısı 

A B 
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artan koloni serbestçe gezebildiği sera içerisindeki bitkilerden polen toplayarak protein ve yağ 

ihtiyaçlarını karşılayabilmektedir. Firma tarafından kullanılması önerilen karton kutu 

içerisindeki şekerli solüsyon, koloninin tarlacılık faaliyetlerini gerçekleştirmesi için enerji 

ihtiyacını karşılamaktadır (Martin vd., 2019). Ancak koloni yeterince gelişip serada dolaşmaya 

bırakıldığında bu şekerli solüsyon kapatılabilir ve arılar sadece dışarıdan beslenmeye 

yönlendirilebilir. 

Bu çalışma dahilinde yuvadaki arıların serbest uçuşuna izin vermeyecek bir düzenek 

kurulmuştur. Koloni, deneylerde HiMedia Laboratories şirketinden temin edilen ve saf koku 

olarak kullanılan öjenol (4-Allylguaiacol; 4-Allyl-2-methoxyphenol) ile temas etmeden önce 

standart şartlarda 10 gün boyunca kendi şekerli suyu ve polenleri ile yetiştirilmiştir. 26 Haziran 

2020 tarihinde alınan koloni, 10 gün boyunca kutuya bağlı nektar solüsyonu ve temin edilen 

polenler dışında hiç bir etkiye maruz bırakılmadan gözlenmiş ve deneylerimizde kontrol grubu 

olarak kullanılmak üzere seçilen arıların anten izolasyonları 7 Temmuz tarihinde 

gerçekleştirilmiştir. Deney grubu ise 8 Temmuz tarihinde koku ile muamele edilmeye 

başlanmış ve 20, 21 ve 22 Temmuz tarihlerinde izolasyon aşamasına alınmıştır. İzolasyon 

aşamasına alınan işçi arıların tarlacı olarak seçilim kriterleri, yuva dışarısına çıkmaları ve dış 

kaynaklı nektar ve polen toplama davranışlarına bağlı olarak belirlenmiştir. Bu aşamada 

rastgele dolaşmaları değil, PER (proboscis extension reflex) olarak belirtilen nektar toplamak 

için dilini uzatma davranışı nektar kaynağına yönelimin gösterge davranışı olarak belirlenmiş 

ve denek bireyler buna göre seçilmiştir. 

3.2 DENEY DÜZENEĞİ 

Koppert firması tarafından temin edilen bombus arısı yuvası bir giriş ve bir çıkış deliğine 

sahiptir (Şekil 3.2). Kokuya yönelim deneyi için, giriş ve çıkış deliklerini kapsayacak şekilde 

ve arıların içerisinde rahatça hareket edebildikleri 6 cm çapında bir su borusu yuvaya 

eklenmiştir. Plastik konteynerleri birbirine bağlayan 4 cm çapındaki plastik borularla deney 

düzeneğinin girişine yerleştirilen 6 cm çaplık borunun birleştirilmesi sağlanmış ve dışarıdan 

gelecek kokuları engellemek adına kapalı bir devre oluşturulmuştur (Şekil 3.3 A ve B, Şekil 

3.4). Bu sayede arıların dış dünya ile bağlantısı sınırlandırılmıştır. Deneyler sırasında, öncelikle 

arıların bu kapalı devre içerisinde günlük hareketleri 24 saat boyunca kaydedilmiş, ardından 

konteynerlerden birine nektar ve koku konduğundaki davranış değişimi gözlenmiştir. 



28 
 
 

 

 

 

Şekil 3.2  Bombus kolonisinin yuva giriş ve çıkış delikleri. A. Giriş deliği B. Çıkış deliği 

 

 

Şekil 3.3  Deney düzeneğinin şematik yapısı. A. Üstten görünüş B. 1-4 numaralı ödül kutularının 
şematik yapısı 

 

A B 

Yuva 
A B 
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Şekil 3.4  Deney düzeneğinin üstten görünüşü 

 

3.2.1 Arıların beslenmesi ve kokuya alıştırılması 

Koloni alındığı ilk gün deney düzeneğine bağlanmıştır ancak 10 gün boyunca kutuya bağlı 

nektar solüsyonu ve firma tarafından sağlanan polenler dışında hiç bir etkiye maruz 

bırakılmadan gözlenmiştir. Hiç bir etkiye maruz bırakılmayan işçilerden tarlacı oldukları 

belirlenen kontrol grubunu oluşturacak 18 birey toplanmıştır. Deney boyunca 10 saat gece, 14 

saat gündüz fotoperiyodu sağlanmıştır. 10 gün sonrasında, koloninin birey sayısı yeterli 

yoğunluğa ulaşmış (Şekil 3.5 A ve B) ve kokuya yönlenmesini sağlamak üzere deneyler 

başlatılmıştır. Kutudaki nektar, deney başlangıcında dışarıya çıkmayı teşvik etmek için 2 gün 

boyunca kapalı tutulmuş ve tarlacı arılar deney düzeneğinde serbestçe gezmeye alıştıklarında 

kutunun altındaki nektar kapağı tekrar açılmıştır. Böylece nektarla bağdaştırılmış kokuya 

yönelen arılar mecburiyetten öte tercihlerinin o yönde olması sebebiyle numaralandırılmış 

beslenme kaplarında beslenmişlerdir.  
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Şekil 3.5  Yuva içi resimleri A. Deneye başlamadan koloni durumu B. Deney başlangıcındaki koloni 
durumu 

 

3.2.2 Denek işçilerin seçimi 

Deney süresince PER (Proboscis Extention Reflex) metotları kullanılarak çalışmalar 

yürütülmüştür. PER metodları önceki çalışmalarla desteklenmiş ve yönlenme deneylerinde 

sıkça kullanılan bir metoddur. Genel olarak arılara, %40-%60 oranındaki şeker solüsyonları 

verilir. Şeker solüsyonlarıyla beraber (solüsyon içerisinde veya dışından) istenen kokuya maruz 

bırakılır. Arıların şeker ödülüyle birlikte kokuya alıştırılması esas alınır ve deney düzeneğinden 

şeker solüsyonu çıkarılır ve ardından yalnızca koku verilir. Nektar olmamasına karşın arılarda 

dil (proboscis) uzatma davranışı veya refleksi (PER) gözlenmesi durumu, arının kokuya 

yönlendiğini teyit eder (Giurfa ve Malun, 2004; Masterman vd., 2000; Laloi vd., 2003; Riveros 

ve Gronenberg, 2009). 

Deney düzeneğinde bu sistemin sağlanması için şu aşamalar kaydedilmiştir: 

i. Kullanılan 50 ppm öjenol sırasıyla numaralandırılmış kutulara, ikişer günlük 

aralıklarla yanında %50 (w/v) nektar ile bırakılmıştır. Böylece nektar ile beslenen 

arılar, kokuya maruz bırakılarak nektar ve kokunun ilişkili olduğu öğretilmeyi 

amaçlanmıştır. 

ii.  Koku ve nektar, ikişer günlük kutu değişimlerinde ve nektarların bitip yenilenmesi 

gerektiğinde tazelenmiştir. 

A B 
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iii. Kutu değişimlerinde bir önceki kutu yıkanarak koku ve nektar izlerinden arınması 

sağlanmış, böylece arılar her bir kutunun gidiş yoluna ve düzeneğin sınırlarına 

alıştırılmıştır. 

iv. Arıların alışması gözlendikten sonra bütün düzenek tekrar yıkanarak kokulardan ve 

izlerden arındırılmıştır.  

v. Arıların boş kutularda 2 gün boyunca gezmeleri sağlanmıştır.  

vi. Ardından 1 numaralı kutuya nektar olmaksızın koku bırakılmıştır.  

vii. 1 numaralı kutudaki koku sekiz saatin ardından alınıp 2 numaralı kutuya tazelenerek 

bırakılmıştır. 

3.3 ANTEN DOKULARININ ELDE EDİLMESİ 

Yönlenme deneyleri kapsamında yapılacak qPCR analizleri için, dış ödül kaplarındaki nektara 

yönelen tarlacı işçi arılar arasından, kokuya yönlenen ve kokuya maruz bırakılmayanlar 

seçilmiştir. Kontrol grubu için, toplamda 18 birey kullanılarak, 3 bireyin anten çiftleri 1 tüpte 

olacak şekilde 6 örnek grubu belirlenmiştir. Bunun yanı sıra deney grubu için, 84 birey 

kullanılarak 6 bireyin anten çiftleri 1 tüpte olacak şekilde 14 örnek grubu oluşturularak bunlar 

önce -20 C’de 1 saat tutularak öldürülmüş, ardından hızlı bir şekilde anten diseksiyonları 

yapılarak (Şekil 3.6) RNA izolasyonları gerçekleştirilmiştir. 

 

 

Şekil 3.6  Bombus arılarının anten diseksiyonları 
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3.4 TOTAL RNA İZOLASYONU 

Diseksiyonu yapılan antenler, 1.4 mm çapında seramik boncuklar içeren 2 ml hacmindeki 

tüplerde üreticinin belirttiği yöntemler takip edilerek 1 ml TRIzol Reagent ile muamele 

edilmiştir. Nükleoprotein kompleksinin çözünmesi için 80 saniye boyunca 6000 g’de MagNA 

Lyser (Roche) makinesi ile homojenize edilmiştir. Homojenizasyon işleminin ardından RNA 

içeren şeffaf sıvı, pipet ile alınarak santrifüj tüplerine aktarılmıştır. Ardından üzerlerine 200 ml 

kloroform eklenen tüpler, soğutmalı santrifüjde (4 °C) 12000 g’de 15 dakika boyunca santrifüj 

edilmiştir. Santrifüj sonucu üzerinde oluşan şeffaf sıvı alınarak, yeni tüplere aktarılmıştır. Bu 

tüplerin üzerine 0.5 ml izopropanol eklendikten sonra 10 dakika boyunca oda sıcaklığında 

inkübe edilmiştir. İnkübasyonun ardından 10 dakika boyunca 12000 g’de soğutmalı santrifüj 

ile muamele edilen tüplerde RNA çökeltisi oluşturulmuştur. Çökeltiyi çevreleyen sıvı 

uzaklaştırılarak ve çökelti üzerine %75’lik 1 ml etanol eklenerek, tekrar 7500 g’de 5 dk boyunca 

santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrası çökelti etrafındaki sıvı uzaklaştırıldı ve 20 µl “RNAse free 

water” eklenerek çökeltinin çözünmesi sağlanmıştır. Çözünen RNA’dan 3 µl alınarak kalite ve 

miktar tayini için ayrıldı ve geri kalan 17 µl RNA içeren tüpler -80 °C ‘de saklanmıştır. Bu 

ölçümler Nanodrop Thermo 2000C (Thermo) ve Qubit RNA HS Assay Kit (Thermo) ile üretici 

yönergeleri takip edilerek ölçülmüştür. 

3.4.1 cDNA oluşturulması 

RNA izolasyonu yapıldıktan sonra Nanodrop cihazı ile ölçümleri yapılan tüplerden, 260/280 

oranı 1,80 üzeri olan örneklem tüpleri seçilmiştir. -80 oC den alınan seçilmiş tüpler buzda 

çözündürülerek RNA degredasyonuna izin verilmeksizin eritilerek ve toplam hacmi 25 μl ve 

derişimi 25 ng/μl olacak şekilde nuclease free-water ile seyreltilmiştir. Elde edilen seyreltilmiş 

RNA çözeltisi, cDNA’ya çevirme basamaklarında stok çözelti olarak kullanılmıştır. Bu stok 

çözeltiden 8 μl alınarak üzerine, 1 μl Oligo (dT)18 Primer, 12 μl nuclease free-water 4 μl 5X 

reaction buffer, 1 μl RiboLock Rnase inhibitor (20 U/μl), 1 μl RevertAid M-MulV RT (200 

U/μl) eklendikten sonra elde edilen karışım pipetaj ile homojenize edilerek random hexamer 

protokolü gereği 5 dk boyunca 25 oC ve ardından 60 dk boyunca 42 oC’de TC 5000 (Techne) 

cihazıyla inkübe edilmiştir. Böylelikle cDNA iplikçikleri elde edilmiş ve Nanodrop Thermo 

2000C cihazıyla ölçümleri yapılmıştır. 
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3.5 HEDEF GENLERİN BELİRLENMESİ 

118Z386 numaralı “Bombus arısının (Bombus terrestris L.) gelişim sürecinde anten 

kemoreseptörlerinin genom düzeyindeki ifade eğilimlerinin araştırılması” adlı TÜBİTAK 

destekli projemiz kapsamında yürütülen dizileme çalışmaları ve biyoinformatik analizler 

sonucu bu çalışmada hedeflenen genler belirlenmiştir. 

Proje dahilinde ham olarak elde edilen kısa ve uzun RNA kütüphaneleri MultiQC v0.11.8 

(Ewels vd., 2016) programıyla görselleştirilerek kalitesiz bazlar tespit edilmiş ve fastp v0.20 

(Chen vd., 2018) programı kullanılarak düşük kaliteli okumalardan arındırılmıştır 

(parametreler: -q 30 u 20 –cut_front –cut_tail –cut_right). Kapsamlı transkriptom profil 

oluşturulması, genom tabanlı ve de novo birleştirmesiyle oluşturulmuş transkriptomları 

kapsayan bir yaklaşımla yürütülmüştür. Referans temelli analiz için 

“Bombus_terrestris.Bter_1.0.dna_sm.toplevel (Bter_1.0)” genom verisi Ensembl Metazoa 

veritabanından (https://metazoa.ensembl.org/index.html) elde edilmiştir. Uzun RNA-Dizileme 

reaksiyonu sonucu elde edilen yüksek kaliteli okumalar bombus genomuna “Hisat2 v2.1.0” 

(Kim vd., 2019) yazılımı ile hizalanmıştır. “.bam” formatında elde edilen hizalanmış 

dosyalardan “StringTie v1.3.6” (Pertea vd., 2016) yazılımı kullanılarak transkriptler 

oluşturulmuştur. De novo transkriptom analizi ise Trinity v2.8.5 (Haas vd., 2013) yazılımı ile 

gerçekleştirilmiştir.  

Hem referans-temelli hem de de novo transkript analizi sonucu elde edilen transkriptler tekrar 

genoma hizalanmıştır ve kapsamlı transkript modeli oluşturulmuştur. Final transkript dosyası 

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

qPCR aşamasında kokuya şartlanmış deney grubu ve kokusuz ortamda yetiştirilmiş kontrol 

grubu arasındaki gen ifade farklarının gözlenebileceği en anlamlı genlerin değişimlerinin tespit 

edilmesi hedeflenmiştir ve bu genlere bağlı olarak primerler tasarlanmıştır (Tablo 3.1). 

Tablo 3.1 qPCR analizinde gruplar arası farklılık göstermesi beklenen genler için 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_003402727.3 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 nükleotid blast araması yapılarak 

homolog taramaları gerçekleştirilmiştir ve primer özgüllükleri teyit edilmiştir. Ardından 

yapılan işlemlerde, genlere ait isimler Genbank ID’leri dikkate alınarak kısa kodlar halinde 

kullanılmıştır (Tablo 3.2). 

Tablo 3.2 Primerleri tasarlanan genlerin işlevleri ve kısaltma kodları 

Genbank ID 
Kısa 
kod Gen adı Gen işlevi 

XM_012311926.2 926 LOC100650043 

Bombus terrestris calcium-activated 
potassium channel slowpoke, transcript 
variant X12, mRNA 

XM_003402160.3 160 LOC100644584 
Bombus terrestris ionotropic receptor 
25a, transcript variant X1, mRNA 

XM_003393852.3 852 LOC100643968 
Bombus terrestris aquaporin AQPAe.a-
like, mRNA 
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XM_003400832.3 832 LOC100649637 
Bombus terrestris odorant receptor 67c-
like 

XM_020868183.1 183 LOC105666960 
Bombus terrestris putative odorant 
receptor 92a, mRNA 

XM_003402727.3 727 LOC100631089 
Bombus terrestris odorant receptor 2, 
mRNA 

XM_003393385.3 385 LOC100644510 
Bombus terrestris odorant receptor 82a, 
mRNA 

XM_020866400.1 400 LOC100644224 

Bombus terrestris putative 3-
methyladenine DNA glycosylase, 
transcript variant X2, mRNA 

XM_020866596.1 596 LOC100649513 
Bombus terrestris putative odorant 
receptor 92a, mRNA 

XM_020866828.1 828 LOC100647875 
Bombus terrestris odorant receptor 65a, 
transcript variant X2, mRNA 

XM_003401068.3 68 LOC100647995 
Bombus terrestris odorant receptor Or2, 
mRNA 

XM_003401128.2 128 LOC100646127 
Bombus terrestris odorant receptor 22c-
like, mRNA 

XM_020866827.1 827 LOC100646243 
Bombus terrestris odorant receptor 47a, 
mRNA 

XM_020866939.1 939 LOC100647639 
Bombus terrestris odorant receptor 10a-
like, mRNA 

XM_020866297.1 297 LOC110119825 
Bombus terrestris odorant receptor 49b-
like, mRNA 

XM_012312226.1 226 LOC105666099 
Bombus terrestris odorant receptor 4-
like, mRNA 

XM_012312100.2 100 LOC100650815 
Bombus terrestris odorant receptor 13a, 
mRNA 

XM_012312225.2 225 LOC100650930 
Bombus terrestris odorant receptor 9a, 
mRNA 

XM_020868393.1 393 LOC100644917 
Bombus terrestris vitellogenin, transcript 
variant X3, mRNA 

XM_003401730.3 730 LOC100650380 Bombus terrestris hexamerin, mRNA 

XM_012321372.2 372 LOC100643318 
Bombus terrestris rabphilin-1, transcript 
variant X1, mRNA 

XM_003401371.3 371 LOC117230436 

Bombus vosnesenskii 
nicotinamide/nicotinic acid 
mononucleotide adenylyltransferase 3, 
transcript variant X4, mRNA 

XM_003393741.3 741 LOC100650392 
Bombus terrestris ATP-binding cassette 
sub-family A member 13, mRNA 

MSTRG.5637 MSTRG LOC117238291 

Bombus vosnesenskii potassium/sodium 
hyperpolarization-activated cyclic 
nucleotide-gated channel 3, transcript 
variant X6, mRNA 

XM_012319776.1 776 LOC100647919 
Bombus terrestris intraflagellar transport 
protein 172 homolog, mRNA 
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XM_012311157.2 157 LOC100648787 
Bombus terrestris T-complex-associated 
testis-expressed protein 1, mRNA 

XM_020863516.1 516 LOC100646827 

Bombus terrestris potassium voltage-
gated channel subfamily KQT member 
1, mRNA 

XM_012308862.2 862 LOC100650764 
Bombus terrestris protein rolling stone, 
transcript variant X3, mRNA 

XM_003393464.3 464 LOC117239854 
Bombus vosnesenskii protein tipE , 
transcript variant X5, misc_RNA 

 

Kontrol ve deney grubu arasında farklılık görülmesi beklenen genlerin qPCR analizi ile 

tespitinin doğru olup olmadığını anlamak için gen ifadesi koşullara bağlı olarak değişmeyen 

housekeeping genlerini tespit edecek primerler kullanılmıştır (Tablo 3.3). 

 

Tablo 3.3 qPCR analizinde kullanılan farklılık göstermesi beklenen genlerin çalıştığını 
onaylayabileceğimiz referans “housekeeping” genlerine ait primerler 

GenBank ID Forward Primer (5’-3’) Reverse Primer (3’-5’) 
EF1α AGAATGGACAAACCCGTGAG CACAAATGCTACCGCAACAG 
GAPDH-Bee TTTTGAAATCGTTGAGGGTCTT CCATCACGCCATAACTTTCC 
RPL13 GGTTTAACCAGCCAGCTAGAAA CTCCACAGGTCTTGGTGCAA 
RPL23 GGGAAAACCTGAACTTAGGAAAA ACCCTTTCATTTCTCCCTTGTTA 
PLA2 GGTCACACCGAAACCAGATT TCGCAACACTTCGTCATTTC 

 

Oligomer Biyoteknoloji A.Ş.’ye siparişi verilip kurutulmuş olarak teslim alınan primerler, 

firma tarafından verilen yönergeler takip edilerek 100 µM derişimle nuclease free water 

kullanılarak stok haline getirilmiştir (Şekil 3.7). 
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Şekil 3.7  Kurutulmuş olarak teslim alınan primerlerin sulandırılma işlemi 

3.6 HEDEF GENLERİN QPCR ANALİZİ 

Oluşturulan cDNA’lar ve belirlenen hedef genlere ait primerler, Jena Bioscience PowerUp 

“SYBR” Green Master Mix protokolüne (Tablo 3.4) uygun olarak PCR kuyucuklarına ekilmiş 

ve Light Cycler 480 (Thermo) cihazında ölçümleri gerçekleştirilmiştir. Ölçümleri 

gerçekleştirilen örneklerin CT değerleri LightCycler® 480 Software v1.5 adlı program ile 

hesaplanarak değerler kaydedilmiştir. Kontrol ve deney gruplarına ait CT değerleri arasındaki 

farkın istatistiksel olarak anlamlılığı R v4.0.3 programı aracılığı ile t-testi kullanılarak 

ölçülmüştür. Elde edilen CT değerleri 2-∆∆CT metoduyla hesaplanarak kat artış değerleri 

belirlenmiştir (Livak ve Schmittgen, 2001). Daha sonra kat artış değerlerinin negatif yönde artış 

gösterenleri, Schmittgen ve Livak (2008) referans yayınında belirtilen geri dönüşüm yöntemi 

kullanılarak belirlenmiştir. 

Tablo 3.4 Her bir PCR kuyusu için “SYBR” Green Master Mix protokolüne bağlı olarak gerçekleştirilen 
qPCR basamağında kullanılan hacimler 

İçerik Hacim (20 µl) 
qPCR SyberMaster 10 µl 
Forward Primer (10 µM) 0.6 µl 
Reverse Primer (10 µM) 0,6 µl 
cDNA 1,5 µl 
PCR Tampon Suyu 7,3 µl 
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4. BULGULAR 

4.1 YÖNLENDİRME DENEYİ İLE İLGİLİ BULGULAR 

Arıların deney kutuları içerisinde serbestçe gezdikleri ve deney düzeneğine tamamen adapte 

oldukları gözlendikten sonra, düzeneğin tamamı kokulardan arındırılmak üzere yıkanarak 1 

numaralı kutuya yalnızca koku bırakılmıştır. Nektar olmaksızın 1 numaralı kutuya arıların 

yönlendiği ve tüp içerisine dil uzatma davranışları görüldükten sonra, bu gözlemin 

tekrarlanması ve davranışın güvenirliğinin anlaşılması için 1 numaralı kutudaki koku alınarak 

2 numaralı kutuya tazelenip bırakılmıştır. Bu deney basamağın sonunda 1 numaralı kutuda dil 

uzatma davranışı yapan arıların tamamı 2 numaralı kutuya yönelerek aynı şekilde nektar olması 

gereken tüp içerisine dil uzatma davranışları göstermiştir (Şekil 4.1). Böylece yönlendirme 

deneyi başarılı kabul edilmiştir. 
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Şekil 4.1  Dil uzatma (PER) davranışı sergileyen işçiler A,B. 1 numaralı kutuda kokuya yönelim, C. 2 
numaralı kutuya yönelim 

 

4.2 İZOLASYON SONUÇLARI 

Beslenen arıların kokusuz ortamda yetiştirilip kontrol grubunu oluşturan tarlacı kastına ait 

işçileri ve kokulu ortamda yetiştirilip deney grubunu oluşturan bireylerinin RNA izolasyonu 

yapıldıktan sonra kalite ve miktar tayini ölçümleri sonucu gösterildiği gibidir (Tablo 4.1). 

Tablo 4.1 RNA örneklerinin Nanodrop Thermo 2000C ölçüm sonuçları (1-6. Kontrol grubu sonuçları 
7-20. Deney grubu sonuçları) 

Örnek No. Nükl. 

Asit Kon. 

A260 A280 260/280 260/230 Birim 

1 167,9 4,197 2,412 1,74 0,3 ng/μl 

A B 

C 
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2 243,8 6,095 3,26 1,87 0,57 ng/μl 

3 220,8 5,52 3,038 1,82 0,38 ng/μl 

4 217,8 5,446 3,006 1,81 0,36 ng/μl 

5 143,9 3,597 2,11 1,7 0,25 ng/μl 

6 139,5 3,488 2,014 1,73 0,23 ng/μl 

7 61 1,524 0,909 1,68 0,32 ng/μl 

8 273,3 6,833 3,608 1,89 0,47 ng/μl 

9 116,3 2,907 1,711 1,7 0,43 ng/μl 

10 156 3,899 2,226 1,75 0,26 ng/μl 

11 97,9 2,446 1,47 1,66 0,37 ng/μl 

12 35,9 0,898 0,542 1,66 0,37 ng/μl 

13 45 1,125 0,614 1,83 0,5 ng/μl 

14 70,1 1,752 0,898 1,95 0,76 ng/μl 

15 49,1 1,227 0,697 1,76 0,33 ng/μl 

16 95,8 2,396 1,353 1,77 0,34 ng/μl 

17 153,1 3,828 2,29 1,67 0,38 ng/μl 

18 171,9 4,299 2,48 1,73 0,32 ng/μl 

19 162,2 4,054 2,145 1,89 0,51 ng/μl 

20 157,6 3,939 2,089 1,89 0,73 ng/μl 

 

Sonuçlara göre kalite ve miktar bakımından yeterli olarak görülen 2, 3, 4, 8, 13, 14, 19 ve 20 

grupları cDNA üretilmek üzere seçilmiştir. Seçilen gruplar üzerinden üretilen cDNA’lara ait 

kalite ve miktar tayinleri Tablo 4.2’deki gibidir. 

 

Tablo 4.2 cDNA örneklerinin Nanodrop Thermo 2000C sonuçları 

Örnek No Nükl. 

Asit Kon. 

A260 A280 260/280 260/230 Birim 

2 1093 21,859 14,622 1,49 0,94 ng/μl 

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

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

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

13 3384,1 67,683 39,828 1,7 1,96 ng/μl 
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14 3499,6 69,993 41,457 1,69 1,99 ng/μl 

19 2796,7 55,934 33,318 1,68 1,92 ng/μl 

20 3303,4 66,067 38,999 1,69 1,94 ng/μl 

 

Üretilen cDNA’lar içerisinden; 2,3 ve 4 numaralı örnekler kontrol grubunu, 8,13 ve 20 kodlu 

örnekler ise deney grubunu oluşturacak şekilde qPCR SYBR Master kiti (Jena bioscience) 

protokolüne uygun olarak kullanılmıştır.  Light Cycler 480 (Thermo) cihazıyla qPCR işlemleri 

yapılan örneklerin CT değerleri Tablo 4.3’teki gibidir. 

 

Tablo 4.3 qPCR işlemi ile elde edilen CT değerleri 

Gen kodu 2 (Kontrol) 3 (Kontrol) 4 (Kontrol) 20 (Deney) 13 (Deney) 8 (Deney) 
EF1α 29,74 32,44 31 22,22 23,98 25,62 
GAPDH 27,45 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 27,4 
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 değerlerinin 2-∆∆CT metoduyla belirlenen kat artış değerleri ise Tablo 4.4’te 

belirtilmiştir.  

 

Tablo 4.4 2-∆∆CT metodu kullanılarak, deney grubuna ait değerlerin kontrol grubuna göre referans genler 
üzerinden kıyaslanarak belirlenen kat artış değerleri 

Gen kodu EF1α 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 artış değerleri elde edilen genler, Schmittgen ve Livak (2008) tarafından belirtilen geri 

dönüşüm metodu kullanılarak negatif yönde artış gösteren değerler ile birlikte Tablo 4.5’te 

gösterilmiştir.  

 

Tablo 4.5 Negatif yöndeki artışlar ile birlikte kat artış değerleri 

Gen kodu EF1α 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 -7,75 
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 incelendiğinde, referans gen olarak kullanılan EF1α, GAPDH ve RPL13 genlerine ait 

değerlerin, 160, 516, 464, 128 ve 100 kodlu hedef genlere ait sonuçlar için düzenli ve dengeli 

sonuçlar vermediği göze çarpmaktadır. Bu sebeple bu referans genler hesaplamalardan 

çıkarılmış ve karşılaştırmalarda yalnızca RPL23 ve PLA2 referans genlerine ait değerler 
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kullanılmıştır. Bu iki referans gen ve hedef genler için elde edilen CT değerlerinin kontrol ve 

deney grubu arasındaki anlamlı sonuçların belirlenmesi adına R v4.0.3 programında 

gerçekleştirilen t testine bağlı olarak bulunan değerler ve daha sonrasında R v4.0.3 programında 

normalize p değerlerinin hesaplanmasıyla elde edilen FDR değerleri Tablo 4.6’da 

gösterilmiştir. 

 

Tablo 4.6 Kontrol ve deney grupları arasında yapılan t testine dair istatistik değerleri (FDR değerlerine 
göre anlamlılık gösterenler asteriks (*) ile işaretlenmiştir.) 

Hedef Gen Ort. Ct. 
Değ. 

p değeri Norm. p 
değeri 
(FDR) 

RPL23 için 
kat artış 
değ. 

PLA2 için 
kat artış 
değ. 

*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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Görülen tabloda FDR değerine göre anlamlı olmayan genler çıkarıldıktan sonra her iki referans 

gene bağlı olarak ifadeleri değişen genler Şekil 4.2.’de verilmiştir. 

 

 

Şekil 4.2  Öjenol için şartlandırılmış olan arıların her bir gen ifadesinin 2 referans gen üzerinden kat 
artış değerleri 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 5.1 YÖNLENDİRME VE PER DENEMELERİ 

Pham-Delegue vd., (1993), Ditzen vd. (2008) ve Jakobsen vd. (1995)’nin çalışmalarıyla daha 

önceden denenmiş ve başarılı sonuçlar alınmış düzenekler baz alınarak hazırladığımız deney 

düzeneği (Şekil 3.3 ve Şekil 3.4) kapsamına PER davranışı takip edilerek arıların kokuya 

yönelmesi takip edilmiştir (Şekil 4.1). Yönlenme davranışını tetiklemesi için Fonta ve Masson 

(1984), Goyret ve Farina (2005) ve Young vd. (2018) tarafından yapılan deneyler baz alınarak 

saf öjenol (4-Allylguaiacol; 4-Allyl-2-methoxyphenol) kokusu seçilmiştir. Bu kokunun, 

belirtilen çalışmalar kapsamına arılarda elektro-fizyolojik tepkilere yol açtığı belirlenmişti. 

Yaptığımız çalışmalarda da bu bulgulara paralel sonuçlar elde edilmiş, deney düzeneğinin ve 

kullanılan kokunun bombus işçilerinde yönlenmeyi teşvik edici oldukları saptanmıştır. 

Böylelikle deneylerimizde kullanılan tasarımın kokuya şartlandırma deneyleri çerçevesinde 

kullanımı uygun olduğu düşünülmektedir. 

5.2 RT-qPCR SONUÇLARI KAPSAMINDA KOKU İLE İLİŞKİLİ GEN İFADE 

FARKLILIKLARI 

Çalışmamız kapsamında ele alınan, öjenol kokusu ile proboscis uzatma refleksi (PER) 

gerçekleştiren tarlacı kastına ait bombus arıları ile herhangi bir şartlandırmaya maruz kalmamış 

bombus arıları arasındaki gen ifade farklılıklarını anlamak adına seçilen 29 gen içerisinden 25 

gene ait değerler istatistiksel olarak anlamlılık göstermiştir (Tablo 4.6). Bu genler içerisinden 

ise 13 adet gen (ORCO, OR4, OR47a, OR65a, OR10a, OR82a, OR49b, OR9a, OR2, OR13a, 

OR22c ve OR92a (2)) koku alma ile ilgili olan koku reseptörlerine, 1 gen ise koku 

reseptörleriyle birlikte çalışan koreseptör görevi gören iyonotropik reseptöre ait genlerdir 

(IR25a). Bu genlerin kat artış değerleri incelendiğinde, kokuya şartlanmış olan arılarda en çok 

artış gösteren genlerin ORCO, OR4, OR47a, OR65a ve OR2 reseptör genleri (LOC100631089, 

LOC105666099, LOC100646243, LOC10064787 ve LOC100647995) olduğu, diğer genlerde 

ise bu kat artışın giderek azaldığı görülmektedir (Şekil 4.2). Dolayısıyla bu genlerin koku 

spesifik olarak aktifleştiği ve kokuya bağımlı davranış farklılıklarının oluşmasında rol aldıkları, 

buna ek olarak diğer artış gösteren koku reseptör genlerin ise geniş yelpazede kokuları algılayan 

reseptörlerle ilişkili olduğu tahmin edilmektedir. Bu düşüncemiz daha önceki yapılmış 

çalışmalar (Karpe vd., 2017; McBride vd., 2014; Richgels ve Rollmann, 2012; Scialo vd., 2012) 
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ve tespit edilen genler ile uyum göstermektedir. Dolayısıyla bu çalışma kapsamındaki bilgiler 

de göz önünde bulundurulduğunda, spesifik kokular ile tetiklenen reseptörlerin kokuya bağımlı 

davranışlar üzerinde etkisinin, genel kokuları algılayan reseptörlere göre daha yüksek olduğu 

belirtilebilir. Bu açıdan deney kapsamındaki bulgular her bir reseptör için, gen ifade 

değişimlerinin değerleri göz önünde bulundurularak değerlendirilmiştir. 

Değerlendirilen genlerden, kokuya bağımlı davranış farklılıklarının oluşturma potansiyeli 

yüksek olarak belirlenen genler üzerinde yapılacak daha detaylı ve spesifik çalışmalar ile (örn. 

knock-in/ knock-down) tozlaştırma servisini gerçekleştiren arıların belirli bitki gruplarına 

yönlendirilmelerine dair genetik gelişmeler veya belirli kokulara özelleşmiş olan reseptörler ile 

birlikte biyosensör geliştirme uygulamalarının önünün açılabileceği düşünülmektedir. Hem 

doğal kökenli hem de endüstriyel köken alabilen fenol ve türevlerinin tespit edilmesi, doğada 

insan aktivitesi sonucu biriken fenolün çevreye verdiği zararı azaltmak için gerekli olduğu 

vurgulanmıştır. Ancak, günümüzdeki fenol birikmesinin tespit edilmesi için ağır makinelere ve 

kompleks örneklemlere ihtiyaç duyulmaktadır. Dolayısıyla, fenol tespitinin 

gerçekleştirilmesinin pahalı ve yavaş olduğu görülmektedir (Karim ve Fakhruddin, 2012). Bu 

sebeple, pratik ve ucuz bir metot olan biyosensör geliştirme çalışmalarının ilerletilmesi 

gerekmektedir. Dolayısıyla, çalışmamızda kullandığımız alil uçlu gayakol yapısında ve fenol 

olarak sınıflandırılan bir çeşit aromatik yağ olan öjenol (NCBI, 2021) karşısında gen ifadeleri 

yüksek miktarda değişen reseptörlerin, biyosensör geliştirme çalışmalarında kullanılmak üzere 

potansiyel reseptörler olabilecekleri düşünülmektedir. Biyosensörlerin veya arıların 

şartlandırılmasının fenol tespitinin dışında, askeri veya askeri olmayan alanlarda madde tespit 

edilmesi üzerine yapılan çalışmalar için de yön gösterebilecektir (Bromenshenk vd., 2015).  

Bu açılardan koku ile ilişkili olup da ifadesi artan genler ile ilgili daha detaylı değerlendirmeler 

şöyle sıralanabilir:  

5.2.1 ORCO 

Odorant reseptör koreseptörü (ORCO) kodlayan LOC100631089 geni için kat artışı 5,75 olarak 

belirlenmiştir. Orco farklı böcek gruplarında korunmuş bir koreseptör olarak bulunmaktadır 

(Missbach, vd. 2014). Dolayısıyla koku reseptörleri ile kompleks oluşturduğundan dolayı koku 

reseptörleri ile birlikte ifade olarak koku ile ilişkili genler içerisinde en yüksek kat artış oranın 

bu gene ait olması kaçınılmaz görünmektedir. Şekil 2.6’da görüldüğü üzere, silüryen 

döneminden itibaren görülen tüm kanatlı böceklerde korunarak günümüze kadar gelmiş olan 
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bu proteinin evrimsel basamaklarının daha detaylı bir şekilde aydınlatılması gerekmektedir. Bu 

sebeple bu ilişkiyi aydınlatmak için evrimsel çalışmalar yürütülmüştür (Vosshal ve Hansson, 

2011; Rota-Stabelli vd., 2013; Missbach vd., 2015). Ancak, çalışmamızdan elde ettiğimiz 

bilgiler doğrultusunda, ilkel böcek grupları ve antensiz diğer arthropod gruplarıyla birlikte 

yapılacak gen düzeyinde reseptör karşılaştırmalarının ihtiyaç duyulduğunu düşünmekteyiz. Bu 

tarz çalışmalar, Orco ve OR’lerin ilişkilerinin nasıl başladığını ve hangi süreçlerin etkisiyle bu 

proteinlerin kompleks yapısı oluşturduğunu anlamamıza ışık tutacaktır. 

5.2.2 OR4 

OR4 reseptörünü kodlayan LOC105666099 geni çalışmamız kapsamında koku karşısında 5,4 

kat artış göstermiştir. Bu gen bal arılarında, kraliçe arının mandibular bezlerinden salgılanan 

feromonları algılamayı sağlayan bir alt ailenin içerisinde bulunduğu bildirilmiştir (Karpe vd., 

2017). Dolayısıyla, öjenol kokusunun kraliçe feromonundan bağımsız olarak doğrudan ya da 

kraliçe feromonunun etkisini artırarak dolaylı olarak arıların antenlerindeki bu reseptörü büyük 

oranda etkiledikleri düşünülmektedir. Dolaylı olarak bu artışı sağlaması, öjenolün yuva 

içerisindeki kraliçenin feromon salgılama kapasitesini artırabilir olduğu düşüncesini 

oluşturmaktadır. Bundan ayrı olarak, OR4’ü kodlayan genlerin sivrisineklerdeki homolog 

türevlerinin besine yönelme ile yakın ilişkili olduğu belirtilmiştir. (McBride vd., 2014). Bu 

sebeple, bombus arılarındaki OR4 reseptörlerinin besin tercihlerinin oluşması ve bitkiye 

yönelimde de görev alabileceği düşünülmektedir. 

5.2.3 OR47a, OR65a, OR10a, OR82a, OR49b ve OR9a  

Yao vd. (2005), çalışmasında Drosophila’da farklı kokulara bağlı olarak antenlerdeki 

nöronların elektrofizyolojik olarak tepki miktarlarını hesaplayabilmiştir. Bu çalışmayı takiben 

Hallem ve Carlson (2006), 31 adet koku reseptörünü 100'den fazla koku ile endojen koku 

reseptörleri içermeyen mutant anten nöronu (boş nöron) kullanarak, farklı reseptörlerin 

elektrofizyolojik olarak kokulara olan tepkilerini ölçmüşlerdir. Buna göre, OR9a ve OR82a için 

anlık nöron uyarımının öjenol kokusu kullanıldığında uyarıcı oldukları ama uyarımın az olduğu 

tespit edilmiş. Bununla birlikte OR10a için bu uyarıcı etkinin nispeten daha yoğun olduğu tespit 

edilmiştir. Yaptığımız çalışmadaki öjenole yönlendirme ile arılardaki bu genlerin ifadesindeki 

kat artış değerlerinin OR9a, OR82a ve OR10a için ortalama sırasıyla 1,9; 2,8 ve 2,9 olarak 

görülmektedir. Buna bağlı olarak boş nöronların uyarılma sıklıkları ile gen ifade değerlerinin 
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birbirleri ile korelasyon gösterdiği görülmektedir. Ancak bizim yaptığımız çalışmalar ile daha 

önceki elektrofizyolojik ölçüm sonuçları farklı sonuçlar ortaya koymuştur. Buna göre 

elektrofizyolojik olarak öjenole karşı hiç tepki vermeyen OR49b geni için bizim çalışmamızda 

2,6 kat pozitif artış belirlenmiştir. Benzer şekilde elektrofizyolojik tepkide öjenol kokusuna 

tepkisi az olan OR47a ve OR65a genlerinin ifade artış değerleri bizim çalışmamızda sırasıyla 

5,2 ve 4,8 olarak bulunmuştur. Buna göre, bazı reseptörlerin gen ifadesi ile üzerinde 

bulundukları OSN'lere ait elektrofizyolojik tepkilerin korelasyon gösterdiği ve bazıları için ise 

bu durumun oluşmadığı görülmektedir. Tüm bunlar göze alındığında, korelasyon göstermeyen 

genlerin ve çalışmamızda pozitif yönde artış göstermiş olan OR47a, OR65a ve OR49b'nin 

yönelim davranışının kontrol mekanizmasında rol aldıkları düşünülmektedir. Belirtilen üç gen 

içerisinden OR47a’nın ethyl hexanoate kokusuna bağımlı olarak davranış farklılıklarında rol 

aldığının gösterilmesi bu düşüncemizi destekler niteliktedir (Richgels ve Rollmann, 2012). 

Ancak kokular için kullanılan dilüsyon farklılıklarının da bu durum için belirleyici olabilir.  

Çünkü farklı oranda seyreltilmiş kimyasallar için koku reseptörlerinin ve nöronların 

tepkilerinde farklılık görülebilmektedir (Hallem ve Carlson, 2006). 

5.2.4 OR2 

Çalışmamızda bu reseptörü kodlayan genin (LOC100647995), öjenol ile muamele edildiğinde, 

deney grubunda ortalama 4,06 kat daha fazla ifade edildiği gözlemlenmiştir. Bu sebeple, bu 

genin hem davranışsal olarak yönelimde hem de koku ve öğrenme ile doğrudan bir ilişkisi 

olduğu da düşünülmektedir. Bunun dışında, sivrisinekler üzerinde yapılan çalışmalarda 

OR2'nin 2-methylphenol, benzaldehyde, indole, ve 3-methylindole kokularının tespitinde görev 

aldığı da farklı çalışmalarda ifade edilmiştir (Scialo vd., 2012). Dolayısıyla bu reseptörün 

spesifik kokulara özelleşmiş olduğu görülmektedir. 

5.2.5 OR13a 

Koku reseptörlerinden olan OR13a geni (LOC100650815) çalışmamızda, öjenol ile 

etkileşiminde referans genlere göre ortalama olarak 8,2 kat indirgendiği görülmektedir. Bai ve 

Carlson (2010)'ın yaptığı çalışmalarda öjenol benzeri aromatik bir koku olan ve defne bitkisinde 

doğal olarak bulunan (Abaul vd., 1995) 3-octanol’ün, OR13a üzerinde sinyal oluşumunu 

tetiklediği belirlenmiştir. Aynı çalışmada OR13a reseptörünün hexanol ve 1-octan-3-ol 

kokularına da yüksek oranda tepki verdiği tespit edilmiştir. Ancak yaptığımız çalışma 
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kapsamında kullanılan öjenol dozunun OR13a için yüksek oranda indirgeyici rolü olduğu 

belirlenmiştir. 

5.2.6 OR22c 

OR22c reseptörü, daha önceki çalışmalarda öjenol ile aynı koku ailesinde olan (benzyl acetate 

ve anisole gibi) aromatik kokular ile muamele edilmiş ancak herhangi bir elektrofizyolojik yanıt 

alınamamıştır (Hoare vd., 2011; Montague vd., 2011). Bir diğer çalışmada OR22c'nin 2-

acetylpyridine kokusunun 10-2 ile 10-3 dilüsyon oranlarının reseptörde tepki oluşturduğu 

belirlenmiştir. Aynı koku 10-4 oranında sulandırılarak kullanıldığında ise reseptör tepkisi büyük 

oranda yok olmuştur (Mathew vd., 2013). Ancak, ilerleyen çalışmalarda OR22c'nin methyl 

salicylate kokusunu 10-6 dilüsyon oranında bile rahatlıkla algıladığı belirlenmiştir. Buna ek 

olarak, bu kokunun (methyl salicylate) diğer reseptörler tarafından algılanma oranı oldukça 

düşük olarak gözlemlenmiştir (Si vd., 2019). Dolayısıyla, OR22c'nin spesifik kokuları algılayan 

bir reseptör olduğu buradan anlaşılmaktadır. Çalışmamızda ise OR22c reseptörünün, öjenol ile 

karşılaştığında kontrole oranla 25 kat daha az ifade edildiği belirlenerek, inhibe olduğu 

saptanmıştır. 

5.2.7 OR92a 

OR92a reseptörüne ait iki gen için (LOC105666960 ve LOC100649513) kat artış değerleri 

sırasıyla ortalama 1,7 ve -1,1 olarak görülmektedir. Bu genlerin öjenol’den ya da kokuya bağlı 

yönelimlerden etkilenmedikleri gözlemlenmiştir. Daha önceki çalışmalarda, Drosophila 

tarafından bu reseptörün doğuştan gelen yiyecek bulma davranışları esnasında ve elma sirkesi 

kokusunun algılanmasında rol aldığı tespit edilmiştir (Semmelhack ve Wang, 2009). Böcek 

yaşlandıkça yiyecek bulma kapasitesinin azalışının ise bu reseptörde gerçekleşen kaspaz 

aktivasyonu ile oluştuğu belirlenmiştir (Chihara vd., 2014). Ancak, çalışmamız ile birlikte bu 

reseptörün gen ifadesinin öjenol karşısında önemli ölçüde farklılaşmadığı tespit edilmiştir. 

5.2.8 IR25a 

İyonotropik reseptör 25a (IR25a)’nın böcek IR’leri içerisinde yüksek oranda korunduğu 

belirtilmiştir (Croset vd., 2010; Groh-Lunow vd., 2015). Dolayısıyla üzerinde en çok çalışılan 

IR’lerdendir. Bunun yanısıra, IR25a, diğer reseptörler ile birlikte çalışarak aslında bir 

koreseptör olarak çalışmakta olduğu (Abuin vd., 2011; Wicher, 2012; Rytz vd., 2013) ve farklı 



51 
 
 

 

tepkisel mekanizmaların (görsel yönelim ve koku algılama) tetiklenmesini sağladığı da 

bilinmektedir (Núñez-Acuña vd., 2019). Ayrıca, IR25a’nın Drosophila’larda sıcaklığa bağlı 

olarak sirkadiyen ritmin düzenlenmesinden sorumlu olduğu tespit edilmiştir (Chen vd., 2015). 

Bunun yanı sıra, bu reseptörün IR21a reseptörüyle birlikte çalışarak serinlik algılayıcı rolünün 

olduğu belirlenmiş ve termoregülasyonda önemli bir basamakta yer aldığı gösterilerek soğuk 

ortamı bu reseptörler sayesinde tespit edip, ortamdan uzaklaşma davranışını (termotaksi) 

gerçekleştirdikleri anlaşılmıştır (Ni vd., 2016). Çalışmamızda, IR25a geninin negatif yönde 

15,3 kat indirgendiği görülmektedir. Kokuya yönlendirilen deney grubu ile kokusuz ortamda 

yetiştirilen kontrol grubu arasında sıcaklık farkının olmaması, IR25a’nın termoregülasyon 

görevinden bağımsız olarak indirgenmiş olması gerektiğini göstermektedir. Deneylerimizdeki 

gruplar arasındaki tek farkın, arıların kokuya maruz bırakılarak refleksif hareket 

göstermeleridir. Dolayısıyla, IR25a’nın koreseptörlüğünü yaptığı koku reseptörlerinin de 

indirgenmiş olabileceği düşünülmektedir. Deneyimiz içerisinde görülen koku reseptörlerinden 

bu denli indirgenmiş olan tek reseptör OR22c olarak karşımıza çıkmaktadır. Bu durum ile 

birlikte, IR25a’nın OSN’lerin %88’in de ifade olması (Task vd., 2020) göz önüne alındığında, 

IR25a ve OR22c’nin birlikte çalışabileceğini gösterir niteliktedir. Ancak çalışmamızda kısıtlı 

veriler bu birlikteliği ispatlayacak kadar kuvvetli olmadığından bu konunun ileriki çalışmalarda 

test edilmesi gerektiğini önermekteyiz. 

5.2.9 Koku reseptörlerinin genel değerlendirmesi 

Bu tez kapsamında, istatiksel olarak iki durum arasında anlamlı farklılık gösteren genler 

içerisinden OR2, OR4, OR47a, OR65a ve OR22c genlerinin öjenol ile karşılaştıklarında gen 

ifadelerinin önemli ölçüde değiştiği dolayısıyla spesifik kokuları algılamada rol aldıkları ve bu 

genlere ek olarak OR49b geninin de kokuya bağlı davranış mekanizması içerisinde rol aldığı 

düşünülmektedir. Ancak bu düşüncemizin, bu genler özelinde yapılacak çalışmalarca farklı 

dilüsyonlarda kokular için şartlandırılmış arılar kullanılarak teyit edilmesi gerekmektedir. 

Böylelikle arıların seralarda, bahçelerde ve özel alanlarda istenilen bitkilere yönelimlerini 

sağlayacak çalışmalara ya da koku spesifik biyosensörlerin geliştirilmesine, böylelikle büyük 

maliyetler ile gerçekleştirilen koku tespit çalışmalarına alternatif ucuz ve modüler gelişmelere 

ön ayak olunabileceği düşünülmektedir. Öyle ki, çalışmamızda fenol olarak sınıflandırılan 

öjenol kullanılması, bu tez çalışmasında öne çıkan koku reseptörlerinin üzerinde daha detaylı 
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çalışmalar yapılarak pahalı ve uzun süren fenol içerikli kimyasalların tespiti için alternatif 

metotlar geliştirebilecek biyoteknolojik çalışmaların gerçekleşebileceği öngörülmektedir. 

5.3 RT-qPCR SONUÇLARI KAPSAMINDA KOKU İLE İLİŞKİLİ OLMAYAN GEN 

İFADE FARKLILIKLARI 

İstatistiksel açıdan anlamlılık gösteren 25 gen içerisinde 12 gen (HCN3, IFT-172, 3-

methyladenine DNA glycosylase, hexamerin, RBF-1, Nmnat3, Akuaporin (AQPA), Tctex-1, 

rost, vitellogenin ve slowpoke) koku algılama ile doğrudan ilişkili olmayan ancak anten 

dokusundaki ifadelerinin belirlenmesi hedeflenen genlerdir. Bu genler içerisinden pozitif yönde 

en yüksek artışı gösterenler sırasıyla 14,4 ve 8,3 kat artışı gösteren HCN3 ve IFT172 genleri 

olmuştur ve bu genlerin koku ile şartlandırılmış arılarda yüksek miktarda ifade edilmesi, arıların 

beyin aktivitelerinin oldukça arttığını göstermektedir. Bunun yanı sıra, en az ifade olan gen ise 

1,2 kat oranında indirgenen slowpoke (LOC100650043) geni olmuştur. Gen ifadesindeki 

azalma önemli ölçüde görülmemektedir ancak bu genin ifadesinin artmamış olması, öjenol 

kokusunun arılarda herhangi bir bağımlılık etkisi yaratmamış olduğunu gösterir niteliktedir. 

5.3.1 HCN3 

Koku reseptörlerinden bağımsız olarak pozitif yönde en yüksek kat artışı (14,4) gösteren 

hiperpolarizasyon ile aktive olan siklik nükleotid katyon kapılı bir kanal (HCN3) 

kodlanmasından sorumlu gen (LOC117238291) olmuştur. HCN kanalları beyinde geniş ölçekte 

ifade olurlar ve nöronların ritmik aktivitesi, membranların dinlenme potansiyelinin belirlenmesi 

ve dendritik entagrasyon gibi işlevlerin yerine getirilmesini sağlarlar (Chu ve Zhen, 2010). 

Dolayısıyla deneyimizde sürekli koku eşliğinde besinlerini alan işçi arıların antenlerinde HCN3 

geninin aktivitesinin bu denli artması, kokuya maruz kalan arıların beyin aktivitelerinin, sinyal 

iletimlerinin arttığını göstermektedir. 

5.3.2 IFT172 

Kat artış değeri ikinci en yüksek olan gen ise intraflagellar transport protein 172 homolog 

(IFT172) olarak (LOC100647919) karşımıza çıkmaktadır. Bu gen, nöronlarda primer sil 

yapısının oluşmasında doğrudan etkilidir (Green ve Mykytyn, 2010) ve ikincil olarak hedgehog 

sinyal iletiminde etkilidir. Hedgehog sinyal iletimi gelişim basamaklarında embriyonik 

hücrelere bilgi taşıyarak hücre farklılaşmasını sağlamaktadır ve yetişkin Drosophila 
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bireylerinde ise kokuya verilen cevabın düzenlenmesinde görev almaktadır. Bu düzenlenmenin 

OSN içerisindeki primer sillerin içerisinde OR’lerin taşınması ile yapıldığı gösterilmiştir 

(Sanchez vd., 2016). Çalışmamızda elde ettiğimiz bulgular, bu genin öjenol ile etkileşimde olan 

antenlerde önemli ölçüde arttığını göstermiştir ve bu durum öjenol varlığında aktivitesi artan 

OR’lerin OSN yüzeyinde daha fazla bulunabileceğini göstermektedir ancak bunun doğrudan 

tespit edilebileceği 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 oranında artış göstermiştir. Bu enzim DNA'ların oluşumunda görülen hatalı baz 

eşleşmelerinin tamirini ve tespitini gerçekleştirir (Hedglin ve O'Brien, 2018). Bu hataların, 

kokuya özel olarak ifadesi artan genlerin normalden daha hızlı bir şekilde çalışmasının 

sonucunda gerçekleşmiş olabileceği düşünülmektedir. 

5.3.4 Hexamerin 

Hexamerinler, omurgasızlarda bakır iyonlarını bağlayıp oksijen taşınmasını sağlayan 

hemosiyanin proteininden köken almış depo proteinleridir. Hexamerinin metamorfoz 

aşamasında aminoasit tedarik etme görevlerine ek olarak; gonad gelişimi, yumurta üretimi ve 

tarlacılık faaliyetlerini desteklemek üzere depo proteinleri olarak görev yaptıkları tespit 

edilmiştir (Martins vd., 2010). Çalışmamız ile kokuya bağlı olarak yönlendirme yapılmış 

arılarda bu gen (LOC100650380) pozitif yönde ortalama 4,4 kat artış göstermiştir. Bu artış 

bizlere, tarlacı kastına ait işçilerin kokuya bağlı olarak besine yönlendirilmelerinin tarlacılık 

potansiyellerinin artmış olabileceğine ve tarlacılık faaliyetlerini gerçekleştirecek arıların enerji 

ihtiyaçlarını karşılamaları için besin (yağ) depolarının yönlendirme yapılmamış olan işçilere 

nazaran daha gelişmiş olabileceğini göstermektedir. Bu durum göz önünde bulundurulduğunda, 

ticari olarak yetiştirilen bombus arılarının, tozlaştırmasını gerçekleştirecekleri seralara 

yerleştirmeden önce yerleştirilecekleri seralardaki bitki kokularına göre önceden 

yönlendirilmesi, seralara yerleştirilen arıların daha etkili biçimde tozlaştırma servisini yerine 

getirmeleri anlamına gelebilir. Ancak bu durumun daha sonraki çalışmalar ile sera ortamlarında 

karşılaştırmalı olarak denenmesi gerekmektedir. 
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5.3.5 RBF-1 

Kat artış değeri, koku ile muamele edilen arılarda, normal durumdaki arılara oranla 3,72 kat 

daha fazla ifade olan Rabphilin-1 (RBF-1), eksositoz ile nörotransmitter peptitler içeren 

veziküller salgılanmasını sağlayan yoğun çekirdekli vezikül (DSV) adında bir nöron bölgesinin 

aktifleştirilmesinde rol almaktadır. Çalışmamız, öjenol kokusunun rabphilin aktivitesini 

arttırdığını ortaya koymaktadır. Raphilin’in azalması durumunda ise, vezikül içerisinde taşınan 

nörotransmitter maddeler sinapslarda stabil bir durumda aktarım sağlayamamaktadır (docking 

esnasında), dolayısıyla sinaptik iletim büyük ölçüde sekteye uğramaktadır (WanJuan vd., 

2012). Azalan sinyal iletimi, canlıda üretilen nörotransmitter maddelerin birikmesini ve bu 

durum arttığında "neuronal ceroid lipofuscinosis" yada "Batten hastalığı" olarak bilinen motor 

fonksiyonlarının yavaşlamasına sebep olan bir durumun oluşmasını sağlayabilmektedir 

(Grünewald vd., 2017). Bu durum göz önünde bulundurulduğunda RBF-1 gen ifadesinin artışı 

ile canlı sağlığının pozitif yönde etkilendiği ya da koku ile muamele edilen arılardaki beyin 

aktivitesinin artması sonucunda bu genin daha fazla ifade edildiği söylenebilir. Dolayısıyla bu 

durumun, özellikle koku ile uyarılma sayesinde mi yoksa beyin aktivitesinin herhangi bir 

şekilde artmasıyla birlikte gen ifadesinin artış gösterip göstermediğini anlamak için kokular ile 

başka uyarıcılar karşılaştırılarak belirlenmelidir. 

5.3.6 Nicotinamide/nicotinic acid mononucleotide adenylyltransferase 3 (Nmnat3) 

Nmnat3 enzimi, NAD biyosentetik yolağında merkez enzim rolündedir (Berger vd., 2005) ve 

nikotinamid mononükleotidler ile adenozin trifosfat (ATP) kullanarak NAD+ oluşumunu 

katalizmektedir ve mitokondride bulunan Nmnat3 enziminin yüksek oranda sentezlenmesinin, 

akson dejenerasyonunu engelleyici bir etki oluşturduğu daha önceki çalışmalarca belirlenmiştir. 

Buna ek olarak, akson dejenerasyonu, programlanmış hücre ölümünden bağımsız olarak, 

nörodejeneratif hastalıklarda veya travmatik yaralanmalar ile gerçekleşen hücrelerin ölümü 

olarak tanımlanabilir (Sasaki vd., 2006). Böylelikle, bu enzimin substratları olan ve NAD 

öncülleri olarak görev yapan nikotinamidlerin, bulundukları ortamda dolaylı olarak akson 

dejenerasyonunu engelleyici etki oluşturdukları da belirlenmiştir. Dolayısıyla, çalışmamızda bu 

genin ortalama 3,6 oranında artış göstermesi, koku ile sürekli olarak tetiklenen nöronların 

aksonlarının dejenerasyona uğramaması için bu enzimin ifadesinin artmış olabileceğini 

göstermektedir. Nmnat3 enziminin substratı olan nikotinamid (B3 vitamini), NAD+ yapısında 

bulunmaktadır ve glikoliz, sitrik asit döngüsü ve elektron taşıma sisteminde enerji üretimi için 
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kullanılmaktadır (Belenky vd., 2007). Bunun dışında, çalışmamızdaki Hexamerin seviyesinin 

4,4 kat artışı ile birlikte arılardaki yağ deposunun artmış olabileceği düşünülmektedir ve 

böylece arılardaki enerji metabolizmasındaki yağ asitlerinin kullanımının artması ile üretilen 

ATP’nin NAD+ üretimini artırdığı ve böylece Nmnat3 enzim aktivitesinin artmış olabileceği 

olası görülmektedir. 

5.3.7 Akuaporin 

Çoğu akuaporinin birincil işlevi, aktif çözünen madde taşınması ile oluşan ozmotik basınca 

göre suyu hücre zarları boyunca taşımaktır (Verkman, 2013). Memelilerde geniş ölçekte 

çalışılmış olan akuaporinlerin fonksiyonları ve filogenetik sınıflandırmaları genom biliminin 

gelişmesiyle daha sonradan böceklerde de tanımlanmıştır. Buna bağlı olarak, böceklerde 

akuaporin ailesinin 7 üyesi bulunmaktadır ve bunlardan ise 6 tanesi su taşıma ile ilgili proteinler 

ile ilişkiliyken, farklılık gösteren 1 tanesi Drosophila’da tanımlanmış olan Big Brain (BIB) 

genidir (Spring vd., 2009). Su taşımak ile görevli olan akuaporinlerin, yüksek sıvı diyetine sahip 

böceklerde beslenmenin devamlılığı için vücutlarından fazla suyun uzaklaştırılmasında ve kış 

uykusuna ihtiyaç duyan böceklerde hücrelerde gliserol biriktirerek donmaya karşı koruma 

oluşturmasına dair fonksiyonları da açıklanmıştır (Campbell vd., 2008). Su taşımanın dışında 

göreve sahip olan BIB geninin, tirozin-kinaz aktivitesi ile düzenlenen ve seçici olmayan katyon 

kapısı olarak görev gördüğü belirtilmiştir (Yanochko ve Yool, 2002). Diğer böcek gruplarında 

da BIB homoloğu genlerin benzer fonksiyonlarının oldukları belirtilmiştir (Campbell vd., 

2008). Buna ek olarak, akuaporinlerin, hücreler arası boşluktaki potasyum iyonlarının nöron 

uyarımından sonra tekrar hücre içine alınmasında işlev görerek, sinirsel iletim hızı üzerinde de 

etkisinin oldukları düşünülmektedir (Verkman, 2013). Tüm bunlara bağlı olarak, çalışmamızda 

akuaporin geninin ifadesinin deney grubunda 2,5 kat arttığı görülmektedir. Öjenolün etkisinin 

nöron aktivitesini artırdığı göz önüne alındığında bu durum, Verkman (2013)’ın akuaporinlerin 

nöronların uyarımındaki etkisi hakkındaki düşüncelerini destekler niteliktedir. 

5.3.8 T complex associated testis expressed protein 1 

T complex testis expressed protein 1 (Tctex1), geni özellikle erkek bireylerde spermatogonez 

aşamasında yüksek miktarda ifade edilmektedir. Tctex1 geninden farklı olarak Tctex5 geni 

üzerinde yapılan çalışmada, farklı boyutlarda transkribe edilmekte oldukları saptanmıştır (~1,5 

kb – ~0,5 kb) ve hemen hemen tüm dokularda görülmektedir ancak orta boyutta olan 
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izoformların (~1kb) beyin dokusuna özelleşmiş olduğu saptanmıştır (Han vd., 2007). Ancak bu 

gen henüz böcekler üzerinden çalışılmamıştır. Yapılan çalışmalarda genel olarak fare ve 

insanlar üzerine yoğunlaşılmış olup, pankreas, testis ve spermatozoa dokularında çalışılmıştır 

(Castaneda vd., 2017; Han vd., 2008; Zhao vd., 2017). Ancak çalışmamızda görülen kat artış 

değerinin ortalama 2,4 olması, bu genin böceklerdeki sinirsel iletim yollarında veya 

reseptörlerde görevli olabileceklerini göstermektedir. Han vd. (2007)’nin çalışmasında görülen 

~1kb boyutundaki izoformların beyin dokusuna özelleşmiş oldukları belirtilmişti. Bu bilgi 

doğrultusunda, sinirsel iletim yollarında da bu genin farklı izoformlarının görülmesi olası 

gözükmektedir. Bu sebeple, Tctex geninin böcekler ile birlikte çalışılması ve fonksiyonlarının 

aydınlatılması, böceklerdeki sinirsel iletimin ve tepkisel mekanizmaların aydınlatılmasına katkı 

sunacağı düşünülmektedir. 

5.3.9 Protein rolling stone 

Protein rolling stone (rost) geni miyogenez basamaklarında miyoblastların birleşmesinde rol 

aldığı tespit edilmiştir. Buna ek olarak, yetişkin sineklerde merkezi sinir sisteminde ifade 

edildikleri de saptanmıştır (Paululat vd., 1997). Ancak merkezi sinir sistemindeki rolünün tam 

olarak ne olduğu belirlenememiştir. Çalışmamızda kokuya bağımlı olarak nöron aktivitesi artan 

işçi arıların antenlerinde bu proteinin ifadesinin ortalama 1,6 kat artış gösterdiği belirlenmiştir. 

Her ne kadar yüksek oranda bir artış görünmese de, rost geninin sinirsel iletime bağlı olarak 

ifadesinin değiştiği gözlemlenmiştir. Bu sebeple, bu genin merkezi sinir sisteminin dışındaki 

duyusal nöronlarda da ifade edildiği düşünülmektedir. 

5.3.10 Vitellogenin 

Memelilerde yağ depolama işi gören, vitellogenin (LOC100644917), bal arılarında üreme 

sistemini geliştiren bir hormon olarak tespit edilmiştir (Amdam vd., 2012). Bunun yanısıra, 

işçilerin kraliçe feromonu arttıkça üreme sistemlerindeki gelişimlerinin azaldığı ve böylelikle 

kraliçelerin kolonilerini yönetirken aktif oldukları dönemde hem otoritesini kaybetmemesi, 

hem de kast ayrımına yönelik bir adaptasyon olduğu belirtilmektedir (Cnaani vd., 1996; 

Leonhardt vd., 2016). Yaptığımız çalışma ile öjenole bağlı olarak, bu genin çalışma oranının 

ortalama 1,2 kat arttığı görülmektedir. Bu artış, öjenol kokusunun kraliçenin feromon salgısını 

veya işçilerin üzerinde kurduğu baskın olma etkisini az bir miktar artırmış olarak görünse de, 

önemli bir artış olmadığı görülmektedir. 
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5.3.11 Calcium-activated potassium channel slowpoke 

Drosophila’da bulunan kalsiyum ile aktifleşen potasyum kanalı slowpoke geni nöron, kas, trake 

hücreleri ve orta bağırsakta ifade edilmektedir (Brenner ve Atkinson, 1997). Diğer iyon 

kanalları gibi bu kanallarda protein kinazlar, fosfatazlar ve diğer düzenleyici proteinler 

tarafından kontrol edilmektedir (Zhou vd., 2002). Bunun yanısıra böceklerdeki bu kanalların, 

bitkilerin tehditlere karşı havaya saldığı dimetil disülfit gibi böceklerde öldürücü etki yaratan 

uçucu sülfür bileşenleri ile inhibe edildiği, dolayısıyla sinirsel iletimdeki yavaşlamadan dolayı 

böceklerde öldürücü etki gerçekleştirdiği tespit edilmiştir (Dugravot vd., 2003). Bir başka 

çalışmada ise Drosophila’larda etanolün sineklerdeki uyuşturucu etkisinin bu kanallar olmadığı 

taktirde tolere edilemediği gözlemlenmiştir (Cowmeadow vd., 2005). Bu tolerans, sineklerde 

zararlı ajanlara karşı hızlı adaptasyonların gerçekleşmesinde slowpoke geninin önemli 

olduğunu göstermektedir. Ancak, toleransın gelişmesi böceklerde uyuşturucu ajanın daha 

yüksek miktarda tüketilmesine ve bağımlılık oluşmasına sebep olmaktadır (Cowmeadow vd., 

2005). Çalışmamızda, öjenol ile bu kanallarda 1,2 katlık bir indirgenme belirlenmiştir. Böylece 

öjenolün böceklerdeki sinirsel iletimi yavaşlatacak düzeyde veya zararlı düzeyde nörolojik bir 

etki göstermediği dolayısıyla herhangi bir bağımlılık etkisi yaratmadığı görülmektedir. 

5.3.12 Koku ile ilişkili olmayan genlerin genel değerlendirmesi 

Kokuya yönlendirilen gruptaki hexamerin geninde görülen artış, tarlacılık yapmakla görevli 

arıların bir kokuyu besin ile ilişkilendirdiklerinde tarlacılık potansiyellerinin artmış 

olabileceğini gösterir niteliktedir. Bu sebeple, bu gen özelinde seralara yerleştirilecek arıların 

daha önceden yerleştirilecekleri sera içerisindeki kokulara yönlendirilmesinin tarlacılık 

servisini artırabileceği düşünülmektedir. Ancak bu durumu teyit edecek karşılaştırmalı 

çalışmaların yapılmasına ihtiyaç vardır. Ayrıca bu tez ile birlikte elde edilmesi hedeflenen 

bilgilere ek olarak; rost geninin antenlerde de ifade olabileceği, öjenol kokusunun arılarda 

bağımlılık yapmadığı, Tctex-1 geninin, sinirsel iletim yollarında veya reseptörlerde görevli 

olabilecekleri ortaya çıkarılmış olup, akuaporinlerin nöron uyarımında etkisinin olduğu 

düşüncesi desteklenmiş, öjenol varlığında aktivitesi artan OR’lerin OSN yüzeyinde daha fazla 

bulunabileceğini, OR13a’nın ve özellikle OR22c’nin inhibe edici ajanının 50ppm 

çözünürlüğündeki öjenol olabileceği yönündeki bulgular önerilmiştir. 
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