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OZET

Polinasyon araciligiyla ekosistemin dengesine ve siirdiiriilebilirligine dnemli katkilar
saglayan bal arilari, ayni1 zamanda tarimsal iiretim agisindan yiiksek ekonomik degere
sahiptir. Morfolojik ve fizyolojik 6zellikler bakimindan diger bal aris1 irklarindan
ayrilan Kafkas aris1 (4pis mellifera caucasica, G.), diisiik sicakliklara kolayca adapte
olabilmesi ve listiin kiglama yetenegine sahip bir bal aris1 irkidir. Juvenil hormon bal
arilarinda baskalasimin kontrol edilmesi, larval gelisim, ergin disi boceklerde iireme
gibi fizyolojik siireglerin diizenlenmesinde 6nemli rol almaktadir. Bu c¢alismada
juvenil hormon biyosentezinde rol oynayan juvenil hormon esteraz, farnesoik asit O-
metiltransferaz, metil farnesoat epoksidaz ve farnesol dehidrojenaz genlerinin gesitli
ekzon bolgelerindeki DNA polimorfizmlerinin PCR-RFLP yontemi ile belirlenmesi
amaglanmigtir. Bu amagla 30 farkli Kafkas arist kolonisinden alinan &rneklerden
genomik DNA izole edilmistir. Kafkas ar1 irkinda farnesoik asit O-metiltransferaz
geninin 111 be¢ biyiikligindeki FAMET bolgesinde mutasyon tespit edilmistir.
Juvenil hormon biyosentezinde rol alan farnesoik asit O-metiltransferaz geninde tespit
edilen Kafkas arismma 0zgii fizyolojik ve davranigsal Ozellikler iizerine etkili
olabilecegini diislindiirmiistiir. Juvenil hormon biyosentezinde gdrev alan genlerin
Kafkas irkinda daha detayli ¢calisilmasina gereksinim bulunmaktadir.
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Determination of Farnesoic acid O-methyltransferase Gene Polymorphism in Caucasian Bee

(Apis mellifera caucasica, G.)

ABSTRACT

Honeybees are crucial in maintaining ecosystem balance and sustainability through
pollination and providing substantial economic value in agricultural production. The
Caucasian honeybee (Apis mellifera caucasica G.) differs from other honeybee breeds
in morphological and physiological characteristics, is well adapted to low temperatures
and exhibits superior overwintering ability. Juvenile hormone (JH) is a key regulator
of physiological processes in honeybees, including metamorphosis, larval
development, and reproduction in adult females. The present study aimed to identify
DNA polymorphisms within exon regions of four genes involved in JH biosynthesis—
juvenile hormone esterase, farnesic acid O-methyltransferase (FAMET), methyl
farnesoate epoxidase, and farnesol dehydrogenase—using the PCR-RFLP method.
Genomic DNA was extracted from 30 Caucasian honeybee colonies for analysis. A
mutation was identified in the 111 bp region of the farnesic acid O-methyltransferase
gene in the Caucasian honeybee. This gene, which contributes to JH biosynthesis,
appeared specific to this subspecies, suggesting a potential role in shaping its
physiological and behavioural traits. These findings underscore the need for further
detailed investigations into the genes associated with JH biosynthesis in the Caucasian
honeybee.
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Giris

Bal aris1 (Apis mellifera L.); ekolojik dengenin korunmasinda, siirdiiriilebilir tarimsal {iretimde ve insanlarin
beslenmesinde, tarima essiz katkilar sunan 6zel bir bocek tiiriidiir [ 1, 2]. Sosyal bocekler arasinda yer alan bal
arilari, beslenme amaci ile bitkilerden nektar ve polen toplarken aym1 zamanda bu bitkilerin tozlasmasim
saglayarak hem tarimsal iiretime hem de ekolojik devamliliga katki saglamaktadir [1,3].

Diinyanin en 6nemli bal aris1 irklarindan biri olan Kafkas aris1 (4pis mellifera caucasica G.); diisiik sicakliklara
kolayca adapte olabilme, iistlin kislama, uzun dil, iri viicut ve yumurtlama stiresi gibi farkli morfolojik ve
fizyolojik 6zellikleri ile diger bal aris1 irklarindan ayrilmaktadir [4, 5].

Baskalasim (metamorfoz) hormonlarindan birisi olan juvenil hormon (JH); gelisim, metamorfoz, iireme, sosyal
boceklerde is paylasimi ve sinifsal farklilasma (is¢i ari, kralice ar1) gibi post-embriyonik yasamin bir¢ok
alaninda temel olarak yer alan bir endokrin hormondur [6, 7, 8, 9, 10]. Boceklerde JHO, JH1, 4-metil JH1, JH2
ve JH3 gibi farkli homologlar1 bulunan JH’nin, bal arisindaki tek izoformu JH3 tiir [6]. JH oraninin, bakici
arilarda diisiik toplayici arilarda ise yiiksek oldugu; ayrica JH oraninda meydana gelen artigin, bal arilarinda
davranigsal gelisimi desteklemekte ve yiyecek aramayi baslatmakta etkili oldugu gézlemlenmistir [9,11].
Yapilan ¢alismalarda, isci arilar ve ana ar1 arasinda homolenf igerigindeki JH oraninda farkliliklar oldugu
belirlenmis ve ana ar1 benzeri karakterlerin gelisiminde JH’nin temel belirleyicilerden biri oldugu iddia
edilmistir [3, 6, 12, 13]. Genel olarak ergin boceklerde JH nin, iiremenin ana diizenleyicileri arasinda yer aldig
ve yumurta tiretimi ile de iliskili oldugu bildirilmistir [8, 14]. JH nin yiiksek konsantrasyonunun yiiksek
yumurta iiretimiyle, disiik konsantrasyonunun ise yumurta iiretiminin diisiikliigii ve yag depolamasinin
artmasit ile iliskili oldugu tespit edilmistir [8, 15, 16].

Juvenil hormon II’iin dogrudan Onciisii olan metil farnesoatin (MF) biyosentezinde, farnesoik asidin
metilasyonunu katalize eden juvenil hormon asit (farnesoik asit) O-metiltransferazin (FAMET) rol oynadigi
One siirilmektedir [17, 18]. Boceklerde gelisim sirasinda O-metiltransferaz aktivitesindeki degisimlerin, JH
biyosentezinin diizenlenmesinde dnemli bir bilesen oldugu vurgulanmaktadir [17]. MF biyosentezinin negatif
diizenlenmesinin kismen FAMET aktivitesinin inhibisyonu yoluyla oldugu belirtilmektedir [17]. Dolayisiyla
FAMET aktivitesinin hem JH’nin biyosentezi siirecinde hem de bu sentezin kontroliinde diizenleyici oldugu
diisiiniilmektedir [17]. Arthropoda (eklembacaklilar) subesine dahil olan bal arilarina ait JH sinyal yolu Sekil
1 ve Sekil 2” de verilmistir.
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Sekil 1 Eklembacaklilarda seskiterpenoid hormon sinyal yolu [19' dan degistirilmistir]
Fig 1 The sesquiterpenoid hormone signaling pathway in arthropods [19, modified]
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Sekil 2 Eklembacaklilar ve omurgalilarda seskiterpenoid hormon sistemi semasi [20' den degistirilmistir]
Fig 2 Schematic of sesquiterpenoid hormone systems in arthropods and vertebrates [20, modified]

Mevsimsel olarak degisen JH diizeylerinin; is¢i arilarda sonbahar ve kis donemlerinde azalmaktadir. Sicakligin
azalmasiyla birlikte karsilasilan disiik JH diizeyi, metabolizma hizin1 yavaslatip besin ihtiyacini azaltarak
Kafkas arisinin kiglama yetenegine katkida bulunabilecegini bildirilmektedir [21, 22]. Bu ¢aligmada,
Tiirkiye’nin en 6nemli genetik kaynaklarindan biri olan Kafkas arisinda, JH’nin biyosentezinden sorumlu
juvenil hormon esteraz, metil farnesoat epoksidaz, farnesoal dehidrojenaz ve juvenil hormon asit (farnesoik
asit) O-metiltransferaz genlerinin birer ekzon bdlgesindeki muhtemel tek niikleotid polimorfizmlerinin
belirlenmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Ornekleme ve DNA izolasyonu

Calismada kullanilan hayvan materyalini, Ondokuz Mayis Universitesi Ziraat Fakiiltesi Aricilik Arastirma ve
Uygulama Unitesi’nde yetistiriciligi yapilan Kafkas irkina ait 30 koloniden alinan isci arilar olusturmustur.
Orneklerin genomik DNA izolasyonlari, bal aris1 igin optimize edilmis olan CTAB (Cetyltrimetyl Ammonium
Bromide) protokolii ile yapilmustir [23]. izolasyon isleminde kullanilan CTAB tamponunun iceriginde; 50 mM
Tris-HCI, 1 M NaCl (pH: 7.6), 10 mM Na,EDTA), %2 w/v"!' (agirlik/hacim) CTAB ve %2 B-merkaptoetanol
bulunmaktadir. Elde edilen genomik DNA’larin saflik ve miktar tayinleri NanoDrop™ (Thermo Scientific,
ABD) cihazi ile spektrofotometrik olarak yapilmustir.

PCR islemleri

JH biyosentezinde gorev alan metil farnesoat epoksidaz, juvenil hormon esteraz, juvenil hormon asit (farnesoik
asit) O-metiltransferaz ve farnesol dehidrojenaz genlerinin sirasiyla doérdiincii, altinci, yedinci ve birinci
ekzonlar aragtirilmak tizere secilmis ve ilgili bolgelere ait niikleotid dizileri NCBI (National Center for
Biotechnology Information, ABD)’dan alinmistir. Calisilan genlerin NCBI erisim numaralar1 ve molekiiler
islevleri Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1 Calismada kullanilan juvenil hormon biyosentezinden sorumlu gen bolgeleri
Table 1 Gene regions responsible for juvenile hormone biosynthesis used in this study

Diger .. .

Gen Gen ismi (NCBI) isimlendirmeler Niﬁi::;illm NCBI-H[;roteln Molekiiler islevi

sembolii (KEGG veya (gene ID) (KEGG, UniProt)
NCBI)
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Metil farnesoat Metil farnesoat

LOC551179 . CYPI5A 551179 NP 001314895 epoksidaz/farnesoat
epoksidaz .
epoksidaz
Juvenil hormon Jhe; Est; Dpa; .
LOC724216 esteraz GB15327 406066 NP_001011563 Hidrolaz
Juvenil hormon asit
LOC551405 (Farnesoik asit) O- jhamt 724216 NP 001314896  Metiltransferaz
metiltransferaz
Farnesol Farnesol dehidrojenaz
LOC725489 dehidrojenaz 725489 XP 016773395 (NADP-+)

Primerlerin tasariminda Primer3 programi ile elde edilen NM_001011563.1 erisim numarali JHE, NC 37648.1
erisim numarali MFE ve NC 37638.1 erisim numaralit FDH primer dizileri [24] ile Bomtorin ve ark., (2014)
[25] tarafindan bildirilen NC _37642.1 erisim numarali FAMET primer dizisi kullanilmistir. JH
biyosentezinden sorumlu gen bolgeleri i¢in tasarlanan primerler Tablo 2°de verilmistir.

Tablo 2 Juvenil hormon biyosentezinden sorumlu gen bolgeleri i¢in tasarlanmis primerler
Table 2 Primers designed for gene regions responsible for juvenile hormone biosynthesis

Seri no Oligo name Baz dizisi Baz Tm GC
(5'-3") sayist  (°C) (%)
NM_0010111563.1 6 Ekzon-
20230118-94 JHE F: TTTAGTATTTAAAATGTC 18 40 17
NM_0010111563.1 6 Ekzon-
20230118-95 JHE R: CATATTTTAAGTCTAAGTTT 20 45 20
NC_37642.1 7 Ekzon- FAMET
20230118-96 F: GTAAAGAAGGTGAGCCAAGTG 21 58 48
NC_37642.1 7 Ekzon- FAMET
20230118-97 R: CGATTAACCATTCACCAGAAG 21 56 43
20230118-98 NC_37648.1 4 Ekzon- MFE F: ATATAAAGAAGCTAAATTC 19 44 21
20230118-99 NC 37648.1 4 Ekzon- MFE R: CAACAAGCAAAAAATAAT 18 42 22
20230118-100 NC_37638.1 1 Ekzon- FDH F: GCTCTCAACCCAGAAAGTGT 20 57 50
20230118-101 NC 37638.1 1 Ekzon- FDH R: CATTCACATTGCGAAGAGTT 20 53 40

Caligmada yapilan PCR reaksiyonlarinin toplam hacmi 20 pl (4 pl genomik DNA (4 uM) + 1 pl Forward
Primer (1 uM) + 1 ul Reverse Primer (1 uM) + 10 ul PCR Master Mix + 4 ul Steril Saf Su = 20 ul) olarak
ayarlanmistir. PCR islemlerinde kullanilan primerlerin optimum baglanma sicakliklar1 gradient PCR yontemi
ile belirlenmistir. Gradient PCR sonrasinda elde edilen iriinler yatay agaroz jel elektroforezine tabii
tutulmustur ve gorintiilenmistir, elde edilen jel goriintiisii Sekil 3’te verilmistir. Yapilan PCR reaksiyonlarmin
protokolii; 95 °C’de 5 dk siiren ilk denatiirasyon asamasi, ardindan 95 °C’de 30 sn denatiirasyon, 40-58 °C’de
30 sn baglanma ve 72 °C’de 1 dk uzama seklinde 35 dongiiden olusan bir agsama ve son olarak 72 °C’de 10 dk
siiren son uzama agsamasindan olusmaktadir.

PCR islemlerinde gogaltilan DNA fragmentleri, kontrol amacl 6lgiilmek iizere %2’lik agaroz jel kullanilarak
yatay elektroforez sisteminde 90 V’ta 120 dakika siireyle yiiriitiilmiistiir. Etidyum bromiir ile boyanmis olan
DNA fragmentleri, bant profillerinin gozlemlenebilmesi igin UV transilliiminatér (ChemiDoc™ XRS+,
1708265, BioRad) sistemi ile goriintiilenmistir.

Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri ile Kesim islemleri

Calismada kullanilan kolonilere ait Kafkas aris1 6rnekleri arasindaki DNA polimorfizmini belirlemek i¢in PCR
islemi ile ¢ogaltilan bolgeler Hhal, Hhall, Hindlll ve Hinfl restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesim
islemine tabi tutulmustur. Reaksiyonun toplam hacmi 30 ul (17 pl Niikleaz Free Water + 2 pl 10X FastDigest
Yesil Tampon + 10 pl genomik DNA (10 uM) + 1 pl FastDigest enzimi = 30 pl) olarak ayarlanmustir. Hinfl
ile kesilen tiriinler daha sonrasinda yatay jel elektroforez sistemi kullanilarak agaroz jelde yiiriitiilmiis ve UV
transilluminator cihazi (ChemiDoc™ XRS+, 1708265, BioRad) kullanilarak goriintiilenmistir.
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Bulgular

Tekrarl analizlere ragmen tasarlanan JHE, MFE ve FDH primerleri ile amplifikasyon elde edilememistir.
Juvenil hormon asit (Farnesoik asit) O-metiltransferaz geninin 7. ekzonu i¢in tasarlanan FAMET primeri ile
elde edilen amplikon PCR-RFLP caligsmasinda kullanilabilir nitelikte oldugu belirlenmistir. Yapilan gradient
PCR islemlerine ait 6rnek agaroz jel elektroforez gérﬁntﬁsﬁ Sekil 3’te Verilmistir.

Sekil 3 Gradient PCR analizine ait 6rnek bir jel goriintiisii
Fig 3 An example gel image of a gradient PCR analysis

FAMET primeri ile ¢ogaltilan ekzon bolgesine ait PCR f{iriinleri se¢ilmis restriksiyon enzimler ile kesim
islemine tabi tutulmus ancak yalnizca Hinfl enzimi ile kesim yapilabildigi goriilmistiir. RFLP analizi
sonucunda 50-55 baz ¢ifti araliginda fragmentler elde edilmistir. Kesim islemleri sonucunda elde edilen
iiriinlerine ait 6rnek agaroz jel goriintiisii Sekil 4’te verilmistir.

9 10 11 12 13 14 16NK M

16 17 18 19 7 29

Sekil 4 Hinfl enzimi ile yapilan kesim islemlerine ait agaroz jel gorlintiisii
Fig 4 Agarose gel image of the digests made with Hinfl enzyme

203



Dursun et al. / International Journal of Life Sciences and Biotechnology, 2025 8(3): p. 199-207

Elde edilen bulgular juvenil hormon asit (farnesoik asit) O-metiltransferaz geninin 7. ekzonunda
polimorfizmik varyantlarin bulundugunu gostermektedir.

Tartisma

Juvenil hormon asit (farnesoik asit) O-metiltransferazin (FAMET); kofaktor S-adenosil-L-metiyonini
kullanarak, farnesoik asidin JH III’in dogrudan 6nciisii olan metil farnesoata metilasyonunu katalize ettigi
diisiiniilmektedir. FAMET in katalitik aktivitesinin kesin rolii heniiz tanimlanmamis olmasina ragmen, JH
biyosentetik yolunda hiz sinirlayici bir adimda etkili oldugu diisiiniilmektedir [18]. FAMET geninin ¢ok
yiiksek miktarda ifade edildigi bilinen meyve sineklerinde (Drosophila sp.); FAMET geninin ifadesinde olas1
bir kesinti sonucunda JH III geninin ifadesinde de 6nemli bir diisiis gozlendigi tespit edilmistir. Lepidoptera
familyasinda; metil farnesoat iiretmek icin farnesoik asidin metilasyonu ve ardindan gergeklesen
epoksidasyonu yerine, 6nce JH asidi olusturmak i¢in epoksidasyon meydana gelir ve ardindan olusan bu {iriin
JH IIl’e donistirilir [27]. FAMET’in, JH III iiretiminde aktif olarak yer aldig1 fakat JH III saliniminda
herhangi bir etkisinin bulunmadigi anlasilmaktadir. Diger boceklerde goriilen bu durum FAMET yolagina
alternatif bir yol 6nermektedir. Bu nedenle ¢alismada FAMET geninde tespit edilen mutasyonun major etkiye
sahip olmadig1 s0ylenebilir ancak bal arilarinda FAMET yolagina alternatif bir mekanizma bulunamamustir.
Luo vd. (2022) [27] yaptiklar1 ¢alismada, Italyan arilar1 (dpis mellifera ligustica, L.) tarafindan dzel olarak
sentezlenen juvenil hormon III (JH III) steroizomerlerinin bal arilarinin sosyal davraniglarinin
diizenlenmesindeki biyolojik aktivitesini, Bat1 bal aris1 (Apis mellifera) ve Dogu bal aris1 (4pis cerana) tiirleri
iizerinde arastirmislardir. Yiriittiikleri deneylerin sonucunda, bal arilarinin sosyal etkilesimlerinin JH III
titreleri ile iligkili ve sosyal yapilarinin JH III’iin stereoizomerlerine bagl oldugunu tespit etmislerdir [27]. JH
[IT'tin farkli stereoizomerlerinin, bal arilarinin etkilesimini (antennasyon ve trofalaksi) molekiiler fonksiyonlar
ve metabolik yollar araciligiyla diizenledigini aktarmislardir. Bu siirecin, metabolizma ve biyosentez icerisinde
bulunan algilama ve sinyallesme sistemlerini icerdigini tespit etmislerdir. Bati bal aris1 is¢i arilarinin her zaman
kolonide hos karsilandigin1 ve bu nedenle bal arilarinin, sosyal etkilesim sistemlerinde giivence i¢in JH III’iin
farkli izomerlerini sentezledigini bildirmislerdir [27]. Ferreira vd. (2023) [28] yaban arisinda (Vespula
vulgaris) is bolimiinii ve davranigsal olgunlagmay1 diizenlemede JH nin korunmus roliinii belirlemek igin
yaptiklari ¢alismada, ana arinin feromon sinyallerini etkiledigi ve iiremeyi diizenledigi bilinen JH’ nin, is
boliimii sirasinda da etkili olup olmadigr incelemislerdir. JH nin yasa bagli ig boliimiinii diizenledigini, JH
analog metopren uygulanan is¢i arilarin davranigsal olgunlagmasinin hizlandigini ve bdylelikle yuva iginde
harcadiklar1 zamanin azaldigini tespit etmislerdir. Bal arilarinin sosyal davranislarinda ve yasa bagh is
boliimiinde etkili oldugu bilinen JH III'{in sentezinde gorev aldigi bilinen juvenil hormon asit (farnesoik asit)
O-metiltransferaz geninin 7. ekzonunda yapilan ¢aligmada gézlenen polimorfizmin, Kafkas arisinda JH III’lin
ekspresyonunu da etkiledigi diisiiniilebilir [28]. Huang ve Robinson (1995) [29]. JH’daki mevsimsel
farkliliklarin fotoperiyot degisiklikleriyle degil, sirayla endokrin ve davramig gelisimini etkileyen sicaklik
ve/veya koloni sosyal yapisindaki degisimler ile iligkili oldugunu bildirmisglerdir. Ayrica, kis sonu ve ilkbahar
basinda aktif yiyecek arayan arilarin, ilkbahar sonunda aktif yiyecek arayan arilardan daha disiik JH
seviyelerine sahip oldugunu bildirmistir. Kafkas aris1 dogal yayilim alan1 olan ve yiiksek adaptasyon gosterdigi
soguk iklime sahip bolgelerde, kigslamanin ardindan zayif bir koloni yapisiyla ortaya ¢ikmasina ragmen,
kolonileri hizla gelisebilmektedir [29]. Tespit edilen mutasyonun ayni zamanda mevsimsel etkilerle
ekspresyonu degisen JHun kislama doneminden zayif olarak ¢ikan Kafkas arisinin koloni gelisimini ve
tarlacilarin besin aramasindaki etkinligini etkileyebilecegi diisiiniilebilir.

Sonug

Juvenil hormonun biyosentezi, bir dizi enzimatik katalitik reaksiyonla ger¢eklesen karmasik bir siirectir. Bu
stireg, organizmanin ¢esitli fizyolojik evrelerinde kritik neme sahiptir. JH sentezi, yalnizca genetik degil, aym
zamanda beslenme gibi ¢evresel faktorlerden de etkilenmektedir. Ayrica, bu biyosentez siireci bir¢cok farkli
genin ifade profilince de diizenlenmektedir. Bu nedenle, JH biyosentezinde rol oynayan veya bu siirecle iligkili
oldugu diisiiniilen aday gen lokuslarinin kapsamli bir sekilde incelenmesi 6nem tagimaktadir. Bu ¢aligmada
tespit edilen mutasyonun, JH geninin ifadesinde etkili olma potansiyeli bulunmaktadir. Caligilan genin DNA
dizi analizi ve ifade profili durumunu ortaya koyacak ileri analizlere gereksinim bulunmaktadir. Bu agidan
calismada kullanilan ve Tiirkiye’nin 6nemli genetik kaynaklarindan biri olan Kafkas arisinda, JH III geninin
ifade seviyesi ile iliskili gen bolgeleri ve igerdikleri polimorfizmlerin tespiti, bunlarin morfolojik ve fizyolojik
ozellikler ile iligkisinin belirlenmesi uygun olacaktir.
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Abbreviations/Kisaltmalar

%GC: Guanine-cytosine ratio/Guanin-sitozin orani, °C: Centigrade degrees/Santigrat derece, CTAB: Cetyltrimetyl
ammonium bromide/Setiltrimetil amonyum bromiir, dk: Minute/Dakika, DNA: Deoxyribose nucleic acid/Deoksiriboz
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