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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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ÖZET 
Polinasyon aracılığıyla ekosistemin dengesine ve sürdürülebilirliğine önemli katkılar 
sağlayan bal arıları, aynı zamanda tarımsal üretim açısından yüksek ekonomik değere 
sahiptir. Morfolojik ve fizyolojik özellikler bakımından diğer bal arısı ırklarından 
ayrılan Kafkas arısı (Apis mellifera caucasica, G.), düşük sıcaklıklara kolayca adapte 
olabilmesi ve üstün kışlama yeteneğine sahip bir bal arısı ırkıdır. Juvenil hormon bal 
arılarında başkalaşımın kontrol edilmesi, larval gelişim, ergin dişi böceklerde üreme 
gibi fizyolojik süreçlerin düzenlenmesinde önemli rol almaktadır. Bu çalışmada 
juvenil hormon biyosentezinde rol oynayan juvenil hormon esteraz, farnesoik asit O-
metiltransferaz, metil farnesoat epoksidaz ve farnesol dehidrojenaz genlerinin çeşitli 
ekzon bölgelerindeki DNA polimorfizmlerinin PCR-RFLP yöntemi ile belirlenmesi 
amaçlanmıştır. Bu amaçla 30 farklı Kafkas arısı kolonisinden alınan örneklerden 
genomik DNA izole edilmiştir. Kafkas arı ırkında farnesoik asit O-metiltransferaz 
geninin 111 bç büyüklüğündeki FAMET bölgesinde mutasyon tespit edilmiştir. 
Juvenil hormon biyosentezinde rol alan farnesoik asit O-metiltransferaz geninde tespit 
edilen Kafkas arısına özgü fizyolojik ve davranışsal özellikler üzerine etkili 
olabileceğini düşündürmüştür. Juvenil hormon biyosentezinde görev alan genlerin 
Kafkas ırkında daha detaylı çalışılmasına gereksinim bulunmaktadır.  
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Giriş 
Bal arısı (Apis mellifera L.); ekolojik dengenin korunmasında, sürdürülebilir tarımsal üretimde ve insanların 
beslenmesinde, tarıma eşsiz katkılar sunan özel bir böcek türüdür [1, 2]. Sosyal böcekler arasında yer alan bal 
arıları, beslenme amacı ile bitkilerden nektar ve polen toplarken aynı zamanda bu bitkilerin tozlaşmasını 
sağlayarak hem tarımsal üretime hem de ekolojik devamlılığa katkı sağlamaktadır [1,3].  
Dünyanın en önemli bal arısı ırklarından biri olan Kafkas arısı (Apis mellifera caucasica G.); düşük sıcaklıklara 
kolayca adapte olabilme, üstün kışlama, uzun dil, iri vücut ve yumurtlama süresi gibi farklı morfolojik ve 
fizyolojik özellikleri ile diğer bal arısı ırklarından ayrılmaktadır [4, 5]. 
Başkalaşım (metamorfoz) hormonlarından birisi olan juvenil hormon (JH); gelişim, metamorfoz, üreme, sosyal 
böceklerde iş paylaşımı ve sınıfsal farklılaşma (işçi arı, kraliçe arı) gibi post-embriyonik yaşamın birçok 
alanında temel olarak yer alan bir endokrin hormondur [6, 7, 8, 9, 10]. Böceklerde JH0, JH1, 4-metil JH1, JH2 
ve JH3 gibi farklı homologları bulunan JH’nin, bal arısındaki tek izoformu JH3’tür [6]. JH oranının, bakıcı 
arılarda düşük toplayıcı arılarda ise yüksek olduğu; ayrıca JH oranında meydana gelen artışın, bal arılarında 
davranışsal gelişimi desteklemekte ve yiyecek aramayı başlatmakta etkili olduğu gözlemlenmiştir [9,11]. 
Yapılan çalışmalarda, işçi arılar ve ana arı arasında homolenf içeriğindeki JH oranında farklılıklar olduğu 
belirlenmiş ve ana arı benzeri karakterlerin gelişiminde JH’nin temel belirleyicilerden biri olduğu iddia 
edilmiştir [3, 6, 12, 13]. Genel olarak ergin böceklerde JH’nin, üremenin ana düzenleyicileri arasında yer aldığı 
ve yumurta üretimi ile de ilişkili olduğu bildirilmiştir [8, 14]. JH’nin yüksek konsantrasyonunun yüksek 
yumurta üretimiyle, düşük konsantrasyonunun ise yumurta üretiminin düşüklüğü ve yağ depolamasının 
artması ile ilişkili olduğu tespit edilmiştir [8, 15, 16].  
Juvenil hormon III’ün doğrudan öncüsü olan metil farnesoatın (MF) biyosentezinde, farnesoik asidin 
metilasyonunu katalize eden juvenil hormon asit (farnesoik asit) O-metiltransferazın (FAMET) rol oynadığı 
öne sürülmektedir [17, 18]. Böceklerde gelişim sırasında O-metiltransferaz aktivitesindeki değişimlerin, JH 
biyosentezinin düzenlenmesinde önemli bir bileşen olduğu vurgulanmaktadır [17]. MF biyosentezinin negatif 
düzenlenmesinin kısmen FAMET aktivitesinin inhibisyonu yoluyla olduğu belirtilmektedir [17]. Dolayısıyla 
FAMET aktivitesinin hem JH’nin biyosentezi sürecinde hem de bu sentezin kontrolünde düzenleyici olduğu 
düşünülmektedir [17]. Arthropoda (eklembacaklılar) şubesine dahil olan bal arılarına ait JH sinyal yolu Şekil 
1 ve Şekil 2’ de verilmiştir. 

 

Şekil 1 Eklembacaklılarda seskiterpenoid hormon sinyal yolu [19' dan değiştirilmiştir] 
Fig 1 The sesquiterpenoid hormone signaling pathway in arthropods [19, modified] 
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Şekil 2 Eklembacaklılar ve omurgalılarda seskiterpenoid hormon sistemi şeması [20' den değiştirilmiştir] 

Fig 2 Schematic of sesquiterpenoid hormone systems in arthropods and vertebrates [20, modified] 

Mevsimsel olarak değişen JH düzeylerinin; işçi arılarda sonbahar ve kış dönemlerinde azalmaktadır. Sıcaklığın 
azalmasıyla birlikte karşılaşılan düşük JH düzeyi, metabolizma hızını yavaşlatıp besin ihtiyacını azaltarak 
Kafkas arısının kışlama yeteneğine katkıda bulunabileceğini bildirilmektedir [21, 22]. Bu çalışmada, 
Türkiye’nin en önemli genetik kaynaklarından biri olan Kafkas arısında, JH’nin biyosentezinden sorumlu 
juvenil hormon esteraz, metil farnesoat epoksidaz, farnesoal dehidrojenaz ve juvenil hormon asit (farnesoik 
asit) O-metiltransferaz genlerinin birer ekzon bölgesindeki muhtemel tek nükleotid polimorfizmlerinin 
belirlenmesi amaçlanmıştır. 

Materyal ve Metot 
Örnekleme ve DNA İzolasyonu 
Çalışmada kullanılan hayvan materyalini, Ondokuz Mayıs Üniversitesi Ziraat Fakültesi Arıcılık Araştırma ve 
Uygulama Ünitesi’nde yetiştiriciliği yapılan Kafkas ırkına ait 30 koloniden alınan işçi arılar oluşturmuştur. 
Örneklerin genomik DNA izolasyonları, bal arısı için optimize edilmiş olan CTAB (Cetyltrimetyl Ammonium 
Bromide) protokolü ile yapılmıştır [23]. İzolasyon işleminde kullanılan CTAB tamponunun içeriğinde; 50 mM 
Tris-HCl, 1 M NaCl (pH: 7.6), 10 mM Na2EDTA), %2 w/v-1 (ağırlık/hacim) CTAB ve %2 β-merkaptoetanol 
bulunmaktadır. Elde edilen genomik DNA’ların saflık ve miktar tayinleri NanoDrop™ (Thermo Scientific, 
ABD) cihazı ile spektrofotometrik olarak yapılmıştır. 
PCR İşlemleri 
JH biyosentezinde görev alan metil farnesoat epoksidaz, juvenil hormon esteraz, juvenil hormon asit (farnesoik 
asit) O-metiltransferaz ve farnesol dehidrojenaz genlerinin sırasıyla dördüncü, altıncı, yedinci ve birinci 
ekzonları araştırılmak üzere seçilmiş ve ilgili bölgelere ait nükleotid dizileri NCBI (National Center for 
Biotechnology Information, ABD)’dan alınmıştır. Çalışılan genlerin NCBI erişim numaraları ve moleküler 
işlevleri Tablo 1’de verilmiştir. 
 
Tablo 1 Çalışmada kullanılan juvenil hormon biyosentezinden sorumlu gen bölgeleri 
Table 1 Gene regions responsible for juvenile hormone biosynthesis used in this study 

Gen 
sembolü  Gen ismi (NCBI) 

Diğer 
isimlendirmeler 

(KEGG veya 
NCBI) 

NCBI erişim 
numarası  
 (gene ID)  

NCBI- protein 
ID  

 

Moleküler işlevi 
(KEGG, UniProt)  
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LOC551179 Metil farnesoat 
epoksidaz  CYP15A 551179  NP_001314895  

Metil farnesoat 
epoksidaz/farnesoat 

epoksidaz  

LOC724216 Juvenil hormon 
esteraz  

Jhe; Est; Dpa; 
GB15327 406066  NP_001011563  Hidrolaz  

LOC551405 
Juvenil hormon asit 
(Farnesoik asit) O-

metiltransferaz  
jhamt 724216 NP_001314896 Metiltransferaz 

LOC725489 Farnesol 
dehidrojenaz   725489  XP_016773395  Farnesol dehidrojenaz 

(NADP+)  

Primerlerin tasarımında Primer3 programı ile elde edilen NM_001011563.1 erişim numaralı JHE, NC_37648.1 
erişim numaralı MFE ve NC_37638.1 erişim numaralı FDH primer dizileri [24] ile Bomtorin ve ark., (2014) 
[25] tarafından bildirilen NC_37642.1 erişim numaralı FAMET primer dizisi kullanılmıştır. JH 
biyosentezinden sorumlu gen bölgeleri için tasarlanan primerler Tablo 2’de verilmiştir. 

Tablo 2 Juvenil hormon biyosentezinden sorumlu gen bölgeleri için tasarlanmış primerler 
Table 2 Primers designed for gene regions responsible for juvenile hormone biosynthesis 

Seri no Oligo name Baz dizisi 
(5'-3') 

Baz 
sayısı 

Tm 
(℃) 

GC 
(%) 

20230118-94 
NM_0010111563.1 6 Ekzon- 

JHE F: TTTAGTATTTAAAATGTC 18 40 17 

20230118-95 
NM_0010111563.1 6 Ekzon- 

JHE R: CATATTTTAAGTCTAAGTTT 20 45 20 

20230118-96 
NC_37642.1 7 Ekzon- FAMET 

F: GTAAAGAAGGTGAGCCAAGTG 21 58 48 

20230118-97 
NC_37642.1 7 Ekzon- FAMET 

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 

Çalışmada yapılan PCR reaksiyonlarının toplam hacmi 20 µl (4 μl genomik DNA (4 μM) + 1 μl Forward 
Primer (1 μM) + 1 μl Reverse Primer (1 μM) + 10 μl PCR Master Mix + 4 μl Steril Saf Su = 20 μl) olarak 
ayarlanmıştır. PCR işlemlerinde kullanılan primerlerin optimum bağlanma sıcaklıkları gradient PCR yöntemi 
ile belirlenmiştir. Gradient PCR sonrasında elde edilen ürünler yatay agaroz jel elektroforezine tabii 
tutulmuştur ve görüntülenmiştir, elde edilen jel görüntüsü Şekil 3’te verilmiştir. Yapılan PCR reaksiyonlarının 
protokolü; 95 ℃’de 5 dk süren ilk denatürasyon aşaması, ardından 95 ℃’de 30 sn denatürasyon, 40-58 ℃’de 
30 sn bağlanma ve 72 ℃’de 1 dk uzama şeklinde 35 döngüden oluşan bir aşama ve son olarak 72 ℃’de 10 dk 
süren son uzama aşamasından oluşmaktadır. 
PCR işlemlerinde çoğaltılan DNA fragmentleri, kontrol amaçlı ölçülmek üzere %2’lik agaroz jel kullanılarak 
yatay elektroforez sisteminde 90 V’ta 120 dakika süreyle yürütülmüştür. Etidyum bromür ile boyanmış olan 
DNA fragmentleri, bant profillerinin gözlemlenebilmesi için UV transillüminatör (ChemiDoc™ XRS+, 
1708265, BioRad) sistemi ile görüntülenmiştir. 
Restriksiyon Endonükleaz Enzimleri ile Kesim İşlemleri 
Çalışmada kullanılan kolonilere ait Kafkas arısı örnekleri arasındaki DNA polimorfizmini belirlemek için PCR 
işlemi ile çoğaltılan bölgeler HhaI, HhaII, HindIII ve HinfI restriksiyon endonükleaz enzimleri ile kesim 
işlemine tabi tutulmuştur. Reaksiyonun toplam hacmi 30 µl (17 µl Nükleaz Free Water + 2 µl 10X FastDigest 
Yeşil Tampon + 10 µl genomik DNA (10 μM) + 1 µl FastDigest enzimi = 30 µl) olarak ayarlanmıştır. HinfI 
ile kesilen ürünler daha sonrasında yatay jel elektroforez sistemi kullanılarak agaroz jelde yürütülmüş ve UV 
transilluminatör cihazı (ChemiDoc™ XRS+, 1708265, BioRad) kullanılarak görüntülenmiştir. 
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Bulgular 

Tekrarlı analizlere rağmen tasarlanan JHE, MFE ve FDH primerleri ile amplifikasyon elde edilememiştir. 
Juvenil hormon asit (Farnesoik asit) O-metiltransferaz geninin 7. ekzonu için tasarlanan FAMET primeri ile 
elde edilen amplikon PCR-RFLP çalışmasında kullanılabilir nitelikte olduğu belirlenmiştir. Yapılan gradient 
PCR işlemlerine ait örnek agaroz jel elektroforez görüntüsü Şekil 3’te verilmiştir.  

 

Şekil 3 Gradient PCR analizine ait örnek bir jel görüntüsü 
Fig 3 An example gel image of a gradient PCR analysis 

FAMET primeri ile çoğaltılan ekzon bölgesine ait PCR ürünleri seçilmiş restriksiyon enzimler ile kesim 
işlemine tabi tutulmuş ancak yalnızca HinfI enzimi ile kesim yapılabildiği görülmüştür. RFLP analizi 
sonucunda 50-55 baz çifti aralığında fragmentler elde edilmiştir. Kesim işlemleri sonucunda elde edilen 
ürünlerine ait örnek agaroz jel görüntüsü Şekil 4’te verilmiştir. 

 
Şekil 4 HinfI enzimi ile yapılan kesim işlemlerine ait agaroz jel görüntüsü 

Fig 4 Agarose gel image of the digests made with HinfI enzyme 
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Elde edilen bulgular juvenil hormon asit (farnesoik asit) O-metiltransferaz geninin 7. ekzonunda 
polimorfizmik varyantların bulunduğunu göstermektedir. 

Tartışma 
Juvenil hormon asit (farnesoik asit) O-metiltransferazın (FAMET); kofaktör S-adenosil-L-metiyonini 
kullanarak, farnesoik asidin JH III’ün doğrudan öncüsü olan metil farnesoata metilasyonunu katalize ettiği 
düşünülmektedir. FAMET’in katalitik aktivitesinin kesin rolü henüz tanımlanmamış olmasına rağmen, JH 
biyosentetik yolunda hız sınırlayıcı bir adımda etkili olduğu düşünülmektedir [18]. FAMET geninin çok 
yüksek miktarda ifade edildiği bilinen meyve sineklerinde (Drosophila sp.); FAMET geninin ifadesinde olası 
bir kesinti sonucunda JH III geninin ifadesinde de önemli bir düşüş gözlendiği tespit edilmiştir. Lepidoptera 
familyasında; metil farnesoat üretmek için farnesoik asidin metilasyonu ve ardından gerçekleşen 
epoksidasyonu yerine, önce JH asidi oluşturmak için epoksidasyon meydana gelir ve ardından oluşan bu ürün 
JH III’e dönüştürülür [27]. FAMET’in, JH III üretiminde aktif olarak yer aldığı fakat JH III salınımında 
herhangi bir etkisinin bulunmadığı anlaşılmaktadır. Diğer böceklerde görülen bu durum FAMET yolağına 
alternatif bir yol önermektedir. Bu nedenle çalışmada FAMET geninde tespit edilen mutasyonun majör etkiye 
sahip olmadığı söylenebilir ancak bal arılarında FAMET yolağına alternatif bir mekanizma bulunamamıştır.  
Luo vd. (2022) [27] yaptıkları çalışmada, İtalyan arıları (Apis mellifera ligustica, L.) tarafından özel olarak 
sentezlenen juvenil hormon III (JH III) steroizomerlerinin bal arılarının sosyal davranışlarının 
düzenlenmesindeki biyolojik aktivitesini, Batı bal arısı (Apis mellifera) ve Doğu bal arısı (Apis cerana) türleri 
üzerinde araştırmışlardır. Yürüttükleri deneylerin sonucunda, bal arılarının sosyal etkileşimlerinin JH III 
titreleri ile ilişkili ve sosyal yapılarının JH III’ün stereoizomerlerine bağlı olduğunu tespit etmişlerdir [27]. JH 
III’ün farklı stereoizomerlerinin, bal arılarının etkileşimini (antennasyon ve trofalaksi) moleküler fonksiyonlar 
ve metabolik yollar aracılığıyla düzenlediğini aktarmışlardır. Bu sürecin, metabolizma ve biyosentez içerisinde 
bulunan algılama ve sinyalleşme sistemlerini içerdiğini tespit etmişlerdir. Batı bal arısı işçi arılarının her zaman 
kolonide hoş karşılandığını ve bu nedenle bal arılarının, sosyal etkileşim sistemlerinde güvence için JH III’ün 
farklı izomerlerini sentezlediğini bildirmişlerdir [27]. Ferreira vd. (2023) [28] yaban arısında (Vespula 
vulgaris) iş bölümünü ve davranışsal olgunlaşmayı düzenlemede JH’nin korunmuş rolünü belirlemek için 
yaptıkları çalışmada, ana arının feromon sinyallerini etkilediği ve üremeyi düzenlediği bilinen JH’nin, iş 
bölümü sırasında da etkili olup olmadığı incelemişlerdir. JH’nin yaşa bağlı iş bölümünü düzenlediğini, JH 
analog metopren uygulanan işçi arıların davranışsal olgunlaşmasının hızlandığını ve böylelikle yuva içinde 
harcadıkları zamanın azaldığını tespit etmişlerdir. Bal arılarının sosyal davranışlarında ve yaşa bağlı iş 
bölümünde etkili olduğu bilinen JH III’ün sentezinde görev aldığı bilinen juvenil hormon asit (farnesoik asit) 
O-metiltransferaz geninin 7. ekzonunda yapılan çalışmada gözlenen polimorfizmin, Kafkas arısında JH III’ün 
ekspresyonunu da etkilediği düşünülebilir [28]. Huang ve Robinson (1995) [29]. JH’daki mevsimsel 
farklılıkların fotoperiyot değişiklikleriyle değil, sırayla endokrin ve davranış gelişimini etkileyen sıcaklık 
ve/veya koloni sosyal yapısındaki değişimler ile ilişkili olduğunu bildirmişlerdir. Ayrıca, kış sonu ve ilkbahar 
başında aktif yiyecek arayan arıların, ilkbahar sonunda aktif yiyecek arayan arılardan daha düşük JH 
seviyelerine sahip olduğunu bildirmiştir. Kafkas arısı doğal yayılım alanı olan ve yüksek adaptasyon gösterdiği 
soğuk iklime sahip bölgelerde, kışlamanın ardından zayıf bir koloni yapısıyla ortaya çıkmasına rağmen, 
kolonileri hızla gelişebilmektedir [29]. Tespit edilen mutasyonun aynı zamanda mevsimsel etkilerle 
ekspresyonu değişen JH’un kışlama döneminden zayıf olarak çıkan Kafkas arısının koloni gelişimini ve 
tarlacıların besin aramasındaki etkinliğini etkileyebileceği düşünülebilir.  

Sonuç 
Juvenil hormonun biyosentezi, bir dizi enzimatik katalitik reaksiyonla gerçekleşen karmaşık bir süreçtir. Bu 
süreç, organizmanın çeşitli fizyolojik evrelerinde kritik öneme sahiptir. JH sentezi, yalnızca genetik değil, aynı 
zamanda beslenme gibi çevresel faktörlerden de etkilenmektedir. Ayrıca, bu biyosentez süreci birçok farklı 
genin ifade profilince de düzenlenmektedir. Bu nedenle, JH biyosentezinde rol oynayan veya bu süreçle ilişkili 
olduğu düşünülen aday gen lokuslarının kapsamlı bir şekilde incelenmesi önem taşımaktadır. Bu çalışmada 
tespit edilen mutasyonun, JH geninin ifadesinde etkili olma potansiyeli bulunmaktadır. Çalışılan genin DNA 
dizi analizi ve ifade profili durumunu ortaya koyacak ileri analizlere gereksinim bulunmaktadır. Bu açıdan 
çalışmada kullanılan ve Türkiye’nin önemli genetik kaynaklarından biri olan Kafkas arısında, JH III geninin 
ifade seviyesi ile ilişkili gen bölgeleri ve içerdikleri polimorfizmlerin tespiti, bunların morfolojik ve fizyolojik 
özellikler ile ilişkisinin belirlenmesi uygun olacaktır.  
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