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OZET

BAZI BAL ARISI IRKLARINDA TIMAR DAVRANISI iLE ILGILI ADAY
GENLERIN RT-PCR YONTEMIYLE KANTITASYONU

Berkant ismail YILDIZ
Yiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Kemal KARABAG
Temmuz 2019; 92 sayfa

Koloni Cokme Bozuklugu (CCD) olarak adlandirilan kiiresel bal arisi koloni
kayiplarmin bir numarali sorumlusu ektoparazitik akar olan Varroa destructor
gosterilmektedir. Bal arilarmin karst karsiya oldugu bu sorun yakin zamanda diinyanin
ekolojik dengesini de bozabilecek bir tehdit olarak degerlendirilmektedir. Uzun
zamandir Varroa’ya karsi organik asitler, insan saghgini da tehdit eden kimyasallar,
esansiyel yaglar ve mekanik yontemler kullanilmaktadir. Ancak, tum bu uygulamalara
ragmen istenilen sonuglar elde edilememistir. Yapilan arastirmalar, bazi bal arisi
kolonilerinin digerlerine gore belli hastalik veya zararlilara karsi daha yiiksek diizeyde
diren¢ veya duyarlilik gosterdigini ortaya ¢ikarmustir. Genetik temele dayanan direng
mekanizmalarindan biri de timar davramisidir. Gergeklestirilen tez ¢alismasinda,
Tiirkiye’de yaygmn olarak kullanilan bal arisi wrklarindan; Anadolu (Apis mellifera
anatoliaca), Kafkas (Apis mellifera caucasica), Karniyol (Apis mellifera carnica),
Italyan (Apis mellifera ligustica) ve Suriye (Apis mellifera syriaca) irklar1 materyal
olarak se¢ilmistir. Bu bal aris1 irklarini temsilen 20 adet ig¢i arinin Varroa destructor’a
kars1 timar davranis1 tepkilerinin in vitro kosullarda belirlenmesi amag¢lanmistir. Buna
gore, literatlirde bal arilarinda timar davranisi ile iligkili oldugu bildirilen 3 aday genin
(Noroksin-1, Ataksin-3 ve Atlastin) ifade miktarlar arastirilmistir. Segilen aday genlere
Ozgin primer ciftleri ve SYBR Green floresan boya kullanilarak gergeklestirilen RT-
gPCR (Ters Transkripsiyon-kantitatif Polimeraz Zincir Tepkimesi) yontemiyle
molekiiler diizeyde timar davranigi belirlenmistir. Calismanin sonuglarina gore;
fenotipik olarak 5 bal aris1 irk1 arasinda timar davranis1 bakimindan istatistiksel bir fark
bulunamamigtir. Timar davranisi ile ilgili aday genler olan NOroksin-1, Ataksin-3 ve
Atlastin genlerinin ifade seviyeleri, wklar arasinda anlamli farkliliklar gostermistir.
Fakat timar davraniginin ilgili aday genlerin ifade seviyesi ile iligkisi olmadigi
saptanmistir. Gen seviyesinde timar davranisinin bal arist irklari arasinda ilk kez
kargilastirildigi bu c¢alismanin sonuglarina gore timar davramigi ile ilgili daha fazla
molekiiler ¢aligmaya ihtiya¢ duyuldugu goriilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Aday gen, Apis mellifera, RT-PCR, Timar davranisi,
Varroa destructor.
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ABSTRACT

QUANTITATION OF SOME CANDIDATE GENES RELATED TO
GROOMING BEHAVIOUR BY USING RT-PCR IN SOME HONEY BEE
RACES

Berkant Ismail YILDIZ
MSc Thesis in Agricultural Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Kemal KARABAG
July 2019; 92 pages

Varroa destructor is the number one responsible for global honey bee losses
called colony collapse disorder. This problem faced by honey bees has recently been
accepted as a threat that could disrupt the ecological balance of the world. Organic
acids, chemicals that threaten human health, essential oils and mechanical methods have
been used against Varroa for a long time. However, despite all these applications, the
desired results could not be obtained. Research has shown that some honey bee colonies
exhibit higher resistance or sensitivity to certain diseases or pests than others. One of
the resistance mechanisms based on a genetic basis is grooming behavior. In this thesis
study, twenty worker bees were selected as material from the widely used honey bee
races in Turkey; Anatolia (Apis mellifera anatoliaca), Caucasian (Apis mellifera
caucasica), Carniol (Apis mellifera carnica), Italian (Apis mellifera ligustica) and Syria
(Apis mellifera syriaca). The aim of this study was to determine expression amounts of
three candidate genes (Neuroxin-1, Ataxin-3, and Atlastin) which were reported to be
related to grooming behavior in honey bees. The responses of candidate genes of the 20
individuals with and without grooming behavior from five honey bee races were tested
against Varroa destructor in laboratory conditions. Grooming behavior was determined
at molecular level by RT-gPCR (Reverse Transcription-quantitative Polymerase Chain
Reaction) method which using primer pairs specific to selected candidate genes and
SYBR Green fluorescent dye. According to the results of this study; phenotypically, no
statistical difference was found between the five honey bee races in terms of grooming
behavior. Expressions of Neuroxin-1, Ataxin-3 and Atlastin candidate genes related to
grooming behavior showed significant differences between the races. However, it has
been found that grooming behavior is not related to expression level of the candidate
genes in this. Grooming behavior was compared for the first time at gene level in honey
bee races. So, as there are many unanswered questions it is seen that more molecular
studies related to grooming behavior are needed.

KEYWORDS: Apis mellifera, Candidate gene, Grooming behaviour, RT-PCR, Varroa
destructor.
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ONSOZz

Bu tez ¢alismasinda, Tirkiye’de yaygm olarak kullanilan bal arisi wklarindan;
Karniyol (Apis mellifera carnica), Italyan (Apis mellifera ligustica), Suriye (Apis
mellifera syriaca), Anadolu (Apis mellifera anatoliaca) ve Kafkas (Apis mellifera
caucasica) arisi isgilerinin Varroa’ya karsi timar davramisi tepkileri hem in vitro
kosullarda fenotipik olarak belirlenmis hem de timar davranisi ile ilgili oldugu bildirilen
Noroksin-1, Ataksin-3 ve Atlastin genlerinin ifade miktarlari 6zgiin primerler ve SYBR
Green floresan boya kullanilarak RT-gqPCR yontemiyle tespit edilmistir.

Timar davranig testleri sonucunda ari wklar1 arasinda belirlenen fenotipik
farkliliklarin istatistiksel agidan 6nemsiz oldugu ancak Atlastin, Ataksin-3 ve Noroksin-
1 genlerinin determinasyon miktarlarmm ar1 wrklar1 bakimindan anlamli farkliliklar
gosterdigi belirlenmistir. Bu ¢aligmanin en ilging sonucu ise literatiirde timar davranisi
ile ilgili oldugu bildirilen NOroksin-1, Ataksin-3 ve Atlastin genlerinin determinasyon
miktarmin timar yapan ve yapmayan bireyler arasinda farklilik géstermemesidir.
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ve tezimin son halini almasinda yardimci olan, degerli danisman hocam Prof. Dr. Kemal
KARABAG’a, ¢alismalarimda desteklerini esirgemeyen ve yanimda olan basta Kemal
ESKIOGLU’na ve Mustafa ERSAL’a ve tiim ¢alisma arkadaslarima, egitim hayatimin
her asamasinda bana destek olan ve rehberlik eden Dr. Ogr. Uyesi Mehmet TORUN’a,
maddi ve manevi olarak her zaman destek olan, bana inanan ve guvenen aileme sonsuz
tesekkiir ederim.
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AKADEMIK BEYAN

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Bazi Bal Arist Irklarinda Timar
Davramgt ile Ilgili Aday Genlerin RT-PCR Yontemiyle Kantitasyonu” adli bu
¢alismanin, akademik kurallar ve etik degerlere uygun olarak yazildiini belirtir, bu tez
calismasinda bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagini gésterdigimi beyan ederim.
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GIRIS B.i. YILDIZ

1. GIRIS

Avrupa bal aris1 (A. mellifera), besin olarak tiketilen bitkilerin Ggte biri ve
bircok yabani bitkinin tozlasmasini saglamakla (Gallai vd. 2009) birlikte trettigi
benzersiz insan gidalar1 ile onemli bir tiirdiir. Ancak, bal arilarinda koloni kayiplari,
modern aricilik baglangicindan beri 6nemli bir sorun olmustur. Buna sebep olarak, zayif
beslenme, ekto- ve endoparazitlerin baskisi, bakteriyel ve viral hastaliklarin artmasi ve
sinerjistik pestisit etkilesimleri dahil olmak iizere ¢ok sayida etken gosterilmistir.
Aricilik sektorii son yillarda hi¢ olmadigi kadar biiyiikk bir krizle (CCD: Colony
Collapse Disorder) karsi karsiyadir (Van Engelsdrop vd. 2017). Avrupa’da %51 ve
Ortadogu’da %85’lere (Neumann ve Carreck 2010) varan koloni kayiplarinin iilkemizin
ozellikle Kuzeydogu bolgesinde %70’ler seviyesine kadar ¢iktigi bildirilmistir (Giray
vd. 2007). Parazitler ve patojenler aricilik endiistrisini ve bir biitiin olarak tarimi tehdit
eden koloni kayiplarinin altinda yatan temel faktorlerdir. Bugiine kadar yasanan
kayiplarm birinci sorumlusu ise Varroa destructor olarak gosterilmektedir (Eliash
2017).

V. destructor, larvalarin ve ergin bal arilarinin yag dokusundan beslenen (daha
onceleri hemolenften beslendigi disiiniilmekteydi (Anderson ve Trueman 2000))
beslenen obligat bir ektoparazittir (Ramsey vd. 2019). Varroa akarlari, ar1 larvalarini
petek gozleri muhirlenmeden once istila eder ve gelismekte olan ar1 larvalarindan
beslenerek orada cogalmaktadirlar. Peteklerden ¢ikan arilara tutunan disi akarlar da
birlikte ¢ikar ve baska bir artya ya da baska bir ar1 larvasina transfer olmaktadir
(Rosenkranz vd. 2010; Shimanuki vd. 1994). Uygun miicadele yontemi kullaniimadigi
takdirde V. destructor ile enfekte olmus koloni 2-3 yil igerisinde ¢okmektedir (Boecking
ve Genersch 2008; Rosenkranz vd. 2010). Aricilar Varroa akarini kontrol etmek i¢in;
Organofosfat kaumafos, Tau-fluvalinat, Formamidin amitraz gibi kimyasallar1
kullanmaktadirlar. Ancak, aricilarin ilag kullanimmi dogru zamanda ve senkronize
yapmamasi ve Varroa’nin kimyasallara karsi direng gelistirmesinden dolay1 (Pettis
2004; Maggi vd. 2010) istenilen sonuglar saglanamamaktadir. Ayrica, ar1 tirlinlerindeki
kimyasallarin kalintilar1 insan sagligini tehlikeye sokmaktadir.

Bal aris1 kolonilerinde ¢esitli hastalik ve parazitlere karst dogal direng
mekanizmalarinin oldugu bilinmektedir (Fries vd. 2006; Le Conte vd. 2010; Seeley
2007). Baz1 koloniler belli hastalik veya zararlilara kars1 daha yiiksek diizeyde direng
veya duyarlilik gosterebilmektedir. Bu degiskenlik, kolonilerdeki genetik cesitlilikten
kaynaklanmaktadir. Bal arilarindaki diren¢ mekanizmalari; fiziksel, davranigsal ve
fizyolojik yollarla caligmaktadir ve bu mekanizmalarin genetik temelli oldugu
bilinmektedir.

Diinya genelinde bal arilarinda yasanan kayiplara ragmen Avrupa’daki bazi bal
aris1 popiilasyonlarmm herhangi bir miicadele yapilmadigi halde hayatta kalabildigi
tespit edilmistir. Bu popiilasyonlarin hastalik ve parazitlere kars1 dogal seleksiyona
ugradiklari ve sahip olduklar1 bazi fizyolojik 6zellikler sayesinde bunlara kars1 koymak
icin bir veya daha fazla davranis gosterdikleri bildirilmistir (Fries vd. 2006; Le Conte
vd. 2007; 2010; Seeley 2007). Bu nedenlerden dolay1 Varroa’ya karsi davranissal direng
bakimindan ar1 1slahi gibi alternatif onlemler aranmaya baslanarak (Rosenkranz vd.
2010) direngli irklarin ve genotiplerin tanimlanmasi tizerine yogunlagilmistir.
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Bal arilarinda ekto-parazitlere kars1 6nemli davranigsal direng mekanizmalarinin
bir tanesi de timar davranigidir. Timar davranisi, omurgalilar ve eklembacaklilar
arasinda ektoparazitlerden kurtulmak i¢in kullanilan yaygm bir stratejidir (Aumeier
2001). Arilarda bu davranis, bireysel is¢ilerin ve tiim koloninin saglhigint korumak ic¢in
gelismistir (De Figueir6 Santos vd. 2016). Yetiskin arilar tarafindan yapilan timar
davranigi, akarlar1 kendi bedenlerinden (oto-timar) veya baska bir ar1 viicudundan (allo-
timar) tespit etmeyi ve ortadan kaldirmayi igerir (De Figueirdé Santos vd. 2016). Arilarin
diger arilar1 temizleyerek viicutlarindaki akarlari gidermesi, sosyal timar davranisi
olarak da adlandirilir (Peng 1988). Arilar timar davranisi swrasinda, kendi vicut
kisimlarin1 temizlerken viicutlarini sallayip biikerler ve bu ylizden bu davranisa timar
dans1 ad1 verilir. Bu dans, gecici olarak timar davranis1 yapan arilardaki sosyal timar
davranislarin1 da kigkirtmakta ve sik sik diger arilar1 temizlemesini saglamaktadir
(Kolmes 1989).

Bal arilarinda yapilan timar davramisiyla ilgili  molekiler ¢alismalara
bakildiginda; bagisiklik ile iligkili hymenoptaecin (Hym), hiicre proliferasyon
regiilatorii, poli U baglanma faktori kd 68 (pUf68), vitellogenin (Vg), otofajiye bagh
FYVE proteini, mavi peynir (BICh) geni gibi genlerin ifadeleri, Varroa’ya maruz
brrakilan arilarda Slgiilerek belirlenmeye calisilmistir. Timar davranisinin mekanizmasi
tam olarak c¢oziilememis olmasina ragmen, timar davranigi, kolonilerdeki akarlarin
miktar ile negatif iligkili oldugu ag¢iktir (Andino ve Hunt 2011; Arechavaleta-Velasco
ve Guzman-Novoa 2001; Boecking ve Ritter 1993; Buichler, 1993; Delfinado-Baker vd.,
1992; Guzman-Novoa vd. 2012; Mondragon vd. 2005). Ayrica bu davranisin bal aris1
turleri ve irklar1 arasinda degiskenlik gosterdigi de bilinmektedir.

Gen ifadesi 6lgimunde farkli metotlar olsa da Gergek Zamanli PCR ya da qPCR
(Real-Time PCR/Quantitative PCR), dogruluk, duyarlilk ve hizli sonu¢ verme
acisindan mevcut diger yontemlerden ayrilmaktadwr. Bu teknik, PCR’in muazzam
duyarliligi ile amplifikasyonlarin ger¢cek zamanli olarak izlenebilmesinin bir
kombinasyonudur. qPCR ile gen ifadesinin 6lcliminde baslangic genetik materyali
olarak RNA molekiilii kullanilmaktadir ve retrovirtislerden elde edilen ters transkriptaz
enzimi yardimiyla komplementer DNA (cDNA)’ya ¢evrilerek amplifiye edilmektedir.
Reaksiyonda kullanilan problar sayesinde her bir amplifikasyon isima yapmaktadir ve
bu 1simalarin cihaz tarafindan algilanmasiyla kantitasyon miimkiin olmaktadir. PCR
islemlerinden sonra jel dokiimantasyonu gibi uygulamalara gerek kalmadan hem daha
hizli sonug vermektedir hem de olas1 kontaminasyon riskini en aza indirmektedir. Fazla
sayidaki Ornekler ile ¢alisirken sagladigi bu yararlar daha 6nemli hale gelmektedir.
gPCR teknigi temel protokoller kullanilarak farkli laboratuvarlarda pratik bir sekilde
uygulanabilmektedir. Yapilan uygulamalarda kullanilan primer sekanslari da tim
laboratuvarlarda neredeyse ayni basariy1 gostermektedir.

Analizlerde kullanilan, SYBR Green floresan boya ve TagMan prob yontemleri
oldukca populer yontemler arasindadir. SYBR Green nispeten maliyet faydasi olmakla
birlikte kullanimi  kolaydwr. Teknik olarak floresan boyanmn ¢ift  zincirli
deoksiriboniikleik asitin (dsDNA) mindr oluguna baglanmasma dayanmaktadir.
TagMan prob yontemi ise; Taq polimeraz enziminin, iki ucu cift roportoér boya ile
etiketli oligontkleotidin ekzonlikleaz aktivitesiyle kesilip 1s1ma gergeklestirmesine
dayanmaktadir.
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Tirkiye’de yaygin bulunan wklarda davranigsal tepkilerinin tanimlanmasiyla
ilgili molekiiler genetik calisma bulunmamasi, bu alanda projelerin gelistirilmesini
elzem kilmaktadir. Bu sebeplerden dolayi, tamamlanan bu tez calismasinda Ulkemizde
yaygm olarak kullanilan; Karniyol (Apis mellifera carnica), italyan (Apis mellifera
ligustica), Suriye (Apis mellifera syriaca), Anadolu (Apis mellifera anatoliaca) ve
Kafkas (Apis mellifera caucasica) irklarmin V. destructor’a karsi timar (grooming)
davranigi durumlar1 in vitro kosullarda ortaya koyulmustur. Timar davranist durumlari
in vitro olarak ortaya koyulan 5 irkta, literatiirde bildirilen timar davranisi ile ilgili;
Noroksin-1, Ataksin-3 ve Atlastin aday genlerinin mRNA miktarlarmi belirlemek igin
ozgiin primerler ve SYBR Green floresan boya kullanilarak RT-qPCR yontemi
uygulanmistir. Yapilan bu ¢alisma, timar davranigi bakimdan iistiin genotiplerin ve
sorumlu genlerin belirlenmesine ve gesitli 1slah ¢alismalar1 igin iklarin hizli ve kolay
secilmesine katki saglayacaktir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Bal Anisimin (Apis mellifera) Siniflandirilmasi

Bal aris1 (apis), taksonomik siiflandirmaya gore; hayvanlar (animalia) aleminin
eklem bacaklilar (Arthropoda) subesi’nin zarkanathilar (hymenoptera) takiminda ve
arilar (apidea) familyasinda yer almaktadir (Cizelge 2.1). Bal arilar1 “Apidae” familyasi
icerisinde 4 tiir altinda incelenmektedir. Bunlar Apis mellifera (Avrupa bal aris1), Apis
dorsata (Dev bal Arisi), Apis florea (Ciice bal aris1) ve Apis cerana (Dogu bal aris1)’dir
(Sekil 2.1). An tirleri cesitli 6zellikler bakimindan diger bir tiirden dstiinlik ve
farkliliklar gosterebilir. Ar tiirleri icerisinde en dnemli olan1 ve diinyanm bal ithtiyacinin
biiyiik ¢ogunlugunu karsilayan tiir Apis mellifera’dir. Uretkenliginin yiiksek olmas1 ve
koloni yonetiminin kolay olmasi aricilar tarafindan Apis mellifera’y: tercih edilen bir ar1
tird olmustur (Crane 1999).

Apis melliferanin dogal yayilimi1 Orta Asya, Avrupa, Yakm Dogu ve Sahraalti
Afrika'y1 kapsamaktadir ancak ekonomik faydalari dolayisiyla Dogu ve Giineydogu
Asya'ya, Avustralya'ya ve Amerika'ya yetistirilme amaciyla gotiriilmiistiir (Ruttner
1988). Diger hayvan tiirlerinde oldugu gibi bal arilar1 da yasadigi yerin cevre
kosullarina uyum saglamasiyla, cografik 6zelliklere ve farkli iklimlere gore cesitli
alttiirler, wklar ve ekotipler meydana gelmistir. Farkli morfolojik ve fizyolojik
dzelliklerin kazanilmasi, evrimlestikleri bu ortamlarin cesitliliginden
kaynaklanmaktadir.

Tirkiye, iklim, bitki ortiisti ve topografik yap1 gibi dogal kosullar itibariyle ar1
cesitligi ve aricilik acismdan son derece onemli bir potansiyele sahiptir. Ulkemizin
sahip oldugu bu ckolojik ¢esitlilik sayesinde, A. mellifera’nin her bolgemizde farkli
irklarina ve ekotiplerine rastlamak miimkiindiir. Tirkiye’de yaygimn olarak kullanilan
onemli bal aris1 irklar1 arasinda; Apis mellifera carnica, Apis mellifera ligustica, Apis
mellifera syriaca, Apis mellifera anatoliaca ve Apis mellifera caucasica bulunmaktadir.
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Cizelge 2.1. Bal arilarinin smiflandirilmasi (Engel 1999):

Alem: Animalia (Hayvanlar)

Sube: Arthropoda (Eklembacaklilar)

Sinif: Insecta (Bocekler)

Takim: Hymenoptera (Zar Kanatlilar)

Familya: Apidae (Arilar)

Cins: Apis (Bal Arilar)

Tdr: Apis mellifera (Avrupa bal
arisi)

Apis dorsata (Dev bal aris1)
Apis florea (Ciice bal aris1)

Apis cerana (Dogu bal aris1)
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Sekil 2.1. Apis cinsi arilarin baslicatiirleri; @) Apis mellifera (Avrupa bal ar1), b) Apis
dorsata (Dev bal arisi), ¢) Apis florea (Ciice bal aris1) d) Apis cerena (Hint bal aris1)
(Anonim 2019a)

2.2. Apis mellifera Biyolojisi ve Koloni Yapisi

Tipik olarak Apis mellifera kolonisi, bir adet kralige, 20.000-60.000 yetiskin is¢i,
10.000-30.000 is¢i kulugkast (yumurtalar, larvalar ve pupalar) ve birkag yliz erkek ar1
icermektedir (Bailey ve Ball 1991). Bal aris1 kolonilerindeki dollenmis (diploid)
yumurtalar ig¢i arilar haline gelirken, dollenmemis (haploid) yumurtalar ise erkek
arilara doniismektedir. Diploid disi larvalarin beslenme sekli ise kralice ya da is¢i ar1
olmasini belirlemektedir. Tiim larvalar is¢i arilar tarafindan ari siitii ile beslenmektedir
fakat uzun siire ve fazla miktarda ar1 siitii ile beslenen larvalar kralice ar1 haline
gelmektedir.

Ortalama bir is¢i 21, erkek ar1 24 ve kralige ar1 ise 16 giin igerisinde yetigkinlige
erismektedir (Winston 1987). Kraligcenin kolonideki en dnemli gorevi yumurtlamak ve
ciftlesmektir. Koloni igerisindeki bireylerin tiimii ana armin petek gozleri tabanina
biraktig1 yumurtalardan meydana gelmektedir (Geng 2000). Cok sayida erkekle ¢iftlesen
kralice ari, ¢iftlesmeler sirasinda sperm kesesine doldurdugu spermatozoalarla 6mrii
boyunca dollii yumurta iiretebilmektedir. Bu sayede bal aris1 kolonisinde ¢ok sayidaki
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dollerin tiimii birbirleriyle 6z kardes olmamakta ve boylece bir ar1 ailesinde yaklasik 8-
10 tane {iivey kardes familyast bulunmaktadir (Gililer 2006). Kralice armin
yaslanmasiyla, sperm kesesinde depolanmig olan spermatozoalarin tiikenmesi
durumunda dollenmemis yumurta birakmaya baslar ve bu durumda yumurtalardan,
kovandaki islerde gorev almayan erkek arilar meydana gelmektedir. Bu durumda is¢i
arilar yeni bir kralige ar1 yetistirir ve yash kraligeyi kovandan uzaklastirmaktadir. Erkek
artlar sadece erken yaz mevsiminde kovanda mevcuttur ve tek islevi kralice ariyla
ciftlesmektir. Is¢i arilar ise temel temizlik, petek yapimi, yavru ve kralice bakimi koloni
havalandirmasi, koruma ve yiyecek arama gibi gorevleri yerine getirerek is giicii
saglamaktadir. Fakat is¢i arilarn bu gorevleri yas donemlerine gore degisiklik
gostermektedir. Bal arilar1 ilk giinlerinde ugma ve sokma gibi yeteneklere sahip degildir
(Winston 1987; Calderone 1998). Bu donemde is¢i arilar; petek gozii temizligi, kalan
zamanda ise timar yapma gorevindedir (Seeley 1982). 4-12 giinliik yastaki isci arilar
bakicilik gorevini Ustlenmektedir (Ribbands 1953; Seeley 1982). Bakici arilar, kulugka
yemi denilen, biinyelerinde isledikleri bir yem ile gozlerdeki larvalar1 beslemektedir
(Michener 1974). Bakici arilarin diger bir gorevi ise ana arinin etrafin1 sararak
beslenmesini saglamaktir (Winston 1987). 12-21 giinliik yastaki arilar orta yas arilar
olarak adlandirilmaktadir (Seeley 1982). Orta yas arilari gorevleri bakici arilarinkine
benzer fakat daha farkli davranirlar ve yavrularla ilgilenmezler. Bu arilarin gorevleri;
petek 6rme ve kovan giriginin korunmasidir (Seeley 1982; Trumbo vd. 1997). Arilar, 21
giinden sonra, tarlacilik denilen gorevi {iistlenerek koloninin ihtiya¢ duydugu polen,
nektar, propolis ve su gibi kaynaklara yogunlasir, kovan igindeki gorevlerle ilgilenmez
ve Oliinceye dek bu goreve devam etmektedir (Winston 1987; Seeley 1995; Robinson
1992; Seeley 1995; Calderone 1998). Polen ve nektar toplama tarlacilik gorevinin
genelini olusturmaktadir fakat koloni sicaklik stresine girdigi zaman tarlaci arilar daha
cok suya yonelmektedir (Seeley 1995).

Kolonilerin yasam siiresi biiyiik 6l¢iide degismektedir ¢unki koloniler strekli
olarak ayrilabilmekte, terk edilebilmekte ya da herhangi bir hastaliga maruz kalarak
Olebilmektedir. Yaklasik olarak kralice ar1 3-4 yil yasayabilirken, is¢i arilarn 6mri yaz
mevsiminde birka¢ hafta ve kis mevsiminde ise birka¢c ay olabilir. Erkek arilar
ciftlestikten sonra oliir ya da kistan 6nce koloniden uzaklastirilir. Koloni sagligi tiim
bireylere baghidir ve hayatta kalmak igin gerekli besinlerin toplanmasi ve iiretilmesiyle
birlikte koloninin devamliliginin saglanmasi da 6nemli olmaktadir.

2.3. Tiirkiye’de Bulunan Onemli Bal Aris1 Irklar
2.3.1. Karniyol aris1 (Apis mellifera carnica)

Karniyol arisi, Apis mellifera carnica Pollmann, Slovenya’da ve eskKi
Yugoslavya'nin bazi bolgelerine, gliney Avusturya'ya, Macaristan’a, Romanya ve
Bulgaristan'in bazi bolgelerine 6zgii bir ar1 wkidir (Ruttner 1988). Karniyol arisi
giinlimiizde iilkemizin trakya bolgesi de dahil olmak {izere diinyanin birgok bdlgesine
yayilmig durumdadir.

Adin1 anavatan1 Yugoslavya’nin Karniol sehrinden alan karniyol arisi en sakin
ve en uysal ar1 1rki olarak bilinmektedir. Esmer gri killar1 sayesinde esmer bir goriiniisii

olan bu arilar ince yapilt ve uzun dilli olup dil uzunlugu 6.4-6.8 mm uzunlugundadir
(Geng 1993).
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Karniyol arisi, Italyan arisina (A. m. ligustica) benzetilmektedir fakat boyut
olarak daha kii¢iiktiir ve dil yapis1 daha uzundur. Yiiksek verimli bu ar1 ki i¢in heniiz
herhangi bir 1slah programi uygulanmamustir. Bu sebeple Karniyol aris1 (Apis mellifera
carnica) kraligeleri basta Almanya ve Avusturya olmak tizere Avrupa'dan ithal
edilmektedir (Smith vd. 1997).

2.3.2. italyan ans1 (Apis mellifera ligustica)

Tiirkiye’de yaygin olarak kullanilan ekonomik degeri yiiksek bal arisi
rklarindan bir tanesi de Italyan arisidir. Anavatam Italya ve Sicilya olan Italyan aris;
kisa, 1liml1 ve nemli kiglari, uzun bal akimli kurak yazlar1 olan Akdeniz iklimi arisidir.
Benzer iklimlerde oldukga yliksek performans gostermektedir.

Sakin yapida olmasi, bal veriminin yiiksek olmasi, ¢ok hizli ¢ogalmasi ve ogul
verme egiliminin diisiik olmasindan dolay1 diinya ¢apinda bir¢ok arici tarafindan tercih
edilmektedir.

Italyan ar1s1, ince bir karna ve nispeten uzun bir dile sahip olup dil uzunlugu 6.3-
6.6 mm civarindadir. Kitin rengi karin altinda ve ilk 2-4. segmentlerde daha parlak
yapidadir. Agik renkli ve genis bantlar1 olan italyan arilarmm yani sira farkli kahve
rengi tonlarda ve ¢izgi seklinde daha dar banth arilara rastlamak da miimkiindiir (Geng
1993).

2.3.3. Suriye aris1 (Apis mellifera syriaca)

Suriye arisi, Apis mellifera syriaca, dogu Akdeniz bolgesinde bulunan yerli ve
en eski bal aris1 wklarindan biridir (Zaitoun vd. 2000). Suriye aris1; Suriye, Libnan,
Irak, Urdiin, Filistin ve Giiney Tiirkiye’ye dagilmistir (Zakour vd. 2012). Suriye aris
asir1 sicak ve kuru iklimlere iyi uyum saglama (Zaitoun vd. 2000; Al-Ghzawi vd. 2001),
yumurtlamasini polen mevcudiyetine ve nektar akisina adapte etme kabiliyetine sahiptir
(Haddad ve Fuchs 2004). Ciftlesme doneminde kisa bir siire de olsa monogami
aligkanlhigimi birakmasi ve geng kralige arilardan biri ¢iftlesip kulugkaya yatincaya kadar
kolonide birka¢ diizine geng krali¢e ar1 bulundurmasi en belirgin 6zellikleridir (Buttel-
Reepen 1906). Ayrica, Zaitoun vd. (2001) Suriye arisinda, ektoparazitik akar Varroa
destructor’a kars1 6nemli bir direng¢ mekanizmasi oldugu diisiiniilen timar davraniginin
yogun oldugunu bildirmislerdir (Peng vd. 1987).

2.3.4. Anadolu ans1 (Apis mellifera anatoliaca)

Tiirkiye’nin Orta Anadolu bdlgesinde dagilim gosteren Anadolu arisi (Apis
mellifera anatoliaca), T. Maa tarafindan 1953 yilinda ar1 ki olarak tanimlanmis ve
taksonomik olarak siniflandirilmistir (Giiler 2006).

Anadolu’da, ayn1 taksonomik birimde mevcut olmakla beraber sahil kesimindeki
arilar ile Orta Anadolu yaylalarindaki arilarin davranis ve fizyolojik o6zellikleri farkli
olduklar1 (Adam 1983), Tiirkiye’nin Avrupa kitasindaki bal aris1 popiilasyonlarim da
tipik Anadolu arisindan oldukga farkl 6zelliklere sahip oldugu belirtilmistir (Ruttner
1988).
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Ar1 1slahgist Brother Adam, Anadolu arisii yetistirildigi bdlgenin adiyla
tanimlayarak (Geng 1993), Anadolu arisimin degerli bir 1rk oldugundan ve iilkemizde bu
irkin bir¢ok ekotipinin bulundugundan s6z etmistir (Dogaroglu 2004). Anadolu arisi,
Tiirkiye’ nin kuzeydogu ve giineydogu bdlgeleri diginda iilkenin orta bolgelerindeki yerli
ar1 popiilasyonunu olusturmaktadir (Ruttner 1988; Anonim 2016). Orta Anadolu
bolgesinin kurak iklimine adapte olan Anadolu arisi (Kaftanoglu 2001), genellikle
bozkir bitki ortiisiine bagimli olarak varligini stirdiiriir (Adam 1964). Kuzeyde Sinop ve
Karadeniz Daglari, batida Ege Bolgesi, giineyde Toros daglari, doguda Sivas’a kadar
olan genis bolge Anadolu arismin (Apis mellifera anatoliaca) yayilma alamdir (Oder
1987).

Adam (1983), gergeklestirmis oldugu 30 yili agkin bilimsel gezilerinde Anadolu
arllarmin ve melezlerinin davraniglarint ve performanslarini inceleyerek, ozellikle
Anadolu arisinin Orta Anadolu'nun yiiksek rakimli bozkirlarinin asirt sert kosullarina
cok 1y1 uyum sagladigini, gida kaynagi ve enerjiden tasarruf etmek icin yetistirme
faaliyetini azaltarak kithik zamanlarinda hizla tepki verdigini ve Kuzey Avrupa ari
rklarindan daha 1yi kislama yetenegine sahip oldugunu bildirmistir.

2.3.5. Kafkas anis1 (Apis mellifera caucasica)

Ulkemizin kuzeydogusunda goriilen Kafkas ar1 ki, 1916 yilinda Gorbachev
tarafindan A. m. caucasica olarak adlandirilmis ve bu isim aricilikta kabul edilmistir
(Ruttner 1988). Bu arilar 6zellikle yiiksek rakimlarda oldukca uysal ve verimli arilardir.
Hayatta kalma ve koloni gelisimi baharda diisiik olmakla birlikte, subtropikal ve
Akdeniz iklimlerinde bal verimi diisiiktiir (Akyol ve Kaftanoglu 2001).

En uzun dile sahip ar1 wki1 Kafkas irki olup dil uzunlugu yaklasik 7.2 mm’ye
kadar ¢ikmaktadir. Bu 0Ozellikleri sayesinde derin tiiplii ¢i¢eklerden daha iyi
faydalanmaktadir (Geng 1993).

Bal iiretiminde verimli olmasi ve uysal yapisiyla Unlii Kafkas wki ikiye
ayrilmaktadir. Bunlardan bir tanesi; kokeni Kafkas daglar1 olan gri renkli Kafkas aris1
(Apis mellifera caucasica), digeri ise; yine kokeni ayni bolge olup fakat daha algak
bdlgelerde gorilen sar1 tip Kafkas arisidir. Sar1 tip Kafkas aris1 bal aris1 irklari iginde en
uzun dile sahip olmalariyla ve fazla ogul yapmamalariyla taninirlar.

2.4. Timar davranisi

Omurgalilarda, timar davranisi, toplumsal kabuliin karsilikli ifadesi ve ailenin
yani sira bir grubun farkli tiyeleri arasindaki iligkilerin bir gostergesi olarak tanimlanan
¢ok amagli ve kompleks bir davramstir (Zhukovskaya vd. 2013). Arilarda bu davranisi
hem bireysel hem de koloni sagligin1 ekto-parazitlerden korumak i¢in gelismistir (De
Figueird Santos vd. 2016). Timar davranisi, gergeklestirilme sekline gore oto-timar ve
allo-timar/sosyal timar olarak iki sekilde adlandirilmaktadir. Oto-timar, agiz
kisimlarinin veya on bacaklarin hareketi ile kendi kendini temizleme davranigidir. Allo-
timar ise iki armin ya da birlikte hareket eden birka¢ armnm birbirini timarlamasiyla
gerceklesebilmektedir. Allo-timar sirasinda arilar, akarlar1 veya akar pargalarini diger
arilarmn Gzerinden uzaklastirmak i¢in agiz kisimlarini kullanmaktadirlar (Milum 1947).



KAYNAK TARAMASI B.i. YILDIZ

Timar davranis1 adeta bir dans gdsterisini andirdig1 i¢in bu davranisa timar dansi
ad1 da verilir. Timar dansi arilarin viicudunu sallayip biikerek, bacaklariyla hizli bir
sekilde kendi kendini temizlesini tanimlar (Milum 1947). Bu dans gegici olarak timar
davranig1 gorevinde olan arilarda, sosyal timar davranisin1 kiskirtmaktadir ve bu sayede
art arda birkag farkl ariy1 temizlemesini saglamaktadir (Kolmes 1989).

Arilarmn tiirlere ve wrklara gore farkli timar davraniglar1 sergiledikleri yapilan
caligmalarla ortaya konulmustur. Afrika ve dogu bal arilarmin, Avrupa bal arilarindan
daha etkili bir timar davranis1 sergiledigi bircok ¢alismada bildirilmektedir (Aumeier
2001; Guzman-Novoa vd. 1999; Guzman-Novoa vd. 2012; Moretto vd. 1993; Pritchard
2016). ABD'de, Rinderer vd. (2001), Primorsky bolgesinden getirilen arilarin (Rusya),
Louisiana'daki arilardan daha yogun timar davranisi gosterdigini bildirmislerdir. Bu
farkhiliklarin temeli kuskusuz genetik ¢esitlilige dayanmaktadir. Villa ve Rinderer
(2008), timar davranismin genetik temelinin poligenik oldugunu ve bazi alellerin gii¢li
bir baskinliga sahip oldugunu bildirmislerdir. Timar davranisindan sorumlu genler tam
olarak bilinmemekle birlikte, bu davranisin genetik mekanizmasmi ¢dzmek icin
calismalar devam etmektedir.

Bal arilarindaki timar davranisinin belirlenmesinde dip tahtast yOntemi,
Aumerier yontemi ve ¢esitli yardimec1 molekiiler yontemler kullanilmaktadir. Dip tahtasi
yontemi; cogunlukla kovanin alt temel kismi olan dip tahtasina yerlestirilen yapiskan bir
tuzak yardimiyla, bal aris1i kovanlarinda Varroa istilasinin seviyesinin ve timar
davraniginin yogunlugunun belirlenmesinde kullanilmaktadir. Timar davranisinin yogun
olarak gerceklestirildigi kovanlarda, dip tahtasina yerlestirilen yapiskan tuzakta diger
kovanlara gore fazla miktarda tahrip edilmis Varroa gozlenmesi beklenmektedir.
Andino ve Hunt (2011), laboratuvar analizlerinde arilar tarafindan temizlenen akarlarin
orani ile kovan altindaki tuzaktaki hasarli Varroa akarlarinin orani arasinda pozitif bir
iligki oldugunu bildirmistir. Bu yontem diger yoOntemlerle birlikte kullanilarak
kolonilerde timar davranisinin belirlenmesinde daha dogru sonuglara ulagsmak agisindan
fayda saglayacagi diisiinilmektedir.

Bal arilarinda timar davranisinin belirlenmesine iliskin molekiiler ¢alismalar
cogunlukla QTL (Quantitative Trait Locus (Kantitatif 6zellik lokusu)) analizi ve gen
ifadesi ¢aligmalarindan olusur. Molekiiler yontemler arasinda gen ifadesi analizi, sosyal
boceklerde davranigsal farkliliklarin temellerinin arastirilmasinda oldukga 6nemli bir
yontemdir. Bu caligmalar, timar davranisi ile ilgili olabilecek genlerin segilmesini ve
ardindan timar davranis1 gosteren bal arilarindaki ifade diizeylerinin arastirilmasini
kapsamaktadir.

Aumeier (2000) tarafindan gelistirilen yontem ise laboratuvarda timar
davranisinin fenotipik olarak degerlendirilmesinde oldukca tavsiye edilen basarili bir
yontemdir (Mattos vd. 2014). Laboratuvar kosullarinda dogrudan gozlem yapilmast,
arilardaki belirli davraniglar1 kisa siirede ve sabit ortam kosullarinda gézlemlenmesini
saglamigtir. Bu yOntemde is¢i arilar karbondioksit ile bayiltilarak bir petri kabina
koyulur. Ardindan arilar karanlikta bir inkiibatorde 30 °C'de 30 dakika boyunca
bekletilerek kendilerine gelmesi saglanarak sekerli su ile beslenir. Anormal davraniglar
sergileyen arilar deneyden ¢ikarilir. Petri igindeki arilarin toraksina birer adet Varroa
yerlestirilir ve 3 dakika boyunca izlenir. Timar davranis1 basarisi ise, arilarin lizerinden
Varroa’yr atmalarina gore degerlendirilmektedir.
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2.5. Noroksin-1, Atakin-3 ve Atlastin genleri

Noroksin’ler, hiicre adezyon molekiilleri olarak islev goren, sinaptik bilginin
aktariminda ve korunumunda Kilit bir rol oynayan bir protein ailesidir (Craig ve Kang
2007; Dean ve Dresbach 2006). Uc gen; NRXN, NRXN2 ve NRXN3, kendi
promotorlar: tarafindan bagimsiz olarak diizenlenen ve tiimii esas olarak noronlarda
ifade edilen, hem uzun a- noéroksin’ler hem de kesilmis bir 3- ndroksin Uretir (Rowen
vd. 2002; Tabuchi vd. 2002). insanlarda, NRXN1 geninde meydana gelen nokta
mutasyonlart (Feng vd., 2006; Yan vd., 2008) ve delesyonlarin (Glessner vd. 2009;
Marshall vd, 2008; Morrow vd. 2008; Szatmari vd. 2007) otizm spektrum bozukluklar1
ile iligkili olduguna dair kanitlar artmaktadir.

Ataksin-3, sitoplazmada oldugu kadar ¢ekirdekte de bulunmakta ve bir¢ok farkli
fonksiyonu oldugu diistiniilmektedir (Tait vd. 1998). Bagimsiz ¢aligmalar, ATXN3'in
ubikuitin (Ub) proteazom sistemine (UPS) dahil oldugunu ileri siirmektedir. ATXN3,
Ub proteaz 6zelligi gosterir (Scheel vd. 2003); Ub proteazlarin substratlarini ayirdigi ve
spesifik Ub proteaz inhibitdrii Ub-aldehit'i bagladigi gosterilmistir (Burnett vd. 2003).
Insanlarda, bu proteindeki herhangi bir yapisal bozuklugun cesitli norodejeneratif
hastaliklara yol a¢tig1 bilinmektedir (Kawaguchi vd. 1994).

Atlastinler, GBP (Guanilat Baglanma Proteinleri) ailesi ile en yakindan ilgili
olan bir dinamin slper ailesidir. Atlastin proteini, endoplazmik retikulum igine
gomuiludur (ER) ve granilli ER gelisimi i¢in kritik 6neme sahiptir (Arechavaleta-
Velasco vd. 2012). Insanlarda atlastin genindeki mutasyonlar, kalitsal spastik parapleji
rahatsizhig1 agisindan yaygin bir risk faktoridir (Arechavaleta-Velasco vd. 2012).
Tanimlanan 28 missense atlastin mutasyonunun indiikledigi hastaliklarda katlanma ve
dimerizasyon eksiklikleri gértlmektedir (Byrnes ve Sondermann 2011). Bu mutantlarin
bazilar1 i¢in, hastaliga yol acan molekiiler bozukluklar hala belirsizdir.

2.6. Varroa destructor

Varroa destructor’in asil konuk¢usu Dogu (Asya) bal aris1 Apis cerena’dir ve
Apis mellifera’da ilk kez 1958 yilinda tanimlanmistir (Mikawa 1986). A. mellifera'daki
Varroosis’in semptomlarmdan sorumlu olan akar, 2000 yilina kadar Varroa jacobsoni
olarak kabul edilmistir ancak daha sonra V. destructor tiiriine ait oldugu anlasilmigtir
(Anderson ve Trueman 2000). Bundan dolay1, gegtigimiz yiizyilda yapilan tiim Varroa
makalelerinde V. jacobsoni'ye atifta bulunulmus olsa da neredeyse her durumda V.
destructor arastirma konusu olmustur (Rosenkranz vd. 2010). Akar, Apis mellifera’da
tanimlandiktan sonra, arilarin insanlar tarafindan kontrolsiiz bir sekilde cografi bolgeler
arasinda tagmnmasindan dolayi, sirasiyla; Avrupa’ya (1967), Kuzey Afrika’ya (1975),
Guney Amerika’ya (1971), ve ABD’ye (1987) yayilmasima neden olmustur (De Jong
vd. 1984; Needham 1988; Matheson 1995).

Ergin disi Varro’lar koyu kizil-kahverengi renkte, kisa ve giiglii bacak yapisina
sahiptir (Sekil 2.2). Disiler, yaklasik olarak 1.1-1.2 mm uzunlugunda ve 1.5-1.7 mm
genisligindedir. Disilerden daha kiiciikk yapida olan erkek Varroa’lar yaklagik 0.8-1.0
mm uzunlugundadir ve vicut rengi soluk kahverengi ve sari tonlarindadir. Vicut
gnathosoma ve idiosoma delinen iki ana kisimdan olugur. Gnathosoma iki adet duyusal
pedipalp ve bir ¢ift keliser (Chelicerae) icerir. Disiler, agzlarinda bulunun egri uclu ve
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keskin keliserleri ileri geri hareket ettirebilir ve keliserlerin 6n kisminda bulunan igneler
yardimiyla armm viicut segmentleri arasinda rahatlikla gezinebilmektedir. Pedipalpus,
kiitikiilanin delinmesinde ve agilan delikten hemolenfin emilmesinde rol oynamaktadir.
Erkeklerdeki keliserlerin 6n kismi da hareket edebilmektedir fakat bu kisim disilerin
genital sistemine sperm transferini saglayan spermodaktil (spermatodactyl) denen bir
yaptya evrilmistir. Idiosoma ise gnathosomanin arkasinda bulunur ve 4 cift bacak
icermektedir.

Delici-emici agiz yapisina sahip disi Varroa destructor, tim yasam evresi
boyunca, gelismekte olan veya erigkin arilarin kiitikulasini delerek birinci olarak yag
dokusundan ve ikincil olarak hemolenflerinden beslenmektedir (Ramsey vd. 2019;
Oldroyd 1999). Disi Varroa konukgu pupayi, 6zellikle dron larvalarinda, yalnizca ikinci
abdominal sternitden delmektedir (Kanbar ve Engels 2005). Akarin ve yavrularinin ayni
fistlilde tekrar tekrar beslenmesi o bdlgenin iyilesmesini onler ve boylece siirekli bir
hemolenf kaynagi saglanmis olur (Gelbe vd. 1987; Donze ve Guerin 1994).

Sekil 2.2. Varroa destructor 1n goriiniimii; a) Varroa destructor, b) UzerindeVarroa
destructor bulunan bir bal aris1 (Anonim 2019b)

Doéllenmis disi akarlar, ar1 larvast bulunan bir hiicreyi istila eder, hiicre
kapanmadan 6nce ar1 larvalar tarafindan saliman ugucu maddeler tarafindan hiicreye
cekilmektedir (Le Conte vd. 1989) ve dron kulucka hiicrelerini, is¢i hiicrelerine tercih
etmektedir (Fuchs 1990). Akar, hiicre kapatilincaya kadar kendini ar1 siitiinde
gizlemektedir (Ifantidis 1988). Hiicre kapatildiktan sonra, larvalarin hemolenfleri ile
beslenmekte ve bulundugu hiicreye yumurtalarin1 birakmaktadir. Birakilan ilk yumurta
bir erkek olarak gelismektedir, daha sonraki tiim yumurtalar disi akarlar olarak
gelismektedir (Shimanuki vd. 1992). Genel olarak iireme, yetiskin armnin ortaya
¢ikmasindan Once, iki-dort disinin erkek kardesleri tarafindan dollenmesinden ibaret
olmaktadir (Sekil 2.3). Daha sonra agiz yapist beslenmeye uygun olmayan erkek yavru
Olmektedir, anne akar ve ciftlesen kizlar1 ise geng¢ ar1 ortaya ¢iktiginda hiicreyi terk
etmektedir. Yetigkin akarlar, yetiskin arilarin yag dokusu ve hemolenfleriyle
beslenmekte ve yaklasik 2-3 aylik bir 6mre sahip olmaktadir (Fries vd. 1994).
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Sekil 2.3. Varroa destructor’in kulugka hiicrelerini istilas1 (Anonim 2019c)

2.7. PCR (Quantitative PCR (qPCR), Reverse Transcription PCR (RT-PCR))

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), Henry A. Erlich, Kary Mullis, Randall K.
Saiki tarafindan 1986 yilinda; belirli DNA parcalarinin, sicaklik dongiisii boyunca in
vitro olarak cogaltilmasi igin gelistirilmistir. Hedef DNA’nin ¢ogaltilmasi, PCR
cihazinda, birtakim kimyasallar, primerler ve enzimler kullanilarak tip icinde
ger¢eklesmektedir.

PCR reaksiyonu kisaca 3 asamadan olusmaktadir; bu asamalar sirasiyla, iKi
DNA zincirinin yiiksek sicaklikta birbirinden ayrilmasi (denaturation), primerlerin
hedef DNA molekiiliine baglanmas1 (annealing) ve polimeraz enzimi yardimiyla DNA
zincirinin uzamasi (extention)’dir.

Molekiiler genetik laboratuvarlarinda rutin bir teknik haline gelen PCR’nin
1s18inda daha yeni bir teknik olan qPCR gelistirilmistir. 1990’11 yillarin ortalarinda
piyasaya siirlilen yiiksek duyarliliga sahip bu teknik, standart PCR'nin birgok
sinirlamasint  ortadan kaldirmistir.  Bunun yaninda, her bir DNA amplifikasyon
dongisunin floresan 1s1ma yapan boyalar (SYBR Green) ya da diziye 6zgu dizayn
edilmis prob adi verilen sentetik oligoniikleotidler (TagMan prob vb.) kullanilmasiyla
bilgisayar ekraninda es zamanli olarak gdzlenmesini saglar ve gapraz kontaminasyon
riskini azaltir. Prob yeni iiriine baglanir ve iiriiniin son miktarii yansitan bir floresan
sinyali iiretir. {lk devirlerde sinyal zayif ve ayirt edilemez. PCR iiriinii biriktikge, sinyal
miktar1 katlanarak artar (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. gPCR amplifikasyonlarinda kantitasyon dongiisii (quantification cycle, Cq)

gPCR yontemi; mRNA seviyesinin sayisal olarak tespiti, tek nokta
mutasyonlarmi, DNA hasarin1 ve patojenleri tespit edebilme, metilasyon tespiti, SNP
(Tek nikleotit polimorfizmi) analizleri ve kromozom bozukluklarinin belirlenmesi gibi
amagclar i¢in kullanilmaktadir (Logan ve Edwards 2009).

gPCR teknolojisi, gen ifadesindeki degisikliklerin hizli ve kolay bir sekilde
degerlendirilmesinde oldukga basarihidir. Gen ifadesinin 6lcimi, izole edilen RNA
molekillerinin, retrovirlislerden elde edilen ters transkriptaz enzimi yardimiyla
komplementer DNA (cDNA)’ya cevrilmesiyle mimkin olur (Santagati vd. 1997). Bu
yonteme Ters Transkripsiyon Kantitatif PCR (RT-qPCR) da denmektedir. Ayrica ters
transkripsiyon isleminin gergeklestirilmesi durumuna goére de 2 farklhi sekilde
adlandirilmaktadir; PCR islemi ile ters transkripsiyon islemi ayni tiip icinde
gerceklestirilirse Tek Admmli RT-gPCR, ters transkripsiyon ve PCR reaksiyonu ayri
tiiplerde gergeklesiyorsa bu islem iki adimli RT-gPCR olarak adlandirilmaktadir (Zhao
ve Wurst 2001).

Bu tez caligmasinda iki adimli RT-qPCR yontemi tercih edilmistir. Arastirma
konusu genlerin ifade miktarlarmin belirlenmesinde SYBR Green floresan boya
kullanilmustir.

SYBR Green, dsDNA’nin mindr oluguna baglanan sekans spesifik olmayan bir
floresan boyadir (Arya vd. 2005). SYBR Green floresan boyast DNA’ya baglanmadigi
zaman daha zayif 151ma yapmaktadir, mindr oluga baglandigi zaman daha giiglii 151ma
yapmaktadir (Sekil 2.5). BOylece, reaksiyon tiipiinde bulunan dsDNA miktari arttik¢a
SYBR Green daha fazla miktarda baglanmaktadir ve floresan sinyalinin daha fazla
1s1ma yapmasina yol agmaktadir (Tajadini vd. 2014).
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Sekil 2.5. SYBR Green floresan boyasi ve dsDNA’ya baglanma sekli

2.8. Bal Arilarinda Timar Davramsi ile Ilgili Yapilan Molekiiler Cahismalar

Bak ve Wilde (2015), bal arilar1 tarafindan yapilan oto-timar isleminin Varroa
akarlarmi Yok etmede ne kadar etkili oldugunu arastrmak igin bir ¢alisma
gerceklestirmislerdir. Ayrica timar davranisi bakimindan; Karniyol arisin1 (Apis
mellifera carnica) temsilen Kortowka ve Dobra hatti, Kafkas arisin1 (Apis mellifera
caucasia) temsilen Woznica hatti, Siyah ariyr (Apis mellifera mellifera) temsilen
Augustowska hatt1 ve Apis mellifera capensis x Apis mellifera carnica melezi
karsilagtirilmistir. Giiglii motor aktivitesi ile kendini gosteren en yogun reaksiyon, A. m.
mellifera is¢i arilarinda olmustur. Bu gruptaki is¢i arilarin %98 kadar1 akarlari
temizleme girisiminde bulunmustur. Kalan gruplarda ise, Kafkas arilar1 i¢in %86, Dobra
hattinda, Karniyol arilar1 igin %89,3 oraninda bir yanit gozlenmistir. Temizlenen
akarlarmm en yiiksek yiizdesi Kafkas arilarinda (%11), en diistik yuzdesi karniyol
arilarinin Kortowka hattinda (%1,5) not edilmistir.

Guzman-Novoa vd. (2012), arilarin oto-timar davranigini test etmek i¢in direncli
ve direngsiz kolonilerden aldiklar1 drneklerin torakslarina tek bir akar yerlestirerek 3
dakika boyunca gozlemlemislerdir. Sadece bir veya iki bacagini kullanarak yavas
darbeler yapan arilar “diisiik timar” grubu olarak degerlendirilirken, genellikle iki bacak
ve fazlasini kullanarak daha gicli timar gergeklestiren arilar “yogun timar” grubu
olarak degerlendirilmistir. Varroa’ya kars1 direncli oldugu varsayilan arilarin 4 kat daha
fazla timar davranis1 gosterdikleri ve viicutlarindan, diisiik timar davranisi gosteren
gruptan 7 kat daha fazla akar ¢ikardigini gozlemlemislerdir.

Fries vd. (1996), Apis cerana cerana Fabr ve Apis mellifera ligustica Spin
kolonilerine akarlar ilave ederek arilarm timar davranisini, kovandaki VVarroa mortalitesi
ve hasarmi incelemiglerdir. Sonu¢ olarak Apis cerena’da timar davranigi
gbzlemlemislerdir fakat daha Onceki calismalarda kaydedilenlere gbére bu davranigin
daha az etkili olabilecegini belirtmislerdir. Apis mellifera ile karsilastirildiginda ise
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Apis cerana’nin hem akarlar1 gidermede hem de akar hasarinda daha etkili oldugunu
sOylemislerdir.

Buchler vd. (1992), Apis cerana, Apis mellifera ve Apis dorsatamin timar
davranislar1 ve parazitik akarlar Varroa jacobsoni ve Tropilaelaps clareae tizerindeki
etkilerini incelemislerdir. A. mellifera i¢in ¢ogu durumda oto-timar davranisi
gOzlendigini ancak A. cerana’ya kiyasla gecikme oldugunu ve allo-timarin nadiren
goriindiigiinii bildirmislerdir. 5 dakika iginde, akarlarin %48'inin (n = 25) yok edildigini,
fakat akarlarin hi¢birinin bal arilarinin agizlariyla yakalanmadigini bildirmislerdir.

Aumeier (2001), Afrika ve Karniyol bal arilarinda Varroa destructor’a karsi
timar davranigt etkinligini arastirmistir. Toplam 226 testte, Afrika bal arilarmin,
Karniyol bal arilarindan daha hizli ve daha yogun bir sekilde timar davranisi
gosterdigini ancak akarlarin ari tiirlerine gore uzaklastirilmasinda istatistiksel olarak bir
fark olmadigini belirtmistir.

Stevanovic vd. (2012), seker tozunun bal aris1 timar davranisi tizerindeki uyarict
etkisini arastirmislardir. Timar davranigi potansiyelinin degerlendirilmesi i¢in kriter
olarak kovanlarm dip tahtalarindaki toplam hasarli akarlarin sayis1 belirlenmistir. Her
seker muamelesi yapilan grupta hasarli akar yizdesi hem negatif kontrolde hem de
muamele oOncesi degerlerle karsilastirildiginda anlamli derecede yiiksek oldugunu
belirtmislerdir.

Currie ve Tahmasbi (2008), Varroa’ya karsi yogun ve diisiik timar davranisi
gosteren is¢i bal arist gruplarinda sicaklik ve nemin timar davranisma etkilerini
arastirmislardir. Sonug olarak yogun ve diisiik timar davranis1 gosteren gruplarin ¢evre
sartlarindan goreceli olarak etkilendigini gostermiglerdir. Hatlar arasindaki timar
davranis1 farkliliklar1 25 °C’de en fazla oldugunu ve diisilk nem seviyelerinde yiliksek
nem seviyesine gore biraz daha yiiksek oldugunu belirtmiglerdir. Ancak sicaklik
10°C’deyken akar 6liim oranlar1 arasindaki farkin benzer oldugunu sdylemislerdir.

Bazi arastirmalar gostermistir ki, Varroa bulasmis kolonilerde bagisiklikla (Yang
ve Cox-Foster 2005; Navajas vd. 2008; Hamiduzzaman vd. 2012) ve davraniglarla (Le
Conte vd. 2012) ilgili genlerin ifadelerinde degisiklikler olmaktadir. Bununla birlikte,
yogun timar davranigi sergileyen arilarda gen ifadesi ile ilgili ¢ok az calisma
bulunmaktadir (Arechavaleta-Velasco vd. 2012; Hamiduzzaman vd. 2017). Timar
davranisinin genetik temelleri ve dogrudan sorumlu genler tam olarak bilinmemektedir.
Ancak, yapilan bazi ¢aligmalar timar davranisiyla yakindan iligkili aday genler tespit
etmis ve bu genlerin 1slah ¢aligmalarmda molekiiler marker olarak kullanilabilecegini
bildirmislerdir (Hamiduzzaman vd. 2017).

Bal arilarmin Varroa akarina karsi davranissal direng mekanizmalarinda rol
oynayabilecek genler hakkinda daha fazla bilgi edinmek icin, bu 6zellikleri ifade eden
genlerin mRNA miktarindaki degisimler ilk defa Hamiduzzaman vd. (2017) tarafindan
kantitatif polimeraz zincir tepkimesiyle (qQPCR) incelenmistir.

Bagisiklik ile iligkili hymenoptaecin (Hym), hiicre proliferasyon regulatord, poli

U baglanma faktorii kd 68 (pUf68), vitellogenin (Vg), otofajiye bagli FYVE proteini,
mavi peynir (BICh) geni Varroaya karsi direng mekanizmalarini kontrol eden aday
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genler olarak gosterilmistir (Yang ve Cox-Foster 2005; Navajas vd. 2008; Dainat vd.
2012; Hamiduzzaman vd. 2012, 2017).

Arechavaleta-Velasco vd. (2012), bal arilarinda Varroa’ya Kkarsi timar
davranigina yonelik aday genleri tanimlamak igin QTL haritalama c¢alismasi
yapmiglardir. Anlamli bulduklar1 kromozom 5 iizerinde, potansiyel norogelisimsel ve
davranigsal etkileri olan Atlastin, Ataksin-3 ve Noroksin-1 dahil sadece 27 gen
bulunmaktadir. Noral gen Noroksin-1'in (AmNrx1) ifadesi, esas olarak, merkezi sinir
sisteminde ve beynin mantar govdesinde ortaya ¢ikar ki bu, arida yiiksek dereceli isleme
ve 6grenme i¢in dnemli bir organdir (Heisenberg 1998; Szyska vd. 2008). Ancak bu gen
sadece bir ¢aligmada Hamiduzzaman vd. (2017), timar davranis1 bakimindan ele
alinmustir.

Mustard vd. (2010), Bal arilarinda yirtme, hareketsiz kalma, basasagi durma,
timar, ugma ve fan gibi davraniglarin diizenlemesinde dopaminin roliini
aragtirmiglardir. Genel olarak, dopamin seviyesindeki artislar yiiriiyiisiin azalmasina
ancak fan ve timar gibi diger aktif davranislarda artisa neden oldugu bildirilmistir.
Dopamin sinyalini bloke etmenin, yiliriime ve u¢ma gibi aktif davranislarda daha az
zaman harcanmasma ve durma veya timar davranisinda artisa neden oldugu
bildirilmistir.

Fussnecker vd. (2006), biyojenik aminlerin bal aris1 motor davraniglarina etkisini
arastirmak icin is¢i bal arilarmma farkli konsantrasyonlarda octopamine, tyramine,
mianserin ve yohimbine enjekte etmislerdir. Belirli bir siire boyunca arilar1 izleyerek bu
muamelelerin yiirlime, timar, fan (kanat ¢irpma) ve u¢gma gibi davraniglara etkilerini
gbzlemlemislerdir. Timar davranisinin, en azindan bir dereceye kadar, dort biyojenik
amin muamelesinin herhangi birinde arttig1 bildirilmistir. Benzer sekilde, Yellman vd.
(1997), Drosophila'nin sinir kordonuna oktopamin, tiramin veya dopamin
uygulamasinin bacaklariyla gosterdigi timar davranisinin artmasma yol agtigini
g6zlemlemislerdir.

Kirrane vd. (2018), Varroa’ya kars1 duyarli hijyenik Rus bal arilarinda, bireysel
timar davranismi 3 farklhi grup (Yiiksek hijyenik, orta hijyenik ve diisiik hijyenik)
kullanarak o6lgmiislerdir. Calismanin sonucunda yiliksek hijyenik bal arilarinda daha
fazla timar davranmnis1 gozlemlendigini bildirmisler ve Rus bal arilarinda hijyenik
davranis ile timar davranisi arasinda anlamli bir iliski bulmuslardir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
Bal aris1 6rneklerinin temini:

Tiirkiye’de yaygin kullanilan bal aris1 irklarindan; Karniyol aris1 (A.m. carnica),
Italyan aris1 (A.m. ligustica), Suriye aris1 (A.m. syriaca), Anadolu aris1 (A.m. anatoliaca)
ve Kafkas aris1 (A.m. caucasica) olmak lzere 5 bal arisi wrkindan 30’ar is¢i ar1 ticari
olarak satin alinmigtir. Ar1 6rnekleri segilirken (Sekil 3.1) Uretici bilgilerine dayanarak
orijinini en iyi sekilde temsil etme niteligine dikkat edilmistir. Anadolu irkini temsilen
Mugla yoresinden, Kafkas arisin1 temsilen Artvin ydresinden, Karniyol irkini temsilen
Kirikkale yoresinden, Suriye ve Italyan wkini temsilen Hatay yodresinden isci ar1
ornekleri almmustir. Isci arilar icerisinde ar1 keki bulunan tel kafesler icerisinde
nakledilmistir. Ayrica, uzak illerden getirilen is¢i arilarin strese girmesini dnlemek igin
yanlarina bir adet ana ar1 konulmustur. Alinan arilar aym giin sicakligi 30°C’ye
ayarlanmig laboratuvar ortammda muhafaza edilmistir. Arilara icerisinde 10 ml %50
stikroz iceren seker surubu verilmistir. Bir geceyi bu sekilde gegiren arilarin streslerini
atmalar1 saglanmistir. Ertesi glin her bir ar1 tiiriinii temsilen fenotipik goriintiisii en iyi
olan 20 is¢i ar1 segilmistir ve arilarm petri kaplarinda Varroa’ya karsi timar davranisi
testleri yapilmistir.

Sekil 3.1. Deneme materyali olugturulurken 6rnek alman ariliklardan bazilar:
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Varroa destructor 6rneklerinin temini:

Varroa Ornekleri Antalya yoresinde ar1 yetistiricileri elinde bulunan
kolonilerdeki erkek ar1 peteklerinden elde edilmistir. Laboratuvar ortamma getirilen
peteklerde bulunan gozler pens yardimiyla agilarak Varroa’lar tek tek toplanmistir ve
testte kullanilincaya kadar petri kaplarinda beyaz-goz fazindaki erkek ar1 pupalariyla
beslenmistir (Sekil 3.2). Varroa’lar petri kaplar1 igerisinde 28° C'de ve %75 nispi nem
(RH) ayarli inkiibatérde muahafaza edilmistir (Huang vd. 2017).

Sekil 3.2. Petek gozlerinden Varroa'larin toplanmasi ve petri kaplarinda muhafazasi

3.2. Metot
Tez kapsaminda uygulanan metotlar alt basliklar halinde asagida siralanmistir.
3.2.1. Timar davramsinin test edilmesi ve analizi

Timar davranis testleri petri kabi icerisinde her bir ar1 ki i¢in sirayla
yapilmistir. Petri kaplarinda her bir ar1 igin bireysel test gerceklestirilmistir. Petri kaplari
(2r=9 cm) slak kagit pargalariyla nemlendirilmistir. Petri kaplarmin bulundugu ortam
ise 30 °C’de sabit tutulmustur. Bal arilar1 kovan disinda kaldiklarindan dolay1 testllerin
zaman kaybedilmeden yapilmasina dikkat edilmistir. Arilarda strese dayali sorunlarin
yasanmasini onlemek amaciyla ayni irkin is¢i arilart ayni giin igeresinde davranigsal
olarak test edilmistir. Bunu basarabilmek i¢in testlerde kullanilan petri kabi {izerine
birer adet aksiyon kamera dlzenegi yerlestirilmistir ve timar davraniglar1 kayit altina
alinmigtir. Timar davranigi, bireysel olarak; Aumeier (2000), tarafindan tarif edilen
yontemin uyarlanmis bir versiyonu laboratuvarda gerceklestirilmistir. Timar davranigi
test edilirken her seferinde petri kaplarma birer adet is¢i ar1 konulmustur. Daha sonra
petri kaplarinda bulunan is¢i arilarin torakslar1 iizerine birer adet Varroa
yerlestirilmistir. Varroa’lar arilarin iizerine yerlestirildigi andan itibaren 3 dakika
boyunca kronometre tutularak kayit altina alinmustir (Sekil 3.3). Petri kabindan alinan
ar1 Ornekleri hemen numarali, steril ve igerisinde RNAlater solisyonu bulunan 1,5
ml’lik tiiplere konularak -80°C’de depolanmistir.
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Timar testleri tamamlandiktan sonra video kayitlar1 bilgisayar ortamina
aktarilmistir. Video kayitlar1 incelenerek her bir armin timar yapip yapmadigi ve
yapiyorsa ne kadar siire zarfinda timar yaptig1 belirlenmistir. Arilarin timar davranist
gostermelerine gore “Timar Var” ve “Timar Yok seklinde gruplandirilmistir. gPCR
caligmalar1 sonucunda, ilgili genlerin ifade miktarlarina gore bireyler arasinda ve wklar
arasinda timar davranisi bakimindan farklilik olup olmadig: istatistiksel olarak test
edilmistir.

Sekil 3.3. Timar davranisinin in vitro olarak test edilmesi

3.2.2. Total RNA Ekstraksiyonu

Tez konusu olan timar davramisiyla ilgili oldugu bildirilen 3 aday genin
(Noroksin-1, Ataksin-3 ve Atlastin) test edilen isci arilardaki ifade miktarlarini
belirlemek icin SYBR Green floresan boya ve 6zgiin primerler kullanilak qPCR
calismalar1 yapilmistir. Bu amagla 6nce tirmar davranis testine tutulan herbir is¢i aridan
total RNA ekstraksiyonu, daha sonra cDNA sentezi ve son olarak Iki adimda
gerceklestirilen kantitasyon ¢alismalar1 i¢in 6nce -80°C dondurucuda depolanan
orneklerden total RNA ekstraksiyonu yapilmistr. Bu amagla, bal arilar1 derin
dondurucudan alinir alinmaz tizerlerine soguk azot dokiilerek steril ¢ubuklarla ezilip
total RNA ekstraksiyonuna gecilmistir. RNA ornekleri gqPCR ¢aligmalarinda
kullanilincaya kadar -80°C’de saklanmustir.
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Total RNA ekstraksiyonu asamalart:

Torakslardan RNA ekstraksiyonu Norgen Total RNA Ekstraksiyon Kit
protokoliine gore yapilmistir:

1) RNA Later iginden alinan ar1 6rneklerinin her biri 2 ml steril tiiplere taginmustir.

2) Her bir 6rnege sivi azot ilave edilerek steril plastik ¢ubuklar yardimiyla
homojenize edilmistir. Her bir 6rnek i¢in farkli plastik ¢ubuk kullanilmaistir.

3) Doku 6rnegine 600 pl tampon RL eklenmistir ve numune homojenize olana
kadar 5-10 kez bir siringaya bagli 25 ayar igneden gegirilmistir.

4) Pipet yardimiyla lizat RNaz’s1z bir mikrosantrifiij tiipline aktarilarak herhangi
bir hiicre kalintisin1 uzaklastirmak i¢in 2 dakika boyunca santriflij edilmistir.
Siipernatant baska bir RNaz icermeyen mikrosantrifiij tiipline aktarilmistir.

5) Toplanan lizat hacmine esit miktarda %70 etanol eklenmistir.

6) Elde edilen etanol lizat karisimindan 600 pl kolona aktarilip ve > 3.500 x g (~
6.000 RPM) 'de 1 dakika santriflij edilmistir.

7) Siiziintii atilarak kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirilmistir.

8) Kolona 400 pl yikama islemi igin solisyon A uygulanmistir ve 1 dakika
santrifij edilmistir.

9) Siiziintii atilarak kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirilmistir.

10) Kolona 400 pl yikama islemi igin solisyon A uygulanmustir ve 1 dakika
santrifuj edilmistir.

11) Siiziintii atilarak kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirilmistir.

12) Tekrar 400 pl yikama soliisyonu A eklenerek 1 dakika santrifilj edilmistir ve
kolon ti¢iincii kez yikanmustir.

13) Siiziintii atilarak kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirilmistir.

14) Kolonun iyice kurumasi igin 2 dakika santriftij edilmistir ve tiip atilmustir.
15) Kolon kit ile verilen 1,7 mL eliisyon tiipiine yerlestirilmistir.

16) Kolona 50 pul eliisyon solusyonu A eklenmistir.

17) 200 x g'de (~ 2.000 RPM) 2 dakika ve ardindan 14.000 x g'de (~ 14.000 RPM) 1
dakika santrifilj edilmistir.

18) Elde edilen eliit hacmi not edilmistir ve RNA RT-PCR islemine kadar -80°C’de
saklanmustir.
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3.2.3. cDNA eldesi

Orneklerden ekstrakte edilen RNA’lar qPCR cihazinda kullanilmak iizere thermal
cycler cihazinda reverse transkripsiyon islemiyle cDNA’ya ¢evrilmistir.

1) Her bir birey igin hazirlanan pcr tiiplerine sirasiyla 9 pl su ve 4 pl reaction
buffer eklenmistir.

2) Su ve reaction buffer bulunan tuplere esit miktarlarda 5 ul RNA eklenmistir.
RNA eklendikten sonra tiipler 5 dakika boyunca buz tizerinde bekletilmistir.

3) Buz ilizerinden alinan tiiplere 2’ser ul enzim eklenerek reverse transkripsiyon
islemi igin thermal cycler cihazina koyulmustur. Cihaz protokoll Cizelge 3.1°de
verilmistir.

Cizelge 3.1. cDNA sentezinde kullanilan PCR sicaklik dongii protokoli

42°C 5 dk

85°C 5 dk -
2

65°C 5 dk a
—

4°C 60 dk

3.2.4. Primerlerin seyreltilmesi
1) gPCR’da kullanilacak primerlerin seyreltilmesi gerekmektedir. Bu amacla
oncelikle, kullanilacak primerler +4°C den ¢ikarilarak 10 saniye santrifij
edilmistir.

2) 4 farkli gen icin forward ve reverse olmak Uzere toplamda 8 adet primer Data
Sheet’te belirtilen miktarlara gore saf su eklenerek seyreltilmistir.

3) Seyreltilen primerler vortekslenip ardindan santrifiij edilmistir.
4) 10 uM derisim i¢in ana stoktan 10 ul alinarak 90 pl saf su eklenmistir. Ardindan

vortekslenip santriflj edildikten sonra -20°C’de muhafaza edilmistir. Kullanilan
primerlerin sekanslar1 Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Bal arilarinda timar davranisi ile ilgili aday genler ve primerleri

Gen Semboli Gen Ad1 Forward Reverse Primer | Gen Bankasi
Primer (5°-3°) (5°-3%) (NCBI) ID
NRX-1 Noroksin-1 TCTGCACATA | ACTCCATTTT | LOC724217
AAGCC CACCCCCTC
TGTTC
ATXN-3 Ataksin-3 TGCACTTTTA | CCCCAAACTT | LOC410162
CAAGGTCCG TTAATGCACT
AC
ATL Atlastin GGCATACATT | GGGACACAA | LOC550886
AGATA AGGGAATGA
CAGCGG AC
Act B-aktin GACGAAGCC | GGCGACATAC | AB023025
CAATCAAAG ATAGCAGGA
AG G

3.2.5. qPCR mix hazirhg:

1)

2)

3)

4)

Bal ar1s1 6rneklerinde ifadesi dlglilecek olan 4 gen igin ayr1 ayr1 hazirlanmis olan
primerler, ifadesi Olculecek olan genlere gore degismekle birlikte diger
kimyasallar 500 pl’lik mikrosantrifiij tiiplerine ayni oranda eklenmistir.

Tuplere oncelikle saf su eklenip sirasiyla; reaction buffer, primer, enzyme, su
koyularak, her kimyasal eklendiginde pipetaj yapildiktan sonra vortex cihazinda
karigtirilmistir.

gPCR igin son soliisyon hazir oldugunda PCR pleyti buz tizerine alinmis ve Al
kuyucugundan baslanarak yukaridan asagiya dogru kuyucuklara hazirlanan
mixten 7,5’ar pl koyulmustur.

Kuyucuklara mixler koyulduktan sonra Uzerlerine 2,5 pl cDNA o&rnekleri
eklenmistir. PCR pleytinin en saginda yer alan A12 kuyucuguna gelinerek
negatif kontrol i¢in yukaridan asagiya 4 gen icin g°PCR mixi eklenmistir (CDNA
eklenmemistir). Kullanilan kimyasallar ve miktarlar1 asagida Cizelge 3.3’te
verilmistir.
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Cizelge 3.3. gPCR mix hazirliginda kullanilan kimyasallar.

Kimyasallar 1X

H20 (PCR-grade) 1,5 ul
SYBR Green Master 5ul

Forward Primer 0,5 ul
Reverse Primer 0,5 ul
Toplam 7,5 ul
Ornek cDNA 2,5 ul
Toplam Hacim 10 pl

3.2.6. gPCR cihaz protokoli

Total RNA izolasyonlar1 yapilan bal aris1 6rneklerinde 4 farkli genin ifade
seviyelerinin arastirilmasi i¢in Roche Lightcycler 96 cihazi kullanilmistir. gPCR cihaz
protokolii baslica 4 kisimdan olusmaktadir: Denatlirasyon, amplifikasyon, melting
(erime) asamasi ve son asama sogutma isleminin gerceklestirildigi cooling asamasidir.
Cihaz uygulamalar1 ayrmtili olarak asagida Cizelge 3.4’te verilmistir.

Cizelge 3.4. qPCR cihaz protokolii

Denaturasyon Amplifikasyon Erime Egrisi Sogutma
Parametre
Analiz - . .
Yok Kantifikasyon Modu Erime Egrisi Modu Yok
Modu
Dongu 1 45 1 1
Hedef [°C] 95 95 60 72 95 60 95 40
Sire 10dk | 10sn 10sn 15sn 10sn | 30sn 00 30sn
BldeEtme | v | vok | Yyok | Tek | Yok | Yok |  Surekli Yok
Modu

24




MATERYAL VE METOT B.i. YILDIZ

3.2.7. istatistiksel analizler

Bes ar1 wrkina ait bal aris1 ornekleri igin gergeklestirilen qPCR amplifikasyon
sonuglar1 degerlendirilirken B-aktin (Housekeeping)’e gore ¢izilen standart egri dikkate
alimmistir. Hesaplanan gen amplifikasyonlari istatistiksel olarak karsilagtirilmadan 6nce
tim verilerde Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk (normal dagilim testi) testi
yapilmistir. Timar davranist ile ilgili aday genlerin qPCR kantitasyon miktarlarmin
hesaplanmasinda caligilan Orneklerin referans ve hedef gen Cr degerlerinin farkini
gosteren Hedef Gen Oran metodu kullanilmistir. Burada, Ct her bir gen i¢in gPCR’daki
kantitasyon esik degerini gostermektedir.

1 2"[Cy(aktin) — Cr(hedef gen)]
~ 2"[C;(aktin) — C,(GFP geni)]

Timmar davranist bakimmdan “VAR” ve “YOK” olarak kodlanan bireylerin
sayilar1 irka bagli olarak degisip degismedigi ve Ct ve Cq degerleri bakimindan ar1
rklar1 arasinda bir iliski olup olmadigini belirlemek i¢in Ki-Kare testi yapilmistir. Ar1
rklarint Ct ve Cq degerleri bakimmdan karsilastirmak i¢in Tek Yonli Normal ANOM
analizi kullanilmistir (MINITAB 18).

Normal dagilim gdstermeyen gen amplifikasyon verileri bakimindan ar1 irklar1
arasindaki farkliliklar ANOVA (Analysis of Variance)’nin non-parametrik alternatifi
olan Kruskal-Wallis testi ile karsilagtirilmistir (SPSS v.24). Timar davranis1 gosteren ve
gostermeyen bireyler arasinda tezde c¢alisilan 3 aday genin ifade miktarlar1 arasindaki
farkliliklar T-testi ile analiz edilmistir (SPSS v.24).
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4. BULGULAR
4.1. Fenotipik Analiz Bulgulan

Yapilan davranig testlerinin sonucunda timar davranisi durumlarina gére bal
artlart Timar Yok “TY” ve Timar Var “TV” olarak 2 gruba ayrilmistir. Ar1 wklarinda
saptanan timar davranis durumlar1 Cizelge 4.1°de verilmistir. italyan bal aris1 irkinda 20
is¢i aridan 13 birey timar davranigi gostererek en fazla timar davranisi gosteren irk
olmustur. Kafkas bal aris1 irkinda ise sadece 5 birey timar davranigi gostermistir.

Cizelge 4.1. Ar1 irklarinda saptanan timar davranisi durumlari

Ar Irklar1
Karniyol Italyan  Suriye Anadolu Kafkas Toplam
Timar Timar 13 7 9 9 15 53
Davranisi Yok
Timar 7 13 11 11 5 47
Var
Toplam 20 20 20 20 20 100

Timar davranigi gostermenin ar1 wrklarina bagl olup olmadig: ki-kare testi ile
belirlenmistir (Cizelge 4.2). Yapilan istatistiksel analiz sonucunda wrklar arasinda timar
davranis1 gosteren ve gostermeyen birey sayisi bakimindan bir iligkinin olmadigi
belirlenmistr (p:0,07>0,05).

Cizelge 4.2. Timar davranig1 gostermenin ar1 irkina bagh olup olmadiginin belirlenmesi
icin yapilan Ki-kare testi sonucu

Asimptotik Onem (2-

Deger sd tarafli)
Pearson Ki-Square 8,671 4 ,070
Olabilirlik Oran1 8,929 4 ,063
Dogrusal-Dogrusal Mliski 715 1 ,398
McNemar-Bowker Testi : : b
Gegerli Durumlari N sayis1 100

4.2. Molekiiler Analiz Bulgular

RT- gPCR ile gen ifadesi dl¢limlerine baslamadan 6nce izole edilen RNA’larin
kalite ve konsantrasyonlar1 Biodrop cihazinda belirlenmistir. Elde edilen RNA 6lgim
degerleri Cizelge 4.3’te verilmistir. DNA ve RNA'nin safligini degerlendirmek i¢in 260
nm ve 280 nm'de absorbans orani kullanilmaktadir. 2.00 degeri genellikle saf RNA’y1
ifade etmektedir.
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Cizelge 4.3. Materyal olarak kullanilan bal aris1 irklarma ait bireylerden ekstrakte edilen
total RNA’larin Biodrop cihazinda verdigi absorbans degerleri

Bireyler A260/230 A260/280 Konsantrasyon (ug/ml)
Al 1,24 2,33 44,80
A2 2,26 2,37 199,20
A3 0,28 2,16 32,80
Ad 1,23 2,41 94,40
A5 2,22 2,36 113,60
A6 2,30 2,30 73,60
A7 1,61 2,34 103,2
A8 0,82 2,27 60,00
A9 2,28 2,33 102,40

Al10 1,04 2,39 88,00
All 2,20 2,32 68,80
Al12 1,42 2,37 56,80
Al3 1,51 2,38 49,60
Al4d 2,47 2,34 108,80
Al5 2,51 2,34 82,40
Al6 1,13 2,25 63,20
Al7 2,20 2,33 156,80
Al18 2,51 2,32 70,40
A19 2,56 2,33 102,40
A20 1,70 2,29 68,00
F1 1,34 2,39 44,00
F2 2,02 2,35 90,40
F3 1,22 2,40 48,00
F4 1,84 2,33 85,60
F5 2,02 2,38 64,80
F6 1,63 2,35 80,80
F7 1,06 2,32 80,00
F8 1,35 2,31 107,20
F9 1,96 2,39 111,20
F10 1,56 2,36 64,40
F11 1,95 2,36 62,40
F12 0,91 2,41 42,40
F13 1,56 2,40 67,20
F14 2,10 2,33 67,20
F15 2,06 2,33 56,00
F16 2,25 2,36 72,60
F17 1,63 2,23 53,60
F18 2,45 2,39 92,00
F19 1,80 2,31 64,80
F20 2,05 2,31 29,60
(Devam Arkada)
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Cizelge 4.3.’iin devami

Bireyler A260/230 A260/280 Konsantrasyon (ug/ml)
11 2,33 2,25 160,8
12 2,25 2,25 100,8
13 1,78 2,27 80,00
14 1,80 2,25 50,40
15 1,14 2,28 38,40
16 2,16 2,25 93,60
17 2,35 2,27 112,8
18 2,02 2,23 68,00
19 1,52 2,27 67,20
110 2,08 2,25 113,6
111 1,59 2,25 56,00
112 1,18 2,34 82,40
113 1,91 2,26 68,80
114 1,69 2,27 80,00
115 2,17 2,28 71,20
116 1,95 2,28 76,80
117 2,22 2,32 208,00
118 2,00 2,25 86,40
119 1,69 2,24 44,80
120 2,00 2,29 62,40
K1 0,07 3,00 7,200
K2 0,17 2,75 8,800
K3 0,14 2,33 5,600
K4 0,48 2,40 9,600
K5 0,17 2,66 6,400
K6 0,15 2,33 5,600
K7 0,70 2,33 5,600
K8 0,35 2,75 8,800
K9 0,72 2,00 6,400
K10 0,36 2,33 5,600
K11 0,31 2,50 8,000
K12 0,25 2,25 7,200
K13 0,14 2,00 6,400
K14 0,87 1,75 5,600
K15 0,303 2,00 8,000
K16 0,39 2,20 8,800
K17 0,32 3,00 7,200
K18 0,34 2,00 6,400
K19 0,88 2,00 6,400
K20 0,45 2,00 4,800

(Devamu Arkada)
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Cizelge 4.3.”0n devami

Bireyler A260/230 A260/280 Konsantrasyon (ug/ml)
S1 0,82 2,26 34,40
S2 1,37 2,26 47,20
S3 1,48 2,33 39,20
S4 0,54 2,29 44,00
S5 0,24 2,30 24,00
S6 1,83 2,35 26,40
S7 1,43 2,26 47,20
S8 1,63 2,34 125,6
S9 1,12 2,30 36,80

S10 1,80 2,23 37,60
S11 1,73 2,26 41,60
S12 1,71 2,20 42,40
S13 0,63 2,23 46,40
S14 1,70 2,24 73,60
S15 1,52 2,23 46,40
S16 1,20 2,18 28,00
S17 0,60 2,29 44,00
S18 1,08 2,07 43,20
S19 1,22 2,16 43,20
S20 1,25 2,22 32,00

A: Anadolu ars1, F: Kafkas aris1, S: Suriye aris1, K: Karniyol aris1, I: italyan aris1

Izole edilen RNA’larin kalite ve konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra RNA’lar
thermal cycler cihazinda Cizelge 3.1°deki protokol kullanilarak CDNA’ya ¢evrilmistir.
Elde edilen cDNA’lar tez konusu aday genlerin gPCR cihazinda kantitasyon dl¢ciiminde
kullanilmistir. Kantitasyonu gerceklestirilen aday genlerin qPCR cihazinda elde edilen
sonuglar1 asagida Sekil 4.1-5’te 6zetlenmistir.
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Sekil 4.4. Anadolu (A) bal arisinda aday genlerin RT-qPCR sonuglari
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Sekil 4.5. Kafkas (F) bal arisinda aday genlerin RT-qPCR sonuglar1

Timar davranisit gosteren ve gostermeyen bireyler birlikte degerlendirildiginde,
gPCR analizleri sonucunda hesaplanan Ct ve Cq degerlerinin tanimlayici istatistikleri
Cizelge 4.4’te gosterilmistir. Ayrica herbir ar1 rkinda tiim bireylerin timar davranigi
durumu, her bir aday genin her bir bireyde tespit edilen Cq degerleri ve tez konusu olan
aday genlerin ifade miktarlar1 (Act) Cizelge 4.5-9’da 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.4. Timar davranisi gosteren ve gostermeyen bireylerin Ct ve Cq degerlerinin
tanimlayici istatistikler

Timar
Davranisi N Ortalama Std. Sapma Std. Hata
Noroksin-1 Ct Yok 53 ,063187 ,1158677 ,0159156
Var 47 ,048166 ,1443147 ,0210505
Ataksin-3 Ct Yok 53 ,908166 1,7406809 ,2391009
Var 47 ,881372 1,6298025 2377311
Atlastin Ct Yok 53 1,866489 2,5255425 ,3469099
Var 47 1,680949 2,3996974 ,3500318
Beta Aktin Cq Yok 53 24,7657 4,95692 ,68088
Var 47 23,0728 3,53856 ,51615
Noroksin-1 Cq Yok 53 32,3906 3,51579 ,48293
Var 47 30,4364 3,18023 ,46388
Ataksin-3 Cq Yok 53 23,9009 4,09156 ,56202
Var 47 22,8028 3,47404 ,50674
Atlastin Cq Yok 53 21,2426 3,06755 ,42136
Var 47 20,2004 1,30860 ,19088
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Cizelge 4.5. Karniyol irk1 Cq, Act degerleri ve timar durumlari

Ornekler Beta-aktin Noroksin- Ataksin-3  Atlastin  Noroksin- Ataksin-3  Atlastin =~ Timar
Cq 1Cq Cq Cq 1 Act Act Act

K1 27,05 30,33 17,83 17,67 1,03E-01 5,96E+02 6,66E+02 +
K2 28,69 29,89 20,65 17,97 4,35E-01 2,63E+02 1,69E+03 -
K3 26,90 29,94 22,62 18,07 1,22E-01 1,94E+01 4,55E+02 -
K4 30,53 31,12 18,21 19,34 6,64E-01 5,11E+03 2,34E+03 +
K5 29,60 31,02 41,95 18,87 3,74E-01 192E-04 1,70E+03 +
K6 28,48 34,34 25,16 18,66 1,72E-02 9,99E+00 9,04E+02 -
K7 28,14 30,24 18,33 21,19 2,33E-01 8,98E+02 1,24E+02 -
K8 32,64 34,98 28,16 22,43 1,98E-01 2,23E+01 1,18E+03 -
K9 31,85 43,01 22,88 19,60 4,37E-04 5,01E+02 4,87E+03 +
K10 26,91 32,75 23,05 19,00 1,75E-02 1,45E+01 2,41E+02 -
K11 31,31 34,75 23,28 20,35 9,21E-02 2,61E+02 1,99E+03 -
K12 30,63 34,18 23,08 19,52 8,54E-02 1,87E+02 2,21E+03 -
K13 31,01 41,27 23,66 21,01 8,16E-04 1,63E+02 1,02E+03 -
K14 30,71 35,70 23,44 20,81 3,15E-02 1,54E+02 9,55E+02 +
K15 31,52 33,26 23,67 21,17 2,99E-01 2,31E+02 1,31E+03 -
K16 34,39 35,30 23,90 21,08 5,32E-01 1,44E+03 1,02E+04 -
K17 31,15 33,94 21,04 18,10 1,45E-01 1,11E+03 8,48E+03 +
K18 33,03 35,29 22,91 19,70 2,09E-01 1,11E+03 1,03E+04 -
K19 32,52 33,10 22,70 19,11 6,69E-01 9,04E+02 1,09E+04 +
K20 32,44 35,06 22,17 18,22 1,63E-01 1,23E+03 1,91E+04 -
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Cizelge 4.6. Italyan rk1 Cq, Act degerleri ve timar durumlari

Ornekler Beta-  Noroksin- Ataksin-3  Atlastin  Noroksin- ~ Ataksin  Atlastin Timar

aktin Cq 1Cq Cq Cq 1 Act Act Act

11 21,02 28,96 23,88 21,65 4,07E-03 1,38E-01 6,46E-01 +
12 20,39 26,40 21,75 20,36 1,55E-02 3,90E-01 1,02E+00 +
13 21,23 30,01 22,44 19,96 2,27E-03 4,32E-01 2,41E+00 +
14 20,52 28,29 22,33 20,79 4,58E-03 2,85E-01 8,29E-01 -
15 21,01 28,01 22,50 20,26 7,81E-03 3,56E-01 1,68E+00 +
16 22,71 28,08 25,46 23,86 2,42E-02 1,49E-01 4,51E-01 +
17 21,59 25,63 23,34 22,32 6,08E-02 2,97E-01 6,03E-01 +
18 20,43 28,88 22,63 21,72 2,86E-03 2,18E-01 4,09E-01 -
19 21,62 28,87 22,51 20,40 6,57E-03 5,40E-01 2,33E+00 +
110 21,69 29,66 24,59 23,07 3,99E-03 1,34E-01 3,84E-01 +
111 21,89 27,65 23,01 20,78 1,85E-02 4,60E-01 2,16E+00 +
112 23,48 31,11 25,56 22,52 5,05E-03 2,37E-01 1,95E+00 +
113 21,06 28,71 21,81 20,29 4,98E-03 5,95E-01 1,71E+00 +
114 21,44 28,48 23,25 22,18 7,60E-03 2,85E-01 5,99E-01 -
115 23,00 29,89 23,61 21,07 8,43E-03 6,55E-01 3,81E+00 -
116 24,23 27,49 21,94 19,90 1,04E-01 4,89E+00 2,01E+01 -
117 26,34 35,61 26,81 24,98 1,62E-03 7,22E-01 2,57E+00 -
118 24,46 31,58 26,63 21,87 7,19E-03 2,22E-01 6,02E+00 +
119 23,45 31,77 22,77 21,11 3,13E-03 1,60E+00 5,06E+00 +
120 23,56 31,94 27,97 22,11 3,00E-03 4,70E-02 2,73E+00 -
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Cizelge 4.7. Suriye 1rk1 Cq, Act degerleri ve timar durumlart

Ornekler Beta-  Noroksin Ataksin-3 Atlastin  Noroksin Ataksin-3  Atlastin Timar

aktin Cq -1Cq Cq Cq -1 Act Act Act

S1 21,01 32,79 20,65 19,04 2,84E-04 1,28E+00 3,92E+00 -
S2 22,04 32,83 20,57 19,05 5,65E-04 2,77E+00 7,94E+00 -
S3 21,29 31,72 21,60 19,10 7,25E-04 8,07E-01 4,56E+00 -
S4 21,67 31,99 21,04 19,07 7,82E-04 1,55E+00 6,06E+00 -
S5 21,77 30,86 22,25 18,71 1,84E-03 7,17E-01 8,34E+00 -
S6 23,49 32,43 25,02 20,57 2,04E-03 3,46E-01 7,57E+00 -
S7 23,98 34,32 24,42 19,93 7,72E-04 7,37E-01 1,66E+01 +
S8 23,89 33,08 23,72 21,30 1,71E-03 1,13E+00 6,02E+00 -
S9 22,25 33,14 21,56 19,47 527E-04 1,61E+00 6,87E+00 -
S10 23,52 32,09 24,13 21,02 2,63E-03 6,55E-01 5,66E+00 +
S11 22,00 30,66 21,44 19,16 2,47TE-03 1,47E+00 7,16E+00 +
S12 23,09 31,47 21,70 19,81 3,00E-03 2,62E+00 9,71E+00 +
S13 21,38 30,72 20,86 18,89 1,54E-03 1,43E+00 5,62E+00 +
S14 21,54 31,27 21,12 19,83 1,18E-03 1,34E+00 3,27E+00 -
S15 22,46 32,06 20,95 19,26 1,29E-03 2,85E+00 9,19E+00 +
S16 24,66 31,19 21,20 19,67 1,08E-02 1,10E+01 3,18E+01 +
S17 23,20 30,56 20,27 18,71 6,09E-03 7,62E+00 2,25E+01 +
S18 21,95 29,89 20,20 18,60 4,07E-03 3,36E+00 1,02E+01 +
S19 22,82 30,48 20,62 18,77 4,94E-03 4,59E+00 1,66E+01 +
S20 23,08 31,64 20,37 19,24 2,65E-03 6,54E+00 1,43E+01 +
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Cizelge 4.8. Anadolu irk1 Cq, Act degerleri ve timar durumlari

Ornekler Beta-  Noroksin Ataksin-3 Atlastin  Noroksin Ataksin-3  Atlastin Timar

aktin Cq -1Cq Cq Cq -1 Act Act Act

Al 18,56 26,56 21,44 19,97 3,91E-03 1,36E-01 3,76E-01 +
A2 - 35,22 20,91 19,78 - - - +
A3 19,63 27,16 21,48 19,48 5,41E-03 2,77E-01 1,11E+00 +
Ad 21,18 31,12 23,09 21,89 1,02E-03 2,66E-01 6,11E-01 +
A5 21,38 30,44 24,88 21,68 1,87E-03 8,84E-02 8,12E-01 +
A6 19,72 27,10 20,93 19,27 6,00E-03 4,32E-01 1,37E+00 +
A7 24,78 36,32 20,75 19,21 3,36E-04 1,63E+01 4,75E+01 +
A8 19,13 26,03 21,15 19,21 8,37E-03 2,47E-01 9,46E-01 -
A9 - 32,01 23,18 21,22 - - - -
Al0 20,09 32,50 21,65 21,65 1,84E-04 3,39E-01 3,39E-01 -
All 20,31 27,71 21,67 19,91 5,92E-03 3,90E-01 1,32E+00 -
Al2 19,52 26,41 20,82 19,34 8,43E-03 4,06E-01 1,13E+00 +
Al3 20,44 28,90 22,13 20,52 2,84E-03 3,10E-01 9,46E-01 +
Al4 22,36 31,73 23,62 21,97 1,51E-03 4,18E-01 1,31E+00 +
Al5 22,29 31,99 24,70 22,74 1,20E-03 1,88E-01 7,32E-01 -
Al6 22,07 28,71 20,99 19,31 1,00E-02 2,11E+00 6,77E+00 -
Al7 23,21 32,34 23,44 22,45 1,78E-03 8,53E-01 1,69E+00 -
Al8 20,18 27,90 21,59 20,23 4,74E-03 3,76E-01 9,66E-01 +
Al9 20,17 30,30 21,87 20,53 8,92E-04 3,08E-01 7,79E-01 -
A20 19,88 30,09 23,73 22,54 8,44E-04 6,93E-02 1,58E-01 -
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Cizelge 4.9. Kafkas irki Cq, Act degerleri ve timar durumlari

Ornekler Beta- Noroksi- Ataksin-3  Atlastin -~ Noroksin  Ataksin-3  Atlastin Timar
aktin Cq 1Cq Cq Cq -1 Act Act Act
F1 36,90 39,06 20,89 28,60 2,24E-01 6,60E+04 3,15E+02 -
F2 20,08 32,11 28,56 19,71 2,39E-04 2,80E-03 1,29E+00 +
F3 36,14 38,39 30,33 29,15 2,10E-01 5,61E+01 1,27E+02 -
F4 26,25 36,61 21,15 20,04 7,61E-04 3,43E+01 7,40E+01 -
F5 21,99 32,52 20,67 19,30 6,76E-04 2,50E+00 6,45E+00 -
F6 23,47 39,91 30,10 29,97 1,12E-05 1,01E-02 1,10E-02 -
F7 33,56 35,88 30,93 19,41 2,00E-01 6,19E+00 1,82E+04 -
F8 19,54 33,97 39,92 22,21 4,53E-05 7,33E-07 1,57E-01 -
F9 22,16 33,22 22,75 21,30 4,68E-04 6,64E-01 1,82E+00 -
F10 24,61 37,37 21,09 33,45 1,44E-04 1,15E+01 2,18E-03 -
F11 21,91 35,12 34,87 19,84 1,06E-04 1,26E-04 4,20E+00 -
F12 20,19 32,94 34,17 25,27 1,45E-04 6,19E-05 2,96E-02 -
F13 19,29 29,21 27,20 20,79 1,03E-03 4,16E-03 3,54E-01 -
F14 19,36 28,31 23,34 19,78 2,02E-03 6,34E-02 7,47E-01 +
F15 19,41 27,00 22,30 20,19 5,19E-03 1,35E-01 5,82E-01 -
F16 20,30 27,16 22,00 20,13 8,61E-03 3,08E-01 1,13E+00 +
F17 20,17 26,64 21,58 20,12 1,13E-02 3,76E-01 1,04E+00 -
F18 20,29 25,80 21,92 20,16 2,19E-02 3,23E-01 1,09E+00 +
F19 20,50 28,53 23,81 21,29 3,83E-03 1,01E-01 5,78E-01 +
F20 20,92 25,24 19,71 19,40 5,01E-02 2,31E+00 2,87E+00 -
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Bes an

rrkinda amplifikasyonu gergeklestirilen
degerlendirildiginde hesaplanan Ct ve Cq degerlerine ait tanimlayici istatistikler Cizelge
4.10’da verilmistir.

aday genler

Cizelge 4.10. Genlerin Ct ve Cq degerlerinin tanimlayici istatistiksel verileri

birlikte

N Minimum  Maksimum Ortalama Std. Sapma

istatistik istatistik istatistik istatistik Std. Hata istatistik
Noroksin-1 Ct 100 ,0000 ,6690 ,066127 ,0129559 ,1295589
Ataksin-3 Ct 100 ,0000 9,9900 ,895573 ,1681041 1,6810414
Atlastin Ct 100 ,0000 9,7100  1,779285 ,2456543 2,4565429
Beta Actin Cq 100 18,56 36,90 23,9700 ,44097 4,40966
Noroksin-1 Cq 100 25,24 43,01 31,4721 ,34861 3,48608
Ataksin-3 Cq 100 17,83 41,95 23,3848 ,38346 3,83463
Atlastin Cq 100 17,67 33,45 20,7528 ,24518 2,45185
Gegerli N (listwise) 100

Art wklarmi aday genlerin kantitasyonu bakimmdan karsilastirmak icin
yapilacak olan istatistiksel analizlere baslamadan 6nce tim verilere normal dagilim testi
yapilmistir (Cizelge 4.11 ve 4.12). Normal dagilim test sonuglarinda Ct ve Cq
Olctimlerinin normal dagilim géstermedigi belirlemistir.

Cizelge 4.11. Aday genler birlikte degerlendirildiginde hesaplanan Ct ve Cq
Olcimlerinin normal dagilim testi sonuglari

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
istatistik sd Sig. istatistik sd Sig.
Noroksin-1 Ct ,367 100 ,000 ,491 100 ,000
Ataksin-3 Ct ,298 100 ,000 ,553 100 ,000
Atlastin Ct ,246 100 ,000 ,733 100 ,000
Beta Aktin Cq ,197 100 ,000 ,849 100 ,000
Noroksin-1 Cq ,074 100 ,200 ,969 100 ,017
Ataksin-3 Cq ,227 100 ,000 ,739 100 ,000
Atlastin Cq , 172 100 ,000 , 739 100 ,000
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Cizelge 4.12. Aday genlerin her bir irk i¢in hesaplanan Ct ve Cq degerlerinin normal
dagilim testi sonuglari

Kolmogorov-Smirnov@ Shapiro-Wilk
Ari Irklari istatistik sd Sig. istatistik sd Sig.
Noroksin-1 Ct ~ Karniyol ,175 20 , 111 ,867 20 ,010
italyan ,352 20 ,000 ,637 20 ,000
Suriye ,220 20 ,013 ,761 20 ,000
Anadolu ,366 20 ,000 ,406 20 ,000
Kafkas ,382 20 ,000 ,530 20 ,000
Ataksin-3 Ct Karniyol ,508 20 ,000 ,257 20 ,000
italyan ,366 20 ,000 AT72 20 ,000
Suriye ,261 20 ,001 ,809 20 ,001
Anadolu ,339 20 ,000 ,667 20 ,000
Kafkas ,360 20 ,000 ,527 20 ,000
Atlastin Ct Karniyol ,323 20 ,000 ,633 20 ,000
italyan ,154 20 ,200" ,863 20 ,009
Suriye ,199 20 ,036 ,885 20 ,022
Anadolu ,300 20 ,000 ,578 20 ,000
Kafkas ,268 20 ,001 ,709 20 ,000
Beta Aktin Cq  Karniyol ,160 20 ,192 ,948 20 ,342
italyan ,191 20 ,054 ,907 20 ,056
Suriye ,142 20 ,200" ,960 20 ,5637
Anadolu ,207 20 ,025 ,905 20 ,052
Kafkas ,284 20 ,000 ,699 20 ,000
Noéroksin-1 Cq  Karniyol ,208 20 ,024 ,865 20 ,010
italyan ,169 20 ,136 ,933 20 ,178
Suriye ,091 20 ,200 ,974 20 ,834
Anadolu ,118 20 ,200 ,945 20 ,301
Kafkas ,139 20 ,200 ,938 20 ,220
Ataksin-3 Cq Karniyol 313 20 ,000 ,675 20 ,000
italyan ,187 20 ,066 ,875 20 ,014
Suriye ,246 20 ,003 ,823 20 ,002
Anadolu ,206 20 ,026 ,879 20 ,017
Kafkas ,239 20 ,004 ,859 20 ,008
Atlastin Cq Karniyol ,118 20 ,200° ,945 20 ,297
italyan ,131 20 ,200° ,924 20 ,120
Suriye ,203 20 ,029 ,870 20 ,012
Anadolu ,155 20 ,200° ,889 20 ,026
Kafkas ,311 20 ,000 ,723 20 ,000
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Aday genlerin her bir bal aris1 irkindaki Ct ve Cq degerlerinin dagilimi boxplot
grafikleri kullanilarak gosterilmistir (Sekil 4.6-11).
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Sekil 4.6. Bal aris1 irklarinda NOroksin-1 geni igin tespit edilen Ct degerlerinin boxplot
grafigi
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Sekil 4.7. Bal aris1 irklarinda Ataksin-3 geni i¢in tespit edilen Ct degerlerinin boxplot
grafigi
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Sekil 4.8. Bal aris1 rklarinda Atlastin geni i¢in tespit edilen Ct degerlerinin boxplot

grafigi

45,00

40,00

35,007

Néroksin Cq

30,004

25,004

T
Karniyol

T
Ralyan

Sl.llive
Ari Irklan

T T
Anadelu Kafkas

Sekil 4.9. Bal aris1 irklarinda Noroksin-1 geni i¢in tespit edilen Cq degerlerinin boxplot

grafigi
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Sekil 4.10. Bal aris1 irklarinda Ataksin-3 geni icin tespit edilen Cq degerlerinin boxplot
grafigi
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Sekil 4.11. Bal aris1 rklarinda Atlastin geni icin tespit edilen Cq degerlerinin boxplot
grafigi
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Ayrica ¢aligilan bal arisi wklarinda belirlenen Ct ve Cq degerlerinin bireysel
dagilimlar1 histogram grafigi seklinde asagida sekil 4.12- 17°de verilmistir.
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Sekil 4.12. Noroksin-1 geni igin hesaplanan Ct degerlerinin ar1 irklarinda dagilim
histogrami
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Sekil 4.13. Ataksin-3 geni icin hesaplanan Ct degerlerinin ar1 wklarinda dagilim
histogrami
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Sekil 4.14. Atlastin geni icin hesaplanan Ct degerlerinin ar1 iklarinda dagilim
histogrami
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Sekil 4.15. Noroksin-1 geni igin hesaplanan Cq degerlerinin ar1 wklarinda dagilim
histogrami
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Sekil 4.16. Ataksin-3 geni icin hesaplanan Cq degerlerinin ar1 irklarinda dagilim
histogrami
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Sekil 4.17. Atlastin geni icin hesaplanan Cqg degerlerinin ar1 wrklarinda dagilim
histogrami

Aday genler igin hesaplanan Ct ve Cq degerlerinin bal aris1 irklar1 bakimindan
farklilik gosterip gostermedigi Tek YOnli Normal ANOM analizi (Sekil 4.18-24) ve
Kruskal-Wallis analizleri (EK 1-7) kullanilarak arastirilmistir. Ct degerleri referans gen
baz alinarak hesaplandig1 i¢in referans gene ait Ct degeri hesaplanmamaktadir. Bu
sebeple Ct degerleri karsilastirilirken referans gen bir grup olarak kullanilmistir. Cq
degerlerinin ortalamalar1 ne kadar diisiikse, hedef gen amplifikasyon miktar1 esik
degerini o kadar erken agmis demektir. Ct degeri ortalamalarinin yiiksek olmasi da ilgili
genin ifadesinin yiiksek oldugu manasina gelmektedir.

NOroksin-1 geni i¢in hesaplanan Ct degeri bakimmdan Karniyol ve Suriye ar1
wrklarinin diger ar1 rklarindan farkli oldugu belirlenmistir (Sekil 4.18). Karniyol ar1 irk1
NOroksin-1 geni bakiminda diger irklardan daha yiiksek Ct degerleri gostermistir.
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One-Way Normal ANOM for Néroksin Ct
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Sekil 4.18. Noroksin-1 geni Ct degerinin wrklara gére Tek Yonli Normal ANOM
(Analysis of mean) analizi sonucu (1: Karniyol, 2: italyan, 3: Suriye, 4: Anadolu,
5: Kafkas)

Ataksin-3 geni i¢in hesaplanan Ct degeri bakimindan Suriye ar1 rkinmn diger ar1
rklarindan farkli degerler gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.19). Suriye ar1 irk1 Ataksin-
3 geni bakimindan diger wrklardan daha yiiksek Ct degerleri gdstermistir.
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Sekil 4.19. Ataksin-3 geni Ct degerinin klara gore Tek Yonli Normal ANOM
(Analysis of mean) analizi sonucu (1: Karniyol, 2: Italyan, 3: Suriye, 4: Anadolu,
5: Kafkas)

Atlastin geni i¢in hesaplanan Ct degeri bakimindan Karniyol ve Suriye ar1
wrklarinin diger ar1 wrklarmdan farkli oldugu belirlenmistir (Sekil 4.20). Suriye ar1 ki
Atlastin geni bakimindan diger irklara gore daha yiiksek Ct degeri gosterirken karniyol
ar1 rkimin daha diisiik degere sahip oldugu hesaplanmistir.
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One-Way Normal ANOM for Atlastin Ct
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Sekil 4.20. Atlastin geni Ct degerinin irklara gére Tek Yonlii Normal ANOM (Analysis
of mean) analizi sonucu (1: Karniyol, 2: Italyan, 3: Suriye, 4: Anadolu, 5: Kafkas)

Aday genler ve referans gen icin belirlenen Cq degerleri ANOM analizleri
yapilarak karsilastirilmistir (Sekil 4.21-24). Referans gen (Housekeeping)’in qPCR
amplifikasyonlarinda hesaplanan Cq degerleri bakimindan Karniyol ar1 1wk
digerlerinden daha yiiksek deger gosterirken, Italyan ve Anadolu wklar1 daha diisiik
degerler gostermistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Beta Aktin geni Cq degerinin wklara gore Tek Yonlii Normal ANOM
(Analysis of mean) analizi sonucu (1: Karniyol, 2: italyan, 3: Suriye, 4: Anadolu,
5: Kafkas)

Noroksin-1 geni icin belirlenen Cq degerleri bakimindan Karniyol ar1 wkinm
diger rklardan daha ge¢ amplifikasyon gosterdigi ancak italyan ari wrkinin digerlerine
gore daha erken amplifikasyon gosterdigi goriilmiistiir (4.22). Anadolu, Suriye ve
Kafkas ar1 wklarinda ise Noroksin-1 geninin qPCR kantitasyon baslama dongu
degerlerinin farkli olmadig1 saptanmustir.

48



BULGULAR B.i. YILDIZ

One-Way Normal ANOM for Néroksin Cq
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Sekil 4.22. NoOroksin-1 geni Cq degerinin wklara gore Tek Yonlii Normal ANOM
(Analysis of mean) analizi sonucu (1: Karniyol, 2: italyan, 3: Suriye, 4: Anadolu,
5: Kafkas)

Ataksin-3 geni kantitasyon dongli degerleri dikkate alindiginda Kafkas ari
iwrkinin diger ar1 wklarindan daha yiiksek degerler gosterdigi ancak diger wklarin
birbirinden farkli olmadigi anlasilmistir (Sekil 4.23). Bu durum Kafkas ar1 wkinin
Ataksin-3 geni bakimindan daha ge¢ amplifikasyona sahip oldugunu gostermektedir.

One-Way Normal ANOM for Ataksin Cq
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Sekil 4.23. Ataksin-3 geni Cq degerinin wrklara gére Tek Yonli Normal ANOM
(Analysis of mean) analizi sonucu (1: Karniyol, 2: italyan, 3: Suriye, 4: Anadolu,
5: Kafkas)
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Atlastin geni icin hesaplanan kantifikasyon dongu degerleri bakimindan
Karniyol, Suriye ve Kafkas ar1 wklarmm diger ar1 wklarindan farkli oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.24). Suriye ar1 k1 Atlastin geni bakimindan diger irklardan daha
diisiik Cq degerleri gostermistir. Buradan Suriye ar1 wkinin Atlastin geni bakimindan
daha gec kantifikasyona sahip oldugu anlagilmaktadir.

One-Way Normal ANOM for Atlastin Cq
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Sekil 4.24. Atlastin geni Cq degerinin irklara gore Tek Yo6nli Normal ANOM (Analysis
of mean) analizi sonucu (1: Karniyol, 2: Italyan, 3: Suriye, 4: Anadolu, 5: Kafkas)

Bal aris1 wklar1 arasinda tez konusu genlerin ifade miktarlar1 bakimindan
farklilik olup olmadigu istatistiki olarak test edilirken, elde edilen veriler normal dagilim
gostermediginden dolayt ANOVA (Analysis of Variance)’nin non-parametrik alternatifi
olan Kruskal-Wallis testi yapilmistir (EK-1-7).

Ct ve Cq degerleri analiz edildiginde NoOroksin-1, Ataksin-3, Atlastin ve Beta
Aktin genlerinin determinasyonlarnin ar1 wklar1 arasinda énemli istatistiksel farkliliklar
(p<0,01) gosterdigi belirlenmistir (EK-1-7).

Ancak, yapilan T-testi sonucunda timar davranisi gosteren ve gostermeyen arilar
arasinda tez konusu aday genlerin determinasyonu bakimindan (Ct) bir farklilik
bulunamamigtir (EK-8). Timar davranigi gésteren ve gostermeyen arilar Cq degerleri
bakimindan karsilastirildiginda ise yalnizca Noroksin Cq ve Atlastin Cq bakimindan
fark bulunmustur.
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5. TARTISMA

Varroa akari hem dogrudan hem de ¢esitli hastaliklara vektér gorevi
gormesinden dolay1 bal arilarina blyuk zarar vermektedir. Bireysel olarak isci arilarin
saglig1 ve tim koloni {izerindeki bu zararh etkiler, hijyenik davramig ve timar gibi
davranigsal direnglerin gelismesine yol agmustir.

Bal arilarinda, Varroa akarlarmna kars1 6nemli bir savunma mekanizmasi olarak
kabul edilen timar davranisinin altinda yatan molekiler mekanizmalar hala tam olarak
anlasilamamustir. Varroa parazitizmi, bal arilarmm embriyonik gelisimi, hiicre
metabolizmasi ve bagisiklik ile ilgili genlerin ifade seviyelerinde degisikliklere neden
olmaktadir. Bununla birlikte daha once gerceklestirilmis olan molekiiler ¢aligmalarda
noral genlerle ilgili bulgular dikkat gekmektedir. Bu g¢aligmada bal arilarinda timar
davranist ile ilgili oldugu literatiirde bildirilen Noroksin-1, Ataksin-3 ve Atlastin noral
genlerinin determinasyon miktarlar;; Anadolu bal arisi (Apis mellifera anatoliaca),
Kafkas bal aris1 (Apis mellifera caucasica), Suriye bal aris1 (Apis mellifera syriaca),
Karniyol bal aris1 (Apis mellifera carnica) ve Italyan bal arisi (Apis mellifera
ligustica)’'nda 6zgiin primerler ve SYBR Green floresan boya kullanilarak bal arisi
irklarinda timar davranigi bagaris arastirilmastir.

Yapilan analizler sonucunda 5 ar1 ki arasinda timar davranigiyla ilgili aday
genlerin ifadesinde anlamli farkliliklar bulunmustur. Ayrica aday genlerin ifadesi
bakimindan 1rk i¢indeki bireyler arasinda da farkhiliklar oldugu saptanmistir. Caligilan
rklarda aday genlerin Ct ve Cq degerlerinin ortalamalarmin ANOM testi sonuclarina
gore; Noroksin-1 geni Ct degeri i¢in en yiksek ortalama Karniyol irkinda, Ataksin-3
geni Ct degeri icin en yiksek ortalama Suriye irkinda, Atlastin geni Ct degeri i¢in en
yuksek ortalama Suriye irkinda, housekeeping gen olarak kullanilan Beta Aktin geni Cq
degeri i¢in en diisiik ortalama Anadolu rkinda, N6roksin-1 geni Cq degeri igin en diisiik
ortalama Italyan rkinda, Ataksin-3 geni Cq degeri icin en diisiik ortalama Suriye
irkinda, Atlastin geni Cq degeri i¢in en diisiik ortalama Suriye irkinda bulunmustur. Cq
degerinin diisiik olmas1 amplifikasyonun esik degerini daha erken dongiilerde astigini
gostermektedir. Fakat bu her zaman gen ifadesi seviyesinin yiiksek oldugu anlamina
gelmemektedir ¢iinkii bazi durumlarda esik degeri asildiktan sonra amplifikasyon
devam etmeyebilmektedir. Bu ylzden Act degerlerini dikkate almak faydali olacaktir.
Bu genler arasinda timar davranisiyla en ¢ok baglant1 kurulan gen olan N&roksin-1
geninin Ct degerinin en ylksek ortalamasi, timar davranigi testinde nispeten en basarisiz
irk olan Karniyol wrkinda ¢ikmustir. Fakat Noroksin-1 geni Cq degerinin en diisiik
ortalamasmin, timar davranisi testinde en basarili 2. rk olarak Suriye wkinin ¢ikmasi
Hamiduzzaman vd. (2017)’nin sonuglariyla ortiismektedir. Hamiduzzaman vd. (2017)
Noroksin-1 geninin ifadesinin yogun timar davranigt gosteren arilarda diisiik timar
davranig1 gosteren arilara kiyasla 6nemli bir fark oldugunu ve yogun timar davranisi
gosteren arilarda AmMNrx1 geninin daha fazla ifade oldugunu belirtmislerdir. Timar
davranigi1 gostermeyen arilarda, diisiik timar davranis1 gésteren arilarda ve kontrol grubu
arasinda ise bu genin ifadesiyle ilgili bir farklilik gdzlemlenmedigini sdylemislerdir.

Cq degerlerinin diisiik ya da yiiksek olmasina RNA konsantrasyonlarinin da
etkili olabilecegi unutulmamasi gerekmektedir. Buna gore, Karniyol irkinin diger irklara
kiyasla en az RNA konsantrasyonuna sahip olmasinin, Karniyol irkindaki aday genlerin
Cq degerleri ortalamalarmin yiksek ¢ikmasina sebep olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu
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durum goz Oniine alinarak Cq ortalamalar1 incelendigi zaman, Aktin ve Noroksin-1
genlerinin Cq degerlerinin en yliksek ortalmasina sahip irk Karniyol wkmin olmasi
diisiindiirebilmektedir. Ote yandan Atlastin geninin Cq ortalamalarma baktigimizda 5
ik i¢inde en diisiik 2. ve Ataksin-3 geninin Cq ortalamalarida en diisiik 3. ortalamanin
Karniyol rkinda olmasi bu endiseleri ortadan kaldirabilmektedir. Nispeten yiuksek RNA
konsantrasyonlarma sahip Italyan wrkinda ise N6roksin-1 geni Cq ortalamalarida en
diistik, Beta Aktin geninin Cq ortalamalarinda en diisiik 2., Ataksin-3 ve Atlastin
genlerinin Cq ortalamalarinda ise en yiiksek 2. ortalamaya sahiptir. Sonuclara
bakildiginda RNA konsantrasyonunun Cq degerlerinde dikkate deger bir fark
yaratmayacagl goriilmektedir. 260/280 RNA absorbans degerlerine bakildiginda ise
daha homojen bir dagilim gostermektedir, RNA konsantrasyonlarindaki varyasyon
kadar bir varyasyon géze ¢arpmamaktadir.

Calismamizda yer alan Noroksin-1 ve Ataksin-3 néral genlerinin ifadelerine
baktigimizda, timar davramisinin diger wrklara gore daha az gozlendigi Kafkas irkinda
daha azdir. 5 ar wki icinde timar davramisi basarilari Italyan, Suriye ve Anadolu
irklarinda birbirlerine ¢ok yakindir bu yiizden bu 3 ar1 wrki arasinda gen ifadeleri
bakimindan biiyiik bir fark gézlemlenmese de nispeten belirgin olarak basarisiz olan
Kafkas ve Karniyol irklar1 ile diger 3 irk arasinda gen ifadeleri bakimindan bu farklilik
gozlemlenmektedir. Italyan, Suriye ve Anadolu rklarmda gen ifadeleri Karniyol ve
Kafkas wrklarina gore daha fazladir. Fakat istatistiksel analizler sonucunda arilarin timar
davranig1 gosterip gostermeme durumlarmin Noroksin-1, Ataksin-3 ve Atlastin aday
genlerinin ifadeleriyle iliskisi bulunamamistir. Hamiduzzaman vd. (2017), timar
davranis1 sirasinda yogun fiziksel aktivitenin bazi ndral genlerin {iriinleri tarafindan
uyarilan sinir sistemi ile iliskili olabilecegi ve bu genlerin de bazi yasamsal genleri
baskilamasina neden olabilecegini sdylemislerdir. Varroa'ya toleransli arilar, temel
olarak, noral gelisimi, n6ral duyarlih@: ve koku alma diizenleyen genlerin ifadesindeki
farkliliklar ile karakterize edilse de Navajas vd. (2008), yaptiklar1 ¢alismada otofajiye
bagli gen olan BICh ifadesinin Varroa-toleransli oldugu tahmin edilen arilarda fazla
oldugunu, sinirsel reaksiyonlar1 etkileyen Dlic2 ve Atgl8 genlerinin ifade seviyelerinin
azaldigim bildirmislerdir. Aksine Strn-Mlick ndéral geni, hem Varroa-toleransli hem de
toleranssiz arilarda ifadesi azalmistir. Bu ¢alismalara ve elde ettigimiz bulgulara gore
noral gen ifadelerinin her zaman timar davranisiyla iliskili olmayabilecegi soylenebilir.
Ayrica aday gen olarak segilen genlerin de her zaman ayni sonuglar1 vermeyebilecegi
distiniilebilir.

[lgingtir ki sakin yapisiyla tanman Italyan wrkinda, 20 bireyde toplam 13 birey
timar davranis1 gostermistir ve en fazla timar davranisi gosteren wk olmustur. italyan
wrkinin ardindan en basarilt olan wklar 20 bireyde 11 timar davranisiyla esit timar
davranis1 gostererek Suriye ve Anadolu wklar1 olmustur ve 2. sirada yer almiglardir. 3.
sirada ise 20 bireyde 7 timar davranisiyla Karniyol irki olmustur. Kafkas irk1 20 bireyde
5 birey timar davranig1 gostermistir ve en az timar davranisit gosteren wk olmustur.
Irklar arasmnda timar davranmisi bakimindan fark olsa da bu fark istatistiksel agidan
onemsiz ¢ikmustir (p>0,05).

Aumeier (2001) yapay olarak istila edilmis karniyol arilarmm %66'sinin ilk 30
saniye iginde viicutlarindaki akarlarin varhigma tepki gosterdigini belirtmistir. ilk 30
saniyede gOzlenen bu tepkiler “aninda tepki” olarak kaydedilmistir. Yaptigimiz
caligmada Karniyol irkinda bu kadar basar1 gozlenmemistir. Diger ar1 wrklarma kiyasla
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Karniyol irki timar basarisinda 3. irk olmustur. Zaitoun vd. (2001) A. mellifera syriaca
iscilerinin ektoparazitik akar Varroa’ya karsi aktif olarak tepki verme konusunda
olaganiistii bir potansiyele sahip oldugunu bildirmislerdir. Bizim timar testi
sonuc¢larimizda da ayni sekilde Suriye irki1 oldukg¢a basar1 gostermistir. Suriye irki timar
davranig1 bakimindan wrklar arasinda en basarili 2. rk olmustur ve 1. olan Italyan wkiyla
aralarinda ¢ok az bir fark bulunmaktadir.

Vandame vd. (1999) neredeyse tim Afrika bal arilarinda ve Avrupa arilarinin
yarisindan fazlasinin, akarlarin viicutlarina yerlestirildigi andan itibaren aktif olduklarini
ve etkinliklerin 8 dakika iginde neredeyse hi¢ azalmadigini bildirmislerdir. Moretto vd.
(1993), Afrika bal arilarinin timar davraniglarinin 30 dakikalik gézlemlenmesi sirasinda,
ilk bes dakikada akarlarin yaklasik %80'inin ¢ikarildigini bildirmislerdir. Fakat arilarin
V. destructor’1 yok etme davranislarini belirleyen testlerin ¢cogunda, akar kalintilarinin
ve akarlarin viicutlarina verilen hasarin 6lgiimlerine dayanmaktadir (Boot ve Beetsma
1994; Boot ve Calis 1995; Boot ve Schoenmaker 1995; Camazine 1988; Fries ve
Camazine 1994; Fries ve Rosenkranz 1996; Fuchs ve Langenbach 1998; Omholt ve
Crailsheim 1991; Romaniuk ve Duk 1983; Schulz 1984). Bizim ¢alismamizda arilarin
akar zarar1 dikkate alinmamistir ve zaten bdyle bir durum hicbir ar1 irkinda
gbzlenmemistir.

Timar davraniginin test edilmesini akarin, armin tizerinde hangi bolgede oldugu
da etkilemektedir. Calismamizda, arilarin toraksina koyulan akarlarin farkli viicut
bolgelerine dogru hareketi armmin timar davramismi etkilemistir. Akarm, armin bas
bolgesinde bulunmasi timar davranigini daha fazla tetiklerken, abdomende bulundugu
zamanlarda ise nispeten timar davranis1 daha az gbzlenmistir. Akarlarin propodyumda
bulundugu durumlarda hi¢ timar davranis1 gozlemlenmemistir. Bak ve Wilde (2015),
akarin ar1 tlizerinde hangi bélgede oldugunun da armin timar davranisma etkili
oldugunu, genellikle akarin basg, bacaklar ve karin bolgesinin distal kisminda bulundugu
durumlarda basariyla ¢ikarildigini  sdylemislerdir. Propodium bdélgesine akar
yerlestirdikleri arilarin hi¢birinin akardan kurtulamadiklarini belirtmislerdir. Vandame
vd. (2002), calismalarinda benzer sonuglar1 belirtmislerdir.

Bazi ¢aligmalarda akarlarm bal aris1 iizerinden diger arilara gegmesi de basarili
akar giderilmesi olarak kabul edilmektedir. Calismamizda herhangi bir allo-timar testi
yer almadig1 icin bu tarz bir gézlem yapilmamistir. Fakat bizim testlerimizde akarin ar1
iizerinden timar davranisi haricinde baska sebeplerden uzaklagsmasi durumunda test iptal
edilmistir ve tekrar farkli bir ar1 ve farkli bir akarla yinelenmistir. Peng vd. (1987),
gbzlem kovanlarinda yaptiklar1 ¢alismada akarlarin bir aridan digerine hareketlerini de
basarili akar giderilmesi olarak kabul etmislerdir. Ayrica koloni toleransi
diisliniildiigiinde akarlarin bireylerin {izerinden degil koloniden uzaklastirilmas1 goz
oniinde bulundurulmalidir.

Varroa akarlarma karst timar davranismm yogunlugu ve etkinligini
degerlendirmenin zor oldugu unutulmamalidir (Aumeier 2001). Tam boyutlu koloniler
veya gozlem kovanlarindaki (Bozic ve Valentincic 1995; Fries vd. 1996; Moretto vd.
1993, 1997; Peng vd. 1987) calismalarin hazirlanmasi zaman alicidir ve o zaman bile
belirli bir arinin davranisinin siirekli olarak kaydedilmesi garanti edilemez (Buchler vd.
1992; Peng vd. 1987; Thakur vd. 1997). Laboratuvar ortaminda gergeklestirilen timar
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davranis1 testleri, bireysel akar istilasina ugramig arilarin timar yanitlarini basit ve
ekonomik bir sekilde incelenmesini saglamaktadir (Aumeier 2001).

Bal arilarinda akarlara karsi mekanizmalarin calisilmasinda kullanilan farkli
molekiler yontemler de mevcuttur. Gen ifadesindeki farkliliklarin mikrodizi analizi,
artlarin  toleransinda ve konukgu-patojen etkilesimlerinde genotipik varyans
calismalarinda gucli bir ara¢ olarak kullanilmaktadir (Zakar vd. 2014). Ayrica RNA
interferans (RNAI) teknolojisi de Varroa kontrolu lizerinde etkili olabilecek genlerin ve
proteinlerin tanimlanmast ig¢in Onemli bir yontemdir (Garbian vd. 2012). Timar
davranisiyla ilgili aday genler farkli yontemler kullanilarak daha fazla calismada test
edilmelidir. Bu sekilde tiirlerin, alt tiirlerin ve wrklarin timar davranigi bakimindan
molekiiler olarak tanimlanmasi i¢in daha gii¢lii sonuglar elde edilecektir. Ayni1 zamanda
mevcut sonuclarin da giiclenmesinde fayda saglayacaktir.
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6. SONUCLAR

Tamamlanan bu tez ¢alismasinda Tiirkiye’de yaygmn bulunan; Karniyol arisi
(Apis mellifera carnica), Italyan aris1 (Apis mellifera ligustica), Suriye arisi (Apis
mellifera syriaca), Anadolu aris1 (Apis mellifera anatoliaca) ve Kafkas aris1 (Apis
mellifera caucasica) irklarmnin timar davranigi seviyesi ve bu rklarda timar davranisiyla
ilgili 3 aday genin (NOroksin-1, Ataksin-3 ve Atlastin) determinasyon seviyeleri
belirlenmistir.

Yapilan timar davranisi testlerinde wrklar1 timar davranis1 gostermelerine gore
srralandiginda Italyan ki ilk sirada, Suriye ve Anadolu ki 2. sirada, Karniyol ki 3.
sirada, Kafkas irki ise en az timar davranisi gosteren wk olarak 4. swradadir. Irklar
arasinda timar davranigi bakimindan fark olsa da bu fark istatistiksel acidan onemsiz
cikmustir (p>0,05). Timar davranist ile ilgili aday genler olan Noroksin-1, Ataksin-3 ve
Atlastin genlerinin ifadeleri 5 wk arasinda anlamli farkliliklar gostermistir. Fakat
yapilan istatistiksel analizler sonucunda timar davranismin ilgili aday genlerin ifadesi
ile iligkisine rastlanmamastir.

Elde ettigimiz sonuglar, bu davranisin belirlenmesinde Ornek sayismin
artirllmasinin  faydali olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica timar davranisi ile
NOroksin-1, Ataksin-3 ve Atlastin aday genlerinin iliskilerinin agiklanmasinda, farkli
molekdiler yontemlerin de denenmesinin, mevcut ¢aligmalardan elde edilen sonuglarin
desteklenmesine katki saglayacagi diistiniilmektedir.

Literatiirde timar davranisi ile ilgili aday genler oldugu bildirilen ve bu sebeple
bu ¢alismada konu edinilen No6roksin-1, Ataksin-3 ve Atlastin genleriyle ilgili daha
fazla calisma yapilmasi gerektigi ve timar davranisi ile ilgili iliskilerinin daha net ortaya
cikarilmasi gerekmektedir. Ayrica timar davranisi ile ilgili oldugu bildirilen bu aday
genlerin disinda iliskili olabilecek bagka genlerin de arastirilmasi gerekmektedir. Timar
gibi davraniglarin  birka¢ gen ile iliskilendirilemeyecegi ve bireyler arasindaki
davranigsal farkliliklarin birka¢ gen ile izah edilemeyecegi anlasilmaktadir.

Tamamlanan bu calisma konusu ve kullanilan test yontemleri bakimindan
alaninda yapilmis az sayida ¢alismadan biridir. Gen bazinda molekiiler yontemlerle
yuriitiilmesi bakimindan ise alaninda ilk 6zelligi tasimaktadir. Bu nedenle, burada
sunulan sonuglar biiyiikk bir dikkatle yorumlanmalidir ve benzer calismalara ihtiyag
oldugu goriilmektedir.
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8. EKLER

EK-1. Noroksin-1 geni i¢in hesaplanan Ct degeri bakimindan ar1 wklarmin
karsilastirilmasi (Kruskal-Wallis Testi)

Tanimlayici istatistikler

Arilrklart N Medyan Sira Ortalamasi Z-Degeri

1 20 0,15400 81,2 5,29
2 20 0,00585 58,0 1,29
3 20 0,00175 33,1 -2,99
4 20 0,00235 40,0 -1,81
5 20 0,00150 40,2 -1,78
Overall 100 50,5

Test

Bos hipotez Ho: Tiim medyanlar esit

Alternatif hipotez H;: En az bir medyan farklh

Metot SD H-Degeri P-Degeri
Diizeltilmemis baglar 4 36,06 0,000
Diizeltilmis baglar 4 36,07 0,000

(1: Karniyol, 2: Italyan, 3: Suriye, 4: Anadolu, 5: Kafkas)
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EK-2. Ataksin-3 geni icin hesaplanan Ct degeri bakimindan ar1 wklarmin
karsilastirilmasi (Kruskal-Wallis Testi)

Tamimlayici Istatistikler

Arilrklart N Medyan Sira Ortalamasi  Z-Degeri

1 20 0,0246 23,8 -4,60
2 20 0,3265 55,9 0,93
3 20 1,4500 81,5 5,34
4 20 0,3090 51,0 0,08
5 20 0,1250 40,4 -1,74
Hepsi 100 50,5

Test

Bos hipotez Ho: Tiim medyanlar esittir
Alternatif hipotez H;: En az bir medyan farklh

Metot SD H-Degeri P-Degeri
Diizeltilmemis baglar 4 42,87 0,000
Diizeltilmis baglar 4 42,87 0,000

(1: Karniyol, 2: Italyan, 3: Suriye, 4: Anadolu, 5: Kafkas)
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EK-3. Atlastin geni i¢in hesaplanan Ct degeri bakimindan ar1 irklarmin karsilastirilmasi
(Kruskal-Wallis Testi)

Tamimlayici Istatistikler

Arilrklart N Medyan Sira Ortalamasi  Z-Degeri

1 20 0,0021 13,8 -6,33
2 20 1,6950 63,4 2,23
3 20 5,6400 73,8 4,02
4 20 0,9460 54,5 0,69
5 20 0,6610 47,0 -0,61
Hepsi 100 50,5

Test

Bos hipotez Ho: Tiim medyanlar esit

Alternatif hipotez H;: En az bir medyan farklh

Metot SD H-Degeri P-Degeri
Diizeltilmemis baglar 4 49,67 0,000
Diizeltilmis baglar 4 49,67 0,000

(1: Karniyol, 2: Italyan, 3: Suriye, 4: Anadolu, 5: Kafkas)
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EK-4. Beta Aktin geni igin hesaplanan Cq degeri bakimindan ar1 wklarmin
karsilastirilmasi (Kruskal-Wallis Testi)

Tamimlayici Istatistikler

Arilrklart N Medyan Sira Ortalamasi  Z-Degeri

1 20 30,860 87,5 6,39
2 20 21,655 44,4 -1,05
3 20 22,355 50,7 0,03
4 20 20,375 30,6 -3,44
5 20 20,710 39,3 -1,93
Hepsi 100 50,5

Test

Bos hipotez Ho: Tiim medyanlar esit

Alternatif hipotez H;: En az bir medyan farklh

Metot SD H-Degeri P-Degeri
Diizeltilmemis baglar 4 45,95 0,000
Diizeltilmis baglar 4 45,95 0,000

(1: Karniyol, 2: Italyan, 3: Suriye, 4: Anadolu, 5: Kafkas)
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EK-5. Noroksin-1 geni i¢in hesaplanan Cq degeri bakimindan ar1 wklarmin

karsilastirilmasi (Kruskal-Wallis Testi)

Tamimlayici Istatistikler

Arilrklart N Medyan Sira Ortalamasi  Z-Degeri

1 20 34,060 70,8 3,49
2 20 28,875 30,7 -3,42
3 20 31,680 56,5 1,03
4 20 30,195 38,5 -2,06
5 20 32,730 56,0 0,95
Hepsi 100 50,5

Test

Bos hipotez Ho: Tiim medyanlar esit

Alternatif hipotez H;: En az bir medyan farklh

Metot SD H-Degeri P-Degeri
Diizeltilmemis baglar 4 24,07 0,000
Diizeltilmis baglar 4 24,08 0,000

(1: Karniyol, 2: Italyan, 3: Suriye, 4: Anadolu, 5: Kafkas)
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EK-6. Ataksin-3 geni igin hesaplanan Cq degeri bakimindan ari

karsilastirilmasi (Kruskal-Wallis Testi)

Tamimlayici Istatistikler

Arilrklart N Medyan Sira Ortalamasi  Z-Degeri

1 20 22,980 52,9 0,42
2 20 23,130 64,2 2,37
3 20 21,160 32,3 -3,14
4 20 21,660 42,9 -1,31
5 20 23,045 60,1 1,66
Hepsi 100 50,5

Test

Bos hipotez Ho: Tiim medyanlar esit

Alternatif hipotez H;: En az bir medyan farklh

Metot SD H-Degeri P-Degeri
Diizeltilmemis baglar 4 16,08 0,003
Diizeltilmis baglar 4 16,09 0,003

(1: Karniyol, 2: Italyan, 3: Suriye, 4: Anadolu, 5: Kafkas)
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EK-7. Atlastin geni i¢in hesaplanan Cq degeri bakimindan ar1 irklarinin karsilastiriimasi
(Kruskal-Wallis Testi)

Tamimlayici Istatistikler

Arilrklart N Medyan Sira Ortalamasi  Z-Degeri

1 20 19,430 34,1 -2,83
2 20 21,380 72,2 3,73
3 20 19,200 28,3 -3,82
4 20 20,375 55,9 0,93
5 20 20,175 62,0 1,99
Hepsi 100 50,5

Test

Bos hipotez Ho: Tiim medyanlar esit

Alternatif hipotez H;: En az bir medyan farklh

Metot SD H-Degeri P-Degeri
Diizeltilmemis baglar 4 33,09 0,000
Diizeltilmis baglar 4 33,09 0,000

(1: Karniyol, 2: Italyan, 3: Suriye, 4: Anadolu, 5: Kafkas)
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EK-8. Aday genlerin determinasyon degerlerinin bal aris1 wrklarinda farklilik testi (T-
testi)

Levene Ortalamalarin esitligi icin t testi

Varyanslarin

Esitlik Testi
Sig. (2- Ortalama = Std. Hata
F Sig. t sd uclu) Fark Farklari
Noroksin-1  Varyanslarin esit ,268 ,606 577 98 ,565 ,015 ,026
Ct oldugu varsayimi
Varyanslarin esit ,569 88,143 ,571 ,015 ,026
olmadigi
varsayimi
Ataksin-3 Ct Varyanslarin esit ,002 ,960 ,079 98 ,937 ,027 ,339
oldugu varsayimi
Varyanslarin esit ,079 97,698 ,937 ,027 337
olmadigi
varsayimi
Atlastin Ct  Varyanslarin esit 1,545 ,217 ,375 98 ,708 ,186 ,494
oldugu varsayimi
Varyanslarin esit ,376 97,518 , 707 ,186 ,493
olmadigi
varsayimi
Beta Aktin Varyanslarin esit 9,189 ,003 1,943 98 ,055 1,699 ,871
Cq oldugu varsayimi
Varyanslarin esit 1,981 93,888 ,050 1,693 ,854
olmadigi
varsayimi
Noroksin-1  Varyanslarin esit 916 ,341 2,901 98 ,005 1,954 ,674
Cq oldugu varsayimi
Varyanslarin esit 2,918 97,957 ,004 1,954 ,670
olmadigi
varsayimi
Ataksin-3 Varyanslarin esit 2,154 ,145 1,437 98 , 154 1,098 , 764
Cq oldugu varsayimi
Varyanslarin esit 1,451 97,827 , 150 1,098 , 757
olmadigi
varsayimi

(Devam Arkada)
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EK-8.’in devami

Levene Ortalamalarin esitligi icin t testi

Varyanslarin

Esitlik Testi
Sig. (2-  Ortalama  Std. Hata
F Sig. t sd uclu) Fark Farklari
Atlastin Cq  Varyanslarin esit 7,617 ,007 2,160 98 ,033 1,042 ,482
oldugu varsayimi
Varyanslarin esit 2,253 72,100 ,027 1,042 ,463
olmadigi
varsayimi
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