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Kimyasal uyarilarin algilanmasi boceklerin yasam dongiisii boyunca besin bulma, tireme
ve predatorlerden kaginma gibi hayati kararlarda rol oynamaktadir. Koku alma duyusu,
siirsiz kimyasal bilgi spektrumundaki hassas ayrim giicii ve yorumu, boceklerin hayatta
kalmalarinda dogrudan katkida bulunan c¢esitli davranigsal kararlari etkilemektedir.
Bocekler esas olarak antenlerinde bulunan koku alma duyu noronlar1 araciligr ile ugucu
molekdilleri tanimlarlar. Bu siirecte kemosensor ailelerden koku reseptorleri (OR),
tat/temas reseptorleri (GR), iyonotropik reseptorler (IR), koku baglayici proteinler (OBP),
kemosensor proteinler (CSP) ve duyusal néron membran proteinlerinin (SNMP) katilimi

gereklidir.

Bombus cinsi igerisinde tiirlerin dil uzunluklar1; kisa, orta ve uzun olmak iizere ii¢ grupta

incelenmektedir. Dil uzunlugu besin tercihini dolayisiyla beslenme mekanizmasini
[



etkileyen faktorlerden birisidir. Bu ¢aligma kapsaminda besin tercihlerinde rol oynayan
kemosensor gen ailelerindeki ifade farklilasmasini belirlemek amaciyla, kisa-dilli B.
(Kallobombus) soroeensis ve uzun-dilli B. (Subterraneobombus) fragrans is¢i
bireylerinin antenlerinde de novo transkriptom insas1 gergeklestirilmistir. Referans
temelli biyoinformatik yaklasimlar ile birlikte B. soroeensis anten transkriptomunda 96
OR, 9 GR, 17 IR, 11 OBP, 5 CSP ve 1 SNMP; B. fragrans anten transkriptomunda ise
107 OR, 9 GR, 18 IR, 10 OBP, 5 CSP ve 2 SNMP geninin ifadesi tespit edilmistir.
Kemosensor gen ailelerinin Bombus cinsi filogenisi insa edilmis ve her bir gen ailesinde
secici baskilar belirlenmistir. Karsilastirmali analizler sonucunda B. soroeensis ve B.
fragrans anteninde OR, GR, IR, OBP ve CSP ifadelerinde tiire 6zgii ligand

duyarliliklarindaki farklilasmalar ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Bombus, Transkriptom, RNAseq, Koku reseptorleri, Anten



ABSTRACT
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The perception of chemical stimuli plays a role in vital decisions such as feeding,
reproduction, and avoidance of predators throughout the life cycle of insects. The sense
of smell, the sensitive precise discrimination, and interpretation in an unlimited spectrum
of chemical information influence a variety of behavioral decisions that directly
contribute to the survival of insects. Insects identify volatile molecules mainly through
olfactory sensory neurons located in their antennae. In this process, the participation of
odorant receptors (ORs), gustatory receptors (GRs), ionotropic receptors (IRs), odorant
binding proteins (OBPs), chemosensory proteins (CSPs), and sensory neuron membrane

proteins (SNMPs) from chemosensory families are required.

The tongue length of the species of Bombus is examined in three groups; short, medium,
and long. Tongue length is one of the main factors affecting food preference and the



feeding mechanism. In this study, de novo transcriptome assembly was carried out in the
antennae of short-tongued B. (Kallobombus) soroeensis and long-tongued B.
(Subterraneoombus) fragrans workers to determine the expression variation in
chemosensory gene families that play a role in food preferences. With reference-based
bioinformatics approaches, 96 ORs, 9 GRs, 17 IRs, 11 OBPs, 5 CSPs, and 1 SNMP genes
from the antennal transcriptome of B. soroeensis; 107 ORs, 9 GRs, 18 IRs, 10 OBPs, 5
CSPs and 2 SNMPs genes from the antennal transcriptome of B. fragrans were detected.
The genus phylogeny of chemosensory gene families was constructed and selection
pressures were determined in each gene family. As a result of comparative analyzes,
differences in species-specific ligand susceptibility in ORs, GRs, IRs, OBPs, and CSPs

expressions in B. soroeensis and B. fragrans antennae were revealed.

Keywords: Bombus, Transcriptomics, RNAseq, Odorant receptors, Antennae
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1. GIRIS

Polinatorler, karasal ekosistemde hem yabani bitki topluluklarinin (Aguilar ve ark., 2006)
hem de tarimsal iretimin siirdiiriilmesinde (Klein ve ark., 2007) kilit bir ekosistem
hizmetine aracilik etmektedirler. Bocekler, 6zellikle de arilar, ¢ogu tarimsal {iriiniin ve
yabani bitkinin birincil tozlastiricisidir (Potts ve ark., 2010). Yabani bitkilerin %87,51
bocek tozlasmasindan yararlanmakta ve bunun da %20’sini ar1 tozlasmasi
olusturmaktadir (Ollerton, Winfree ve Tarrant, 2011). Diinyada dogrudan insan tiiketimi
icin kullanilan 124 ana iirliniin %70'1 (87 iirtin) polinatorlere bagimhidir (Gallai ve ark.,
2009). Boceklerle tozlagma, hem bir ekosistem hizmeti hem de diinyanin her yerindeki
ciftciler tarafindan bitkisel iiretim i¢in yaygin olarak kullanilan bir iiretim uygulamasidir.
Tiim diinyada bitkisel iiretimde boceklerle tozlasmanin ekonomik degeri 153 milyon €
(Gallai ve ark., 2009) iken, ABD’de ise yabani bocekler tarafindan saglanan ekosistem
hizmet degerinin yillik 57 milyar $ oldugu tahmin edilmektedir (Losey ve Vaughan,
2006).

Kiiresel dlgekte boceklerin bollugunda ve dagiliminda goriilen degisiklikler son birkag
yildir raporlanmaktadir (Hallmann ve ark., 2017; Sanchez-Bayo ve Wyckhuys, 2019).
Polinatdr bocekler icerisinde baskin olmalar1 sebebi ile yabani arilar biiylik bir ilgi
goriirken, bunlarin igerisinde de en ¢ok calisilan tiirler bombus arilaridir (Bombus).
Bombus arismin tiir zenginligi ve bollugundaki diisiisler ¢ok faktorliidiir. Ozellikle
Avrupa'da yaban arisi populasyonlarini etkileyen ana etmenler, arazi kullaniminin
yogunlagmasi ile habitat kaybi ve buna bagli olarak c¢icek (besin) kaynaklarinin
azalmasidir (Goulson, Lye ve Darvill, 2008; Williams ve Osborne, 2009; Le Féon ve ark.,
2010). Diger yandan iklim degisikligi, pestisitler, fungusitler, patojenler ve genetik
faktorlerin  kombinatoryal etkileri de bombus arilarinin  kayiplarina katkida

bulunmaktadir (Sanchez-Bayo ve Goka, 2014; Goulson ve ark., 2015; Kerr ve ark., 2015).

Arilar, besin kaynaklarini (gigekleri) ararken ve secerken gorsel ve koku ipuglarmi
kullanirlar (Lunau ve Maier, 1995; Dyer ve ark., 2016). Toplayici arinin se¢imi dogustan

gelen tercihlerle sekillenirken, belirli renk, sekil ve kokular tercih edilmektedir
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(Biesmeijer ve Slaa, 2004; Raine ve Chittka, 2007; Howard ve ark., 2019). Bu dogustan
gelen tercihler, tiirler arasinda farklilik gostermektedir. Sosyal arilarda, besin kaynagi
secimi bireysel yiyecek arama tercihlerinin yani sira biiylik Olgiide sosyal bilgilere
dayanmaktadir (Koethe ve ark., 2020). Bal arilar1, ar1 dansi yaparak besin kaynagi i¢in
yon ve mesafe bilgisi saglarken, ayn1 zamanda ¢igek kokusu ve tadi hakkinda da bilgi
verir (von Frisch ve Frisch, 1967; Wenner, Wells ve Johnson, 1969; Farina, Griiater ve
Diaz, 2005). Buna karsilik, bombus arilari, besin kaynaklari hakkinda cografi bilgi
iletmezler, yalnizca oOdiillendirici ¢igek tiirlerinden yuva arkadaslarma koku bilgisi
saglayabilirler (Molet, Chittka ve Raine, 2009).

Bombus arilarinda goriilen populasyon azalmalarinin tiir diizeyinde homojen olmamast,
dil uzunlugu, polen tercihi, beslenme aralig1 ve populasyon diistisleri arasindaki iliski ile
ilgili bilim diinyasinda siiregelen tartismalara neden olmustur (Goulson ve Darvill, 2004;
Goulson ve ark., 2005; Williams, 2005; Kleijn ve Raemakers, 2008; Williams ve
Osborne, 2009). Dil uzunlugu, ¢igek se¢imi (Prys-Jones, 1982; Kawakita ve ark., 2004),
tozlagma verimliligi (Harder, 1983; Shimizu ve ark., 2014) ve bitki polinator aglarinin
yapist (Prys-Jones, 1982; Kawakita ve ark., 2004) gibi ar1 ekolojisinde 6nemli bir role
sahiptir. Genetik ve molekiiler biyoloji alanlarinda biiyiik ilerlemeler, iki bombus arisi
tiirti referans genomunun yaymlanmasi (B. terrestris ve B. impatiens) (Sadd ve ark., 2015)
ve ardindan pesi sira gelen diger Bombus tiirlerine ait genomik (Kent ve ark., 2018;
Heraghty ve ark., 2020; Zhang ve ark., 2020; Crowley, Waterhouse ve Brown, 2021) ve
transkriptomik bilgiler (Xu ve ark., 2013; Colgan ve ark., 2011, 2019; Liu ve ark., 2020)
cesitli cevresel faktorlere karsi bombus arilarmin tepkilerini anlamada yeni firsatlar

sunmaktadir.

Hayvanlar, g¢evrelerinin fizyokimyasal 6zelliklerini tespit edebilmek icin ¢esitli duyu
organlar1 gelistirmiglerdir. Cevresel faktorlerin algilanmasinda, her bir duyu sisteminde
yer alan ve belirli bir uyarana (gorme duyusunda elektromanyetik radyasyon, isitme
duyusunda havanin mekanik titresimleri, koku ve tat duyularinda kimyasallar) duyarli
olan kii¢iik bir doku bdlgesi bulunmaktadir (Sokolinskaya ve ark., 2020). Cok hiicreli
organizmalarda, bu tir 06zel doku yapilarina reseptdr denilmektedir. Boceklerin

cevrelerindeki sinyalleri algilamasinda ve yorumlamasinda binlerce kemosensor i¢eren
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sensilla, biiyiik role sahiptir (Steinbrecht, 1996). Sensilla esas olarak antenlerde yer
alirken, her koku algilayici sensillum, bir dizi koku alma duyu néronu (OSN'ler) ve ilgili
bilgi kimyasallarinin hassas ve spesifik ¢evresel taninmasini saglayan proteinleri
ortaklasa ifade eden iligkili destek hiicreleri ile donatilmistir (Benton, Vannice ve
Vosshall, 2007).

Boceklerin kemosensor repertuvarinda alti farkli gen ailesi belirlenmistir. Kemosensor
reseptor proteinleri; koku reseptorleri (OR), tat reseptorleri (GR) ve iyonotropik
reseptorlerdir (IR) (Breer ve ark., 2019). Diger taraftan koku molekiillerinin algilanmasi
icin sinyal olusumunda rol alan ve reseptor olmayan proteinler de gorev almaktadir; koku
baglayict proteinler (OBP), kemosensor proteinler (CSP) ve duyusal néron membran

proteinleri (SNMP) (Sanchez-Gracia, Vieira ve Rozas, 2009; Cassau ve Krieger, 2021).



2. GENEL BILGILER

2.1 Boceklerde Periferik Kimyasal Uyarilarin Alinmasi

Bocekler, hemen hemen tiim habitatlarda ve ekosistemlerde yasayan, son derece basarili
ve oldukga ¢esitli bir hayvan grubudur (Gullan ve Cranston, 2014). Giiniimiizde kayit
altina alinmis yaklasik 1 milyon bdcek tiirii bulunmakla birlikte tahminler 5.5 milyon
tirtin oldugunu ileri stirmektedir (Stork, 2018). Kimyasal uyarilarin algilanmasi,
boceklerin yasam dongiisii boyunca, yiyecek kaynaginin bulunmasi, ciftlesme,
yumurtlama alani se¢imi ve predatorlerden kagmay1 saglamada 6nemli rol oynamaktadir
(Fleischer ve ark., 2018). Boceklerin sinirsiz kimyasal bilgi spektrumundaki hassas ayrim
giicii ve yorumu, hayatta kalmalarinda dogrudan katkida bulunan c¢esitli davranigsal

kararlan etkilemektedir.

Boceklerin ¢evrelerindeki sinyalleri algilamasinda ve yorumlamasinda yiiz ile on binlerce
kemosensor igeren sensilla biiyiik role sahiptir (Steinbrecht, 1996). Sensilla esas olarak
antenlerde (Sekil 2.1.) yer alirken diger viicut pargalarinda da (maksiller palp, labium,
kanat uglari, bacaklar, ovipozitor) daha az yogun olarak bulunmaktadirlar (Suh, Bohbot
ve Zwiebel, 2014; Cassau ve Krieger, 2021). Sensilla, trichoid, basiconic, coeloconic,
campaniform, placoid ve ampullaceum olarak siniflandirilan farkli sekillere sahiptir
(Nation, 2002). Placoid, trichoid ve basiconic sensilla kemoreseptorlerdir (Snodgrass,
1956; Shanbhag, Miiller ve Steinbrecht, 1999). Coeloconic ve ampullaceum sensilla nemi
tespit ederken (Kuwabara ve Takeda, 1956; Rebora ve ark., 2007) campaniform sensilla
sicaklik, CO2 konsantrasyonu ve nemin algilanmasiyla ilgilidir (Dietz ve Humphreys,
1971; Must ve ark., 2006). Boceklerin antenlerindeki sensilla tipi, bollugu ve dagilima,
bocegin davranigi igin kemosensor tespiti ihtiyacina baghidir (De Freitas Fernandes,

Pimenta ve Linardi, 2004; Faucheux, Kristensen ve Yen, 2006).



Sekil 2.1. Bombus terrestris tiirii toplayicilarinin (forager) taramali elektron
mikrograflari. A. flagellum bir medial segmentinin ventral gériiniimii B.
trichoid sensillum tip A (TA), tip B (TB) ve placoid sensillum (Pl). C.
coeloconic (Co), ampullaceum (Am), trichoid tip B (TB) ve setae (Se) D.

basiconic sensillum (Ba) (Anfora ve ark., 2011'den alinmistir).

Boceklerde alti farkli gen ailesinin koku ve tat alma mekanizmas: ile iligkili oldugu
belirtilmistir. Cesitli semiyokimyasallar1 ve ¢evresel kokular1 tanimada ve ayirt etmede,
transmembran reseptdrleri igerisinde yer alan koku reseptorleri (OR’ler), tat reseptorleri
(GR’ler) ve iyonotropik reseptorler (IR'ler) gérev alir (Hansson ve Stensmyr, 2011).
Oldukca hidrofobik olan ugucu molekiillerin duyu nodronlarina ulasmadan &nce
¢Oziinmesi ve ardindan dis ortamdan kemosensor noronlarina taginmasi gerekmektedir.
Bu gorev, kemosensilla lenfinde yiiksek oranda bulunan, koku baglayici proteinler
(OBP'ler) ve kemosensor proteinler (CSP'ler) olmak iizere iki ana aileye ait kiiciik
¢ozliniir proteinler tarafindan gergeklestirilmektedir (Vogt ve Riddiford, 1981; Gong ve
ark., 2012). Diger taraftan feromona duyarli OSN’lerin dendritik memranlarinda bol
miktarda duyusal néron membran proteini (SNMP'ler) bulundugu belirlenmistir (Rogers
ve ark., 1997). Feromona duyarlt OSN'lerdeki ifadeleri ve CD36 ailesi proteinleriyle olan

acik evrimsel iligkilerine dayali olarak lipofilik bilesiklerin transmembran tagimasinda,
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OBP/feromon komplekslerinin membrana kenetlenmesinde ve feromonlarin koku
alicilarina transferinde SNMP’lerin aracilik eden koreseptorler olarak isleve sahip

olabilecegi diigiiniilmektedir (Vogt, 2003).

2.1.1. Koku Reseptorleri (OR)

Bocek OR’leri ilk olarak Drosophila melanogaster’de tanimlanip karakterize edilmistir
(Clyne ve ark., 1999). Bocek OR'lerinin, omurgalilarda bulunan OR'lere kiyasla ters bir
topoloji ile yedi zar proteinine bagli G protein-bagl reseptorler (GPCR'ler) oldugu
diisiiniilse de (Benton ve ark., 2006), giiniimiizde genel olarak bocek OR'lerinin, bocek
GR’lerinden koken aldigi kabul edilmektedir (Missbach ve ark., 2014). OR'ler, segici
olmayan katyon kanallar1 olarak islev goéren Orco ile heteromerik kompleksler
olusturarak kimyasal sinyalleri iletir (Sato ve ark., 2008; Wicher ve ark., 2008).
Calismalar, her iki proteinin de OR/Orco komplekslerinde iyon goézenek olusumuna
katildigin1 gbstermektedir. Ne Orco ne de OR dizileri, diger iyon kanallarinda bilinen
dizilerle homoloji gostermediginden, bocek OR/Orco kompleksleri yeni yapisal bir alanla
donatilmistir (Sato ve ark., 2008; Nakagawa ve ark., 2012). Ote yandan, G protein aracilt
transdiiksiyon yollarinin bocek antenlerinin OSN'lerinde de ifade edildigi tespit edilmistir
(Miura ve ark., 2005; Riitzler, Lu ve Zwiebel, 2006; Boto, Gomez-Diaz ve Alcorta, 2010).
Bu bulgulara gore onerilen model; OR'lerin aktivasyonu hizli bir iyonotropik tepkiye
neden olmakta ve bunu daha yavas ama daha kesin bir metabotropik reaksiyon
izlemektedir (Nakagawa ve Vosshall, 2009). OR'lerin yeterli bilesiklerle aktivasyonu,
ilgili noronlarin depolarizasyonu ile sonuglanir ve kemo-elektriksel bilgi iiretilir. Bu
sinyaller anten lobuna ardindan bocek beynine iletilerek desifre edilir (Sekil 2.2.). Her
OSN genellikle tek bir OR'yi ifade etmektedir, ancak ¢aligmalar bazt OSN'lerde birden
fazla OR'nin etkin oldugunu gostermistir (Dobritsa ve ark., 2003; Hallem, Ho ve Carlson,
2004; Goldman ve ark., 2005; Koutroumpa ve ark., 2014).



~

Sensillum i _‘”"“ . b e —
// [ Sensillum lenfi |
| 7 | |
Dentrit y / /, i g;t 74 ant NS E
N AV | o
Por \< [ [ // ! S a /,i\ i
% | ¥ @ &
| ‘,'<\ i v Yikim |
: .‘,_- \ : N :
i' — (- - : Membran ! h ||A,"‘“1 \ :
) N N aaaas | iliaaaaas
&l P HEegssss
( &/ I. f ) \ N f M ] Hiicreler arast |
I/ \ | My & !
o \\./ /, \\\ : L *\\‘ v\, ¢ :
/\ . Yardmer hilereler i OR Orco E
\\ | I
= . \ 1 \
Duyusal néronlar \ . : g’ :
\ i Sinyal iletimi ;
\ | I
. Y |
\ Davranis ]
\\:L - E

Sekil 2.2. Boceklerde koku algilama siirecinin sematik goriinlimii. Koku maddeleri

sensillum gozeneklerine niifuz ettiginde OBP'ler tarafindan baglanir ve
¢oziinlir hale getirilir. Baglanan kokular sensillum lenf yoluyla tasinir ve
son olarak membrana bagli OR'leri aktive ettikleri duyusal dendritlere
gelirler. Sinyal iletimi ile tespit edilen/algilanan uyarana karsi bocekte bir
tepki davranist olusur. OBP’lere bagl olmayan kokular ise hizla bozulur
(Brito, Moreira ve Melo, 2016'dan Tiirkgelestirilerek alinmistir).

Bazi1 koku reseptorleri genis yelpazede koku maddesine tepki veren “genel” OR’ler olarak
tanimlanirken, kiiclik koku setlerine cevap verenler ise “spesifik” OR’ler olarak
tanimlanmaktadir (Carey ve Carlson, 2011). Ekolojik olarak 6nemli ve spesifik OR’ler
igerisinde; bal arilarinda (A. mellifera) kralice feromon maddesi olan 9-0x0-2-decenoic
asitle (9-ODA) aktive olan AmelOR11 reseptorii (Wanner ve ark., 2007), ipek boceginde
(Bombyx mori) feromon tespit eden BmorOR1 ve BmorOR3 reseptorleri 6rnek verilebilir
(Sakurai ve ark., 2004). Diger yandan tahtakurusunda (Cimex lectularius) bulunan
toplanma feromonlar1 genis yelpazede OR’yi aktive etmektedir (Liu, Xiong ve Liu,
2017). Feromonlara 6zel tepki veren OR'lerin, diger membran bilesenleriyle (SNMP ve
feromon baglayici proteinler — PBP— gibi) yeni etkilesimlerini yansitan "ultra-spesifikler"
oldugu diisiiniilmektedir (Suh, Bohbot ve Zwiebel, 2014).



OR'ler boceklerde en ¢ok calisilan kemoreseptorlerdir. OR ve Orco gen dizileri iizerinde
yapilan c¢aligsmalar Orco’nun bdcekler arasinda olduk¢a korunmus oldugunu, diger OR
gen dizilerinin ise bocek taksonlart boyunca hem sayica hem de primer amino asit dizisi
bakimindan oldukg¢a farkli oldugunu ortaya koymustur (Missbach ve ark., 2014; Suh,
Bohbot ve Zwiebel, 2014). Genom g¢alismalarinda simdiye kadar, OR/Orco gen dizisi ii¢
Collembola tiirti (Faddeeva-Vakhrusheva ve ark., 2016, 2017; Wu ve ark., 2017) ve bir
Diplura (Brand ve ark., 2018) tiiriinde tespit edilmemistir (Cizelge 2.1.). Ayrica Daphnia
pulex genomunda yapilan c¢alismada Orco ve OR gen dizilerinin tespit edilmemesi
OR'lerin boceklere 6zgii oldugunu belirlemistir (P&alva-Arana, Lynch ve Robertson,
2009) (Sekil 2.3.).

Cizelge 2.1. Bazi Arthropoda tiirlerinde tespit edilen koku reseptorlerinin gen, protein
ve pseudogen sayis1 (Robertson, 2019).

Koku Reseptorleri
Tiir (Sinif: Takim)

Gen | Protein | Pseudogen

Drosophila melanogaster (Insecta:Diptera) 60 60 2
Drosophila sechellia (Insecta:Diptera) 55 51 6
Musca domestica (Insecta:Diptera) 78 72 7
Glossina morsitans (Insecta:Diptera) 46 42 4
Tribolium castaneum (Insecta:Coleoptera) 261 222 39
Apis mellifera (Insecta:Hymenoptera) 165 155 10
Pogonomyrmex barbatus (Insecta:Hymenoptera) 345 290 55
Nasonia vitripennis (Insecta:Hymenoptera) 225 149 76
Ceratosolen solmsi (Insecta:Hymenoptera) 46 44 2
Pediculus humanus (Insecta:Psocodea) 10 10 0
Zootermopsis nevadensis (Insecta:lsoptera) 63 57 6
Blattella germanica (Insecta:Blattodea) 123 105 29
Calopteryx splendens (Insecta:Odonata) 5 5 0

Tetranychus urticaef (Arachnida: Trombidiformes) - - -
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Hexapoda evrimi. Bitki ve bocek evrimindeki 6nemli olaylar, bocek koku
alma reseptorlerinin ortaya ¢ikisi. IR'ler ve GR'lerin kokeni boceklerden
daha eski iken, OR'ler ve Orco boceklerin evrimi sirasinda evrimlesmistir
ve bocek kladi disinda bulunmamaktadir (Missbach ve ark., 2014’den

Tiirkgelestirilerek alinmustir).

Filogenetik ¢aligmalarla OR'lerin, en son 318-300 milyon yil 6nce hemi- ve holometabol

boceklerin son ortak atasinda, Orco’nun ise her iki grupta bulundugu tespit edilmistir
(Krieger ve ark., 2003; Pitts, Fox ve Zwiebeil, 2004; Smadja ve ark., 2009; Yang ve ark.,

2012; Missbach ve ark., 2014). Bu bulgular, OR ailesinin ugusun evriminden 6nce mevcut

oldugunu gostermektedir (Robertson, 2019). Buna gore, boceklerde kanatlarin gelisimi

ve ikinci kanat eklemiyle birlikte vaskiiler bitkilerin artan dagiliminin, bocekler i¢in yeni
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ve daha genis habitat alanlar1 ve ekolojik nisler olusturmasina ve bdceklerin bu alanlari

bulmasi i¢in alicilarin (reseptorlerin) segilimine neden oldugu sonucunu dogurmaktadir

(Missbach ve ark., 2014).

2.1.2. Tat/Temas Reseptorleri (GR)

GR'ler, OR'ler ile ayn1 protein ailesindedir, ancak tat duyu noronlarinda aktiftirler. GR'ler

seker, ac1, amino asitler ve CO2 igeren, ugucu olmayan maddeleri algilar (Jiao ve ark.,

2008; Montell, 2009; Agnihotri, Roy ve Joshi, 2016; Yang ve ark., 2017). Boceklerdeki

GR'lerin sayis1t OR’ler gibi tiirler arasinda degigsmektedir (Cizelge 2.2.).

Cizelge 2.2. Bazi Arthropoda tiirlerinde tespit edilen tat reseptérlerinin gen, protein ve

pseudogen sayis1 (Robertson, 2019).

Tat Reseptorleri
Tiir (Sinif: Takim)
Gen | Protein | Pseudogen

Drosophila melanogaster (Insecta:Diptera) 60 66 2
Drosophila sechellia (Insecta:Diptera) 53 47 13
Musca domestica (Insecta:Diptera) 76 91 11
Glossina morsitans (Insecta:Diptera) 14 15 0
Tribolium castaneum (Insecta:Coleoptera) 215 219 26
Apis mellifera (Insecta:Hymenoptera) 12 11 1
Pogonomyrmex barbatus (Insecta:Hymenoptera) 61 48 13
Nasonia vitripennis (Insecta:Hymenoptera) 47 36 11
Ceratosolen solmsi (Insecta:Hymenoptera) 5 4 1
Pediculus humanus (Insecta:Psocodea) 6 0
Zootermopsis nevadensis (Insecta:Isoptera) 80 73 7
Blattella germanica (Insecta:Blattodea) 431 483 62
Calopteryx splendens (Insecta:Odonata) 51 100 15
Tetranychus urticaef (Arachnida: Trombidiformes) 689 469 220

COz, gida kaynaklari i¢in 6nemli ugucu ipuglaridir ve sineklerde fermente gidalar tespit

etmede (D. melonagaster - DmelGR21a ve DmelGR63a; Sekil 2.4.) (Faucher ve ark.,

10



2006; Jones ve ark., 2007), kanla beslenen sivrisineklerde (Aedes aegypti — AaegGR1,
AaegGR2 ve AaegGR3; Anopheles gambiae — AgamGr22, AgamGr23 ve AgamGr24)
konaklarin1 bulmada (Lu ve ark., 2007; Robertson ve Kent, 2009), giivelerde
(Helicoverpa armigera - HarmGr1, HarmGR2 ve HarmGR3) daha iyi nektar saglayan
taze ¢icek kaynagimin belirlenmesinde (Xu ve Anderson, 2015; Ning ve ark., 2016; Xu,
2020) CO:z tespitinden sorumlu GR’ler aktif olarak rol oynamaktadir.

Sekil 2.4. Karbondioksite duyarli GR'ler (Sokolinskaya ve ark., 2020' den

alimustir).

Seker, bocekler i¢in dnemli bir enerji ve besin kaynagidir. Drosophila sekiz (Dahanukar
ve ark., 2007; Jiao, Seok ve Montell, 2007; Slone, Daniels ve Amrein, 2007; Jiao ve ark.,
2008), B. mori bes (Wanner ve Robertson, 2008), H. armigera sekiz (Xu ve ark., 2017)
ve A. mellifera tiiriinde ise iki (Jung ve ark., 2015) GR geni sekere tepki veren genler
olarak tanimlanmistir. Diger taraftan, zorunlu kanla beslenen boceklerin genomlarinda

seker reseptor ailesi bulunmamistir (Kent ve Robertson, 2009; Obiero ve ark., 2014).

Act tat, toksik maddelerle iligkilidir ve boceklerin davraniglardan kaginmalari i¢in ipucu
saglar. Boceklerde bu reseptorleri arastiran birkag ¢alisma yapilmistir. D. melanogaster
tiriinde yapilan ¢alismalar, ac1 tatlara yanit vermede dort GR'nin rol aldigin1 géstermistir
(Dweck ve Carlson, 2020). Lepidoptera takiminda aci tata tepki veren GR'ler, gen yapisi
ve uzunluguna gore li¢ "tip" olarak siniflandirilmistir (Xu ve ark., 2016). GR'ler ayrica
seksiiel davraniglar icin de gerekli olan genler arasinda yer almaktadir (6rnegin,
DmelGr39a, DmelGr32a, DmelGr33a ve DmelGr68a) (Joseph ve Carlson, 2015; Kohl,
Huoviala ve Jefferis, 2015).
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2.1.3. Iyonotropik Reseptorler (IR)

Iyonotropik glutamat reseptdrleri (iGluR) hem okaryotlarda hem de prokaryotlarda
bulunan ligand kapili iyon kanallarinin korunmus bir ailesidir. iGluR'ler koken olarak
farkli genler tarafindan kodlanan protein alanlarinin kombinasyonu ile ortaya ¢ikmistir
(Gereau ve Swanson, 2008; Sobolevsky, Rosconi ve Gouaux, 2009). D. melanogaster
tiirtinde ilk kez tanimlanan en eski kemoreseptor ailesinden olan iyonotropik reseptorler
(IR), evrimsel olarak iyonotropik glutamat reseptorlerinden (iGluRs) koken almaktadir
ve buna gore ligand kapili iyon kanallari olarak iglev gordiigi diistiniilmektedir (Benton
ve ark., 2009; Croset ve ark., 2010).

OR'ler ve koku alma GR'leri, sensilla trichodea ve sensilla basiconica ile sinirli olsa da,
IR'ler, Orco ifadesinin genellikle bulunmadigi sensilla coeloconica'da ifade edilirler (Yao,
Ignell ve Carlson, 2005; Guo ve ark., 2014) ve OR'ler tarafindan tespit edilemeyen
aminlere veya asit temelli kokulara cevap verirler (Hallem ve Carlson, 2006; Silbering ve
ark., 2011). IR genleri, bazt OR ve GR genlerinde oldugu gibi alternatif splayzing
gostermemektedir (Robertson, 2019) (Cizelge 2.3.).
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Cizelge 2.3. Baz1 Arthropoda tiirlerinde tespit edilen iyonotropik reseptorlerinin gen,

protein ve pseudogen sayist (Robertson, 2019).

Iyonotropik Reseptorler
Tiir (Sinif: Takim)

Gen | Protein | Pseudogen

Drosophila melanogaster (Insecta:Diptera) 64 60 4
Drosophila sechellia (Insecta:Diptera) 56 43 13
Musca domestica (Insecta:Diptera) 102 93 9
Glossina morsitans (Insecta:Diptera) 14 14 0
Tribolium castaneum (Insecta:Coleoptera) 71 71 9
Apis mellifera (Insecta:Hymenoptera) 21 21 0
Pogonomyrmex barbatus (Insecta:Hymenoptera) 24 24 0
Nasonia vitripennis (Insecta:Hymenoptera) 10 9 1
Ceratosolen solmsi (Insecta:Hymenoptera) 11 11 0
Pediculus humanus (Insecta:Psocodea) 10 10 0
Zootermopsis nevadensis (Insecta:lsoptera) 150 137 13
Blattella germanica (Insecta:Blattodea) 897 604 293
Calopteryx splendens (Insecta:Odonata) 20 20 0
Tetranychus urticaef (Arachnida:Trombidiformes) 4 4 0

IR'ler amino asit dizileri ve ekspresyon modelleri ile iki alt gruba ayrilmaktadir; antende
korunan ve ifade edilen "anten IR'leri” veya "koku IR'leri" ile tiire 6zgii (diisiik amino asit
homolojisini paylasan) ve tat organlarinda ifade edilen "farkli IR'ler" (Croset ve ark.,
2010). Croset ve ark. (2010), IR25a'nin protostomlar arasinda oldukg¢a korundugunu,
IR8a'nin bocekler arasinda korundugunu ve bu iki reseptoriin, iGluR 'lerin amino-terminal
alaninin 6zelliklerini korudugunu kaydetmistir. Bu kanitlar ve "anten IR'leri" ile birlikte
ifade edilen bu iki korunmus reseptoriin Orco ile benzer bir ortak reseptor olarak hareket
edebilecegini gostermektedir (Sekil 2.5.). Bu reseptorlerin islevleri ile ilgili yapilan
calismalar IR25a’nin amin (Hussain ve ark., 2016), nem (Enjin ve ark., 2016), sicaklik
(Ni ve ark., 2016) ve tuz (Jaeger ve ark., 2018) tespitinden sorumlu oldugunu, IR8a’nin
ise asit tespiti i¢in gerekli oldugunu ortaya koymustur (Ai ve ark., 2013; Raji ve ark.,
2019; Zhang ve ark., 2019).
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Sekil 2.5. IR'ler, IRcoY yardimci reseptor proteini ve IRX reseptdr proteininden

olusan heterotetramerlerdir (Sokolinskaya ve ark., 2020' den alinmustir).

IR'lerin Protostomia'nin yaklasik 550-850 milyon yil onceki son ortak atada bulunma
ihtimalinin ¢ok yiiksek oldugunu gosterilmistir (Hedges, Dudley ve Kumar, 2006; Croset
ve ark., 2010). IR25a, bu repertuarin muhtemel en eski iiyesini temsil etmektedir.
Mollusca, Nematoda, Crustacea ve Hexapoda’da IR25a ortologlarinin kemosensor
organlarda ekspresyonunun korunmus olmasi, bu reseptdriin protostom atada kimyasal

algilama islevini yerine getirdigi fikrini kuvvetlendirmektedir (Croset ve ark., 2010).

2.1.4. Koku Baglayici Proteinler (OBP)

Boceklerde koku baglayici proteinler (OBP) ilk kez erkek Antheraea polyphemus
giivelerinin antenlerinde bulunmustur (Vogt ve Riddiford, 1981) ve bu kesif, OBP'lerle
ilgili galigmalar1 baslatmigtir. OBP’ler kiire bi¢giminde, suda ¢oziinen (14—20 kDa) 6 alfa-
helikal domain igeren proteinlerdir (Vieira ve Rozas, 2011). OBP’lerin yapist korunmus
alt1 sistein arasinda gergeklesen ti¢ disiilfit kopriisii ile stabilize edilir (Leal, Nikonova ve
Peng, 1999; Scaloni ve ark., 1999). OBP’ler genellikle korunmus sistein motifine baglh
olarak siniflandirilmaktadir; klasik OBP’ler (alt1 sistein kalintis1 igerenler), dimer OBP'ler
(iki altr sistein kalintist igerenler), Plus-C OBP'ler (iki ek korunmus sistein ve bir prolin
igerenler), Minus-C OBP'ler (iki korunmus sisteini kaybedenler) ve Atipik OBP'ler (9-10

sistein ve uzun bir C-terminal igerenler) (Zhou ve ark., 2008a; Zhou, 2010).
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OBP'ler tipik olarak koku aliminda rol alan periferik dokularda en ¢ok ifade edilen
genlerdir (Brito, Moreira ve Melo, 2016). Koku reseptorleri kimyasal sinyalleri
algilamadan sorumlu olsa da, koku alma sisteminin fizyolojik duyarliligi (Xu ve ark.,
2005; Biessmann ve ark., 2010) ve kimyasal sinyallerin ayirt edilmesinde (Matsuo ve
ark., 2007) OBP’ler rol oynamaktadir. OBP'ler, semiokimyasallarin (feromonlar ve
feromon olmayanlar) ¢oziintirliigiinii arttirmak ve bunlar1 kendi baglarina veya OBP ile
bir kompleks halinde zara bagli OR'lere iletmek veya SNMP’ye gecirmek i¢in tastyici
olarak islev gormektedir (Zhou, 2010). Ayrica bazi ¢alismalar OBP’lerin, kokulara karsi
tepkide OR’leri modiile edebildigini gostermistir (Grofie-Wilde, Svatos ve Krieger, 2006;
Forstner, Breer ve Krieger, 2009; Sun ve ark., 2013; Chang ve ark., 2015). Bu proteinlerin
boceklerin farkli dokularinda da tespit edilen ifadesi, koku alma ve anten proteini
rollerinden farkli rollere sahip olabilecegini diisiindiirmektedir (Li ve ark., 2011; Zhang
ve ark., 2018).

2.1.5. Kemosensor Proteinler (CSP)

Duyusal uzanti proteinleri (SAPs) (Pikielny ve ark., 1994) veya OS-D benzeri proteinler
(McKenna ve ark., 1994) olarak da adlandirilan kemosensor proteinler (CSP’ler),
boceklerin koku alma duyusu ile ilgili bir protein grubunu temsil etmektedir. CSP’ler,
kiiciik baglayici proteinlerin bir diger korunmus siifidir ve tahmin edilen bir N-terminal
sinyal peptit bolgesini takip eden, iki disilfit koprisiinii olusturan ve dort korunmus
sisteinden olusan amino asit (Cys-Xe-s-Cys-X1s-Cys-X2-Cys) modelini paylasir (Angeli
ve ark., 1999; Campanacci ve ark., 2003). CSP, OBP ile karsilastiginda daha esnek bir
yapiya sahiptir (Zhu ve ark., 2019). CSP’ler, antenler (Robertson ve ark., 1999; Jacquin-
Joly ve ark., 2001; Gonzalez ve ark., 2009; Gu ve ark., 2012; Liu ve ark., 2012), maksiller
ve labial palp (Maleszka ve Stange, 1997) ve proboscis (Nagnan-Le Meillour ve ark.,
2000) dahil olmak iizere kemosensor dokularda ifade edilirler. Bununla birlikte bu
proteinlerin bacaklar (Nomura ve ark., 1992; Kitabayashi ve ark., 1998), kanatlar (Ban ve
ark., 2003; Zhou ve ark., 2008b), feromon bezleri (Jacquin-Joly ve ark., 2001), noral ve
gonadal dokularda da tespit edilmesi (Badisco ve ark., 2011; Guo ve ark., 2011), baz1
CSP'lerin iireme, yenilenme ve gelisme gibi farkli biyolojik islevlere sahip oldugunu

gostermektedir.
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CSP’ler filogenetik olarak uzak tiirlerin ortologlari arasinda genellikle %40-50 benzerlik
sergilemektedir ve OBP’lerden daha fazla korunmus oldugu goriilmektedir (Pelosi ve
ark., 2018). Buna karsilik OBP’ler tiirler arasinda %10-15 oraninda korunmustur (Pelosi
ve ark., 2006). Hexapoda igerisinde OBP ve CSP kodlayan genlerin sayisi tiirler arasinda
olduk¢a degiskendir; OBP’lerin sayist 12-100, CSP’lerin sayist ise 4-70 arasinda
degismektedir (Pelosi ve ark., 2014).

2.1.6. Duyusal Noron Membran Proteinleri (SNMP)

Duyusal noron membran proteinleri (SNMP’ler) iki transmembran heliks domainli
membran proteinleridir (Cassau ve Krieger, 2021). SNMP ilk olarak Antheraea
polyphemus koku duyu noronlarinda tanimlanmistir (Rogers ve ark., 1997). Kisa bir siire
sonra Manduca sexta giivesinde bagka bir SNMP alt tipi (SNMP2) belirlenmistir (Rogers,
Krieger ve VVogt, 2001). Ardindan Lepidoptera, Diptera, Coleoptera ve Hymenoptera gibi
farkli takimlarda yer alan tiirlerde SNMP proteinleri tespit edilmistir (Vogt ve ark., 2009).

SNMP1, feromon reseptorlerinin (PR'ler; feromona yanit veren OR'ler) bulundugu
OSN'de ifade edilirken SNMP2 sensillum lenfinde bulunan destekleyici hiicrelerde ifade
edilmektedir (Forstner ve ark., 2008; Gu ve ark., 2013; Zhang ve ark., 2015). PR'lerin
etkinlestirilmesi i¢in SNMP1 gereklidir. SNMP1, hiicre dis1 sividan hidrofobik
feromonlar1 entegre membran reseptorleri olan PR'lere yonlendirmektedir (Gomez-Diaz
ve ark., 2016). BmorSNMP1’in spesifik olarak yetiskin bocek anteninde ifade edildigi,
feromon reseptorii (BmorOR1) ve koreseptor (BmorOrco) ile protein-protein
etkilesimlerine sahip oldugu gosterilmistir (Zhang ve ark., 2018). Yakin zamanda
Drosophila SNMP2 ortologu olan BmorSNMP3 tanimlanmistir (Zhang ve ark., 2020).
Coleoptera takiminda ise filogeniye, dizi 6zelliklerine, gen yapisina ve organizasyonuna
dayali dért SNMP grubu rapor edilmistir (Zhao ve ark., 2020). Bu bulgular farkli bocek

tiirlerinde SNMP'lerin say1 ve islev agisindan farkli olabilecegini diisiindiirmektedir.

2.2. Arilarin Onemi

Tozlagsma, bir ¢icegin anterinden ayni ya da farkli ¢icegin stigmasina polen transferi
olarak tanimlanmaktadir. Bitkilerin ¢ogunda, tozlasma tohum baglama i¢in gereklidir
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(Goulson, 2010). Bitkiler riizgar, su, kuslar ve yarasalar da dahil olmak tizere polen
tasimak igin ¢esitli vektorleri kullanabilmektedir, ancak bitkilerin 6nemli bir ¢ogunlugu
bocekler tarafindan tozlastirilmaktadir (Ollerton, Winfree ve Tarrant, 2011). Bocekler
tarafindan ¢igeklerin tozlastirllmasinin birgok avantaji vardir. Geleneksel goriisler
boceklerle tozlagsmanin ayn tiirlin ¢igekleri arasinda poleni dogrudan transfer ettigi igin
polenlerin daha az israf edilmesini sagladigi yoniindedir (Cruden, 2000). Bocekler
(6zellikle kanathi olanlar) tarafindan tozlastirma mesafeli olarak gelisen ciceklerin

tiremesine de olanak saglamaktadir (Sharkey, 2007).

Arlar, Hymenoptera takiminin Apoidea {istfamilyasinin Apiformes (Anthophila)
boliimiinii olusturan boceklerdir. Yapilan c¢aligmalara gore 17.555 tanimlanmis tiir
bulunmakla birlikte bu sayinin 20.000 civarinda oldugu tahmin edilmektedir (Michener,
2007; Ascher ve Pickering, 2015). Bu tiirlerin bir kism1 uzun-dilli arilarin bulundugu
Apidae ve Megachilidae familyalarina geri kalan kismi ise kisa-dilli arilarin olusturdugu
Colletidae, Halictidae, Andrenidae ve Melittidae familyalarina aittir (Danforth ve ark.,
2006).

Arilar, bitki tozlastiricis1 olarak gorev yapmalart nedeniyle tarimda, meyve verimi
arttirilmasi konusunda faydali bocekler olarak kullanilmaktadir (Eardley ve ark., 2006).
Diinya’daki 3000 tarim iiriiniiniin {icte ikisi, tozlagsma i¢in hayvanlara ihtiya¢ duymaktadir
ve bu tozlastiricilarin %73’liikk kismini, yaklasik 21.000 Apiformes (Hymenoptera:
Apoidea) grubu igerisindeki tiirler olusturmaktadir (Thakur, 2012). Global bitkisel
tiretimde tozlastiricilarin sagladigi verim artiginin ekonomik karsiliginin 153 milyon €
oldugu diisiiniilmektedir (Gallai ve ark., 2009). Arilar, sadece ekonomik 6neme sahip
bitkilerin polinasyon servisinde rol oynama yan sira, dogadaki yabani bitkilerde de
tozlagsmay1 gerceklestirerek, bu bitkilerin c¢ogalip yayilmalarina, yaban hayatinin
gelismesine, bitki ve hayvanlarda c¢esitliligin artmasina olanak saglamaktadirlar
(Ollerton, Winfree ve Tarrant, 2011). Yabani bitkilerin %87,5’1 boceklerle tozlasirken
bunlarin %20’si arilar araciligi ile ger¢eklesmektedir (Ollerton, 2017). Arilar igerisinde
bilinen ve polinatdr olarak kullanilan en yaygin tiirler bal arilaridir. Ortii alti

yetistiriciliginde kullanilan bombus arilar1 hakkinda bal arilarina gore gorece az bilgi
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bulunmaktadir ve bombus arilar1 bal arilarmin kullanilamadigi alan ve kosullarda

alternatif bir tozlastirict ajan olarak dikkate degerdir.

Bombus arilari, bal arilarina kiyasla, viicutlarinin daha iri ve tiiylii olmasi, dillerinin daha
uzun olmasi1 ve derin korollali bitkileri de ziyaret edebilmesi, bal arilarinin aksine daha
diisiik sicaklik ve 1sik yogunluklarinda calisabilmeleri ile Onemli avantajlar elde
etmektedir (Goulson, 2010). Ayrica iiretim teknolojilerinin 1980°den bu yana oldukga
gelismis olmasi seralarda ve agik alanlarda kullanim olanaklarinin yayginlagsmasina

olanak vermistir (Velthuis ve Van Doorn, 2006).

Bombus arilar1 polen yayan bitkilerin ¢igeklerine tutunarak titreserek tozlagsma yapma
(buzz pollination) olarak adlandirilan kanat kaslarini titreterek silkeleme davranisi
gostermeleri nedeni ile de 6nem tasimaktadirlar (Buchmann, 1983). Baz1 bitkiler 6zel
tozlasma ihtiyaglarindan dolayr Apis disindaki polinatorler ile tozlasirlar. Ornegin
domates ve biber, anterlerindeki polenlerini silkeleme ile serbest birakirlar ve bombus
arilar1 domates ve biber gibi ¢igeklerin bu 6zel tozlagsma ihtiyaglarini karsilayabildikleri
igin seralarda etkin bir sekilde kullanilmaktadir (Buchmann, 1983). Benzer sekilde yaban
mersini tiirlerinde de (Vaccinium sp.) titreserek tozlagsmaya gereksinim vardir ve her ne
kadar bal arilart nektar toplamak igin ¢iceklerini ziyaret etse de silkeleme davranisi
gosteremedikleri igin etkin olarak polinasyonunda rol almamaktadirlar (Free, 1993;
Javorek, Mackenzie ve Vander Kloet, 2002). Bal arilar1 ile bombus arilarinin ayni
miktarda poleni transfer edebilmesi i¢in, bal arisinin bombus arisindan 4 kat daha fazla

ziyaret gergeklestirmesi gerekmektedir (Dogterom, Winston ve Mukai, 2000).

2.2.1. Bombus Cinsine Ait Genel Bilgiler

Takim: Hymenoptera
Alttakim: Apocrita
Ustfamilya: Apoidea
Familya: Apidae

Tribiis: Bombini Latreille, 1802
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Genus: Bombus (s.l.) Latreille, 1802

Apidae familyasinda Bombini tribiisii igerisinde yer alan Bombus (s.l.) Latreille,
monofiletik bir gruptur (Williams, 1985; 1998). Apini, Bombini, Meliponini ve
Euglossini tribiisleri korbikulat arilar1 olusturmaktadir (Engel, 2001; Cameron, Hines ve
Williams, 2007). Bombus cinsi; Palaearktik, Nearktik, Oriental ve Neotropik bolgelerde
alpin, subalpin ve arktik kusaklarinda siklikla bulunur (Cameron ve Williams, 2003).
Diinyada 250°den fazla Bombus (s. 1.) tiirii oldugu tahmin edilmekle birlikte (Williams ve
ark., 2008), Tiirkiye’nin de igerisinde yer aldig1 Bat1 Palacarktik’de 121 Bombus tiiriiniin
varlig1 saptanmugtir (Anonim 1). Ulkemiz Bombus cinsi agisindan sahip oldugu 47 farkli
tiir ile Bat1 Palaearktik’te tiir sayis1 bakimindan en zengin iilkeler arasindadir (Rasmont

ve ark., 2009).

Bombus cinsinde viicut oldukga biiyiik ve kaba yapili olup, genellikle kirmizi, sar1, beyaz
ve siyah renklerde uzun ve sik killarla kaplidir (Ozbek, 1979). Bombus arilarinda renk
desenlerinin tiirler arasinda benzer olmasi ve tiir i¢i yiliksek derecede degiskenlik
bulunmasi sebebiyle tiiy rengine dayali siniflandirmalar giivenli olmamaktadir (Cameron,
Hines ve Williams, 2007). Bu nedenle bombus arilarinda alternatif olarak molekiiler
filogeni ¢alismasi gerceklestirilmis ve altcins sayis1 sadelestirilerek 15°e indirilmistir

(Williams ve ark., 2008).

Primitif eusocial olarak kabul edilen bombus arilarinda (Ponchau ve ark., 2006) kraligeler
tarafindan yuva bulunmas ile baslayan yasam siiresi ¢ogu tiir i¢in bir yildir (Goulson,
2003). Genel olarak bahar baginda karlarin erimesiyle dollenmis kraligeler kislamadan
cikarlar ve kiigiik memeliler, nadiren de kuslar tarafindan terk edilmis yuvalar1 kullanarak
bir yuva yeri olustururlar (Cameron, Hines ve Williams, 2007; Rasmont ve ark., 2008).
Boylece yeni iscilerin pupadan ¢iktiklar1 hizli biiyliyen bir koloni elde edilmis olur.
Kralige arinin yumurtlamasinin bir siire sonra degismesi ile yeni is¢i ar1 iiretilmemeye
baslar. Erkekler dollenmemis yumurtalardan olusurlarken, is¢iler gibi kraligeler de
dollenmis yumurtadan ¢ikar ve daha biiyiikk olma disinda morfolojik agidan iscilere

benzerler. Bombus arilar1 larvalarina ve kendilerine yaz boyu yetecek kadar nektar ve
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polen toplayabilmek i¢in, cogu 6nemli kiiltiir bitkisinin dahil oldugu ¢ok sayida bitki
tiirlinii ziyaret ederler (Ozbek, 1997).

2.2.2. Bombus Arilarinda Dil Uzunlugu ve Beslenme iliskisi

Bombus arilar1 dogal ekosistemlerin siirdiiriilebilirligi ve korunmasinin yani sira basta
domates olmak iizere birgok ticari {iriin lireten milyarlarca dolarlik endiistriler i¢in gerekli
olan bir tozlagsma hizmeti saglamaktadir. Bombus arilari, birgok farkli bitki ailesinden
polen toplayan; olduk¢a genel bir beslenme diizenine sahip arilardir. Agirlikli olarak
genelci (generalist: ¢cok cesitli gevresel kosullara uyum saglayabilen) olmalarina ragmen
bazi tiirlerinin 6zellesmis (specialist) beslenme tercihleri gosterdikleri saptanmistir
(Goulson ve Darvill, 2004).

Bombus arilarmda dil uzunlugunun (6zellikle glossa ve prementum uzunluklarinin
toplami) ziyaret edilen ¢icekleri ve dolayisiyla beslenme tercihlerini sekillendiren bir
mekanizma olarak goren goriisler bulunmaktadir. Dil uzunlugunun nektar toplama
bakimindan farklilik olusturdugu dolayisiyla polen toplama modellerini sekillendirdigi
ve belirli tiirlerin (uzun dilli tiirlerin) dogal olarak daha dar ve daha az esnek diyetlere
sahip oldugunu, bu durumun da bombus arilarinda goriilen populasyon kayiplari ile
iligkili olabilecegi konusunda bilim diinyasinda bir siiredir devam eden tartigma
bulunmaktadir (Goulson ve ark., 2005; Miller-Struttmann ve ark., 2015). Bombus
arilarinda dil uzunlugu nektara ulasim ile ilgili olmakla birlikte, farkli nis béliinmesine
neden olan dil uzunlugunun nektardan ¢ok polen tercih etmede 6nemli oldugu goriisii
ileriye siiriilmistiir (Goulson ve Darvill, 2004). Bombus tiirlerinde dil uzunluguna baglh
olarak ziyaret edilen ¢igek morfotipleri arasinda farkliliklar bulunmakta; tiir iginde,
morfotip tercihlerinde de, yiikseklige ve mevsime gore degisiklikler goriilmektedir
(Sponsler ve ark., 2022). Her ne kadar polen toplarken dil kullanilmasa da polen toplayan
isci arilar ayn1 zamanda nektar da toplamaktadirlar. Sadece nektar toplayan is¢i arilar
karsilastirildiginda nis ¢akismast ve dil uzunlugundaki farkliliklar arasinda anlamli bir
iliski bulunmamaktadir (Goulson ve Darvill, 2004). Uzun dile sahip bombus arilarinin
besin tercihlerindeki dar aralik, bombus arilarinin kiiresel degisimlere kars1 daha duyarl
olmasina katkida bulunan bir faktor olarak diisiiniilmektedir (Goulson ve ark., 2006;

Goulson, Lye ve Darvill, 2008). Daha dar besin tercihi araligina sahip Bombus tiirlerinin
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(uzun-dilli), genis besin araligina sahip Bombus tiirlerine (kisa-dilli) oranla populasyon

yogunluklarinda daha fazla diisiislerin oldugu bazi ¢alismalar ile gosterilmistir (Williams,
2005; Williams ve Osborne, 2009).

Bombus arilarinda viicut biiyiikliigi ile dil uzunlugu arasinda pozitif bir korelasyon
bulunmaktadir (Peat, Tucker ve Goulson, 2005). Dil uzunlugunun besin toplama
tercihlerini etkiledigi g6z Oniine alindiginda koloni igerisinde viicut biiyiikliigiinde
goriilen yiiksek varyasyon, ilgili koloninin bir dizi bitki tiirtinden verimli bir sekilde besin
toplamasima izin vermektedir (Peat, Tucker ve Goulson, 2005). Is¢i ar1 viicut
biiytikliigiinde yiiksek varyasyon gosteren tiirler, kiiresel dlgekteki kayiplardan daha az
etkilenmektedir ve bu durum ozellikle hizli degisim gosteren vejetasyon yapisina
adaptasyonda kilit bir 6zelliktir (Austin ve Dunlap, 2019).

Arbetman ve ark. (2017) yaptiklar ¢alismada dil uzunlugu, yayilis ve parazit varligini
nicellestirerek azalan tiirlerin Bombus filogenisinde rastgele dagilmadigini géstermistir
(Sekil 2.6.A.). Diger taraftan Wood ve ark. (2021) yaptiklar1 ¢alismada tiirler arasi
korunmus beslenme modeli tespit ederken, beslenme aralig1 acisindan bir korunmusluk
tespit etmemistir (Sekil 2.6.B.). Beslenme farkliliklari, en benzer tiirlerin besinlerinin
yaklasik %50-60'min Fabaceae’den (Baklagiller) toplanmasindan kaynaklanmakta olup,
Fabaceae'den toplanan besin oran1 korunmustur. Fabaceae'nin daha fazla toplanmasi daha
uzun dil ile iliskilendirilmistir ancak bu sonucun dil tarafindan tek basma degil,

filogenetik iliski tarafindan yonlendirildigi belirtilmistir.
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Beslenme araliginda ortalama farklilik Torler Fabaceae polen toplama (%) Altcinsler
0514 0985 Ortanca 100

°

ncs

Mendacibombus Orta

Bombias Orta-Uzun
Kallobombus Kisa

Subterraneobombus | Uzun

Megabombus Orta-Uzun

Thoracobombus Orta-Uzun

P

Alpigenobombus | Kisa-Orta

Melanobombus Kisa-Orta-Uzun

| Sibiricobombus Uzun
Cullumanobombus | Kisa-Orta
|| Aipinobombus Orta-Uzun

Bombus's. str. Kisa

Pyrobombus Kisa-Orta

T

Sekil 2.6. Bombus  tiirleri  arasindaki  filogenetik iligkiler ~A. tiirlerin
populasyonlarinin durumu (Arbetman ve ark., 2017’den alinmustir). B.
Ortalama polen diyet bilesimi farkliligt (Bray-Curtis farkliligi, 0 =
tamamen benzer, 1 = tamamen farkli), her tiir i¢in, Fabaceae'den olusan

diyet ylizdesi (Wood ve ark., 2021' den alinmistir).

Avrupa (Williams, 2005; Vereecken, 2017), Asya (Inoue, Yokoyama ve Washitani,
2008), Giiney Amerika (Aizen ve ark., 2019) ve Kuzey Amerika’da (Cameron ve ark.,
2011) bombus arilarinin azalmasinda; (i) kentsel ve tarimsal biiylimeye bagl habitat
kayb1 (Le Féon ve ark., 2010), (ii) pestisitlerin yaygin kullanim1 (Stanley ve ark., 2015)
ve (iii) patojenlerin yayilmasi (Cameron ve ark., 2016; Graystock ve ark., 2016) en temel
sebepler olarak goriilmektedir. Diger taraftan Kuzey Amerika’da Pyrobombus, saglikli
ve stabil populasyonlara sahip iken (Cameron ve ark., 2011); Ingiltere’de (6rnegin, B.
soroeensis, B. lapidarius) (Williams, 2005), Kuzey Amerika’da (6rnegin, B. impatiens)
(Jacobson ve ark., 2018) ve Giiney Amerika’da (B. moderatus) (Owen ve ark., 2012) bazi
tirler yayilis alanini dogal olarak genisletmektedir. Bazi tiirlerin neden azaldigi
digerlerinin ise stabil hatta yayilisim1 genislettikleri sorularma kesin olarak cevap
verilememektedir (Cameron ve Sadd, 2020).
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2.3. Tezin Kapsami ve Amaci

Yukarida belirtilen bilgiler dogrultusunda bombus arilarinda koku almada ve buna bagh
olarak besinlerin bulunmasinda rol oynayan kemosensor gen aileleri ¢caligma kapsamina
alimmugtir. Dil uzunlugu ile beslenme araligi arasinda iligkileri ortaya koyan caligsmalar
temel alinarak tiirlerin dil uzunluklar1 g6z 6niinde bulundurulmustur (Cizelge 2.4.).
Tirkiye’de yayilis gosteren kisa-dilli B. (Kallobombus) soroeensis ve uzun-dilli B.
(Subterraneobombus) fragrans tiirlerine ait is¢i bireylerin anten transkriptom verisinin

elde edilmesi hedeflenmistir.

B. soroeensis Anadolu’da 775 - 2570 m yiikseklik araliginda yayilis gostermekte;
Asteraceae (Papatyagiller), Fabaceae, Lamiaceae (Ballibabagiller), Rosaceae (Giilgiller)

ve Campanulaceae (Cangigegigiller) familyalarina ait taksonlar1 ziyaret etmektedir
(Ozbek, 1998; Rasmont ve ark., 2009).

B. fragrans gergek steplere 6zgiillik gosteren 1000 - 2325 m araliginda Astragalus
steplerinde goriilmekle birlikte yaygin olmayan bir tiirdiir; Asteraceae, Boraginaceae

(Hodangiller), Fabaceae ve Lamiaceae familyalarina ait taksonlar1 ziyaret etmektedir

(Rasmont ve ark., 2009).

Kallobombus monotipik altcinstir ve disileri;

- Orta basitarsusun proksimal kenarina yakin dis yiizeyindeki killarin uzunlugunun

basitarsusun distaldeki genisliginden kisa olmasi,
- Clypeus orta alaninin irili ufakli noktalarla yogun bir sekilde kapli olmasi,
- Labral yarigin dar, labrumun toplam uzunlugun yaklasik 1/5’1 kadar olmasi,

- Arka tibia dig korbikular yiizeyi kisa veya orta kilsiz, ancak bazen proksimal yarida
merkeze yakin bir veya iki dagimik uzun kalin killi olmasi ile Bombus (s.l.) igerisinde

incelenen diger altcinslere ait disi bireylerden,
Kallobombus altcinsi erkek bireyleri ise;

- Penis valveinin basinin disa doniik ve yassilagsmis olmasi,
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- Gonostylus uzunlugunun genisliginden fazla olmasi,
- Volsellanin dar, i¢ kisimda bulunan kancanin distal uca yakin olmasi,

- Arka basitarsusun anterior yiiziiniin proksimalde yassilagsmis olmasi ile Bombus (s.1.)

icerisindeki diger altcinslere bagh tiirlerin erkek bireylerinden ayrilmaktadir (Williams

ve ark., 2008).

Subterraneobombus altcinsinde bulunan tiirlerin disi bireyleri;

- Clypeus diiz ve parlak, eger cok sayida kii¢iik ve orta noktalar var ise viicut sar1 tiiylii
(B. fragrans gibi) ve korbikular firgay1 olusturan tiiyler arka tibianin en genis yerinden
kisa ve arka tibiada orta kisimdan proksimal yariya dogru uzun tiiylerin bulunmamasi ile

Bombus (s.l.) igerisinde incelenen diger altcinslere ait disi bireylerden,
Subterraneobombus altcinsinde bulunan tirlerin erkekleri ise;
- Penis valveinin basi kavisli kasik gibi distale dogru i¢ce doniik olmasi,

- Penis valve uzunlugunun yarisi kadar; ventral ve lateral yone uzama sonucu olusan genis

kiirek benzeri ventral ¢ikintiya sahip olmast,

- Mandibulanin distalinin sivri uglu ve bir anterior dis bulunmasi ile Bombus (s.l.)

igcerisinde incelenen diger altcinslere ait erkek bireylerden ayrilmaktadirlar (Williams ve

ark., 2008).

24



Cizelge 2.4. Tez calismasina konu olan tiirlere ait dil uzunlugu ve TUCN (Nesli

Tiikenme Tehlikesi Altinda Olan Tiirlerin Kirmizi Listesi) kategorisi bilgileri (LC: asgari

endise, EN: tehlikede) (Williams ve ark., 2008; Anonim 2).

Dil IUCN IUCN populasyon

Altcins uzunlugu Tiir kategorisi egilimi
Bombus Kisa B. terretris LC Artmakta
Kallobombus Kisa B. soroeensis LC Azalmakta

B. bifarius LC Stabil

B. impatiens LC Stabil
Pyrobombus Kisa-Orta B )

B. vosnesenskii LC Stabil

B. vancouverensis - -
Subterraneobombus  Uzun B. fragrans EN Azalmakta

B. soroeensis ve B. fragrans tiirlerinde koku almada en temel organ olan antenin

transkriptom verisi elde edilerek; B. (Bombus) terrestris tiiriine ait yayimlanmis

kemosensor repertuvarina ait veri seti (Sadd ve ark., 2015; Brand ve Ramirez, 2017) ve

NCBI veri bankasindan B. (Pyrobombus) bifarius, B. (Pyrobombus) impatiens, B.

(Pyrobombus) vosnesenskii ve B. (Pyrobombus) vancouverensis tiirlerine ait veri setleri

de indirilerek Bombus tiirlerinde su sorulara cevap aranmaya calisilmistir;

- Uzun-dilli B. fragrans ve kisa-dilli B. soroeensis is¢i bireylerinde kemosensor ile

iliskili alt1 gen ailesinin anten transkriptom verisi ile belirlenmesi,

- Isci arilarin antenlerinde ifadesi belirlenen genlerin ait olduklari gen ailesinde alt

kladlarmin tespit edilerek, yanit olusturduklari kokulara dair ¢ikarimlarin eldesi,

- Bombus arilarinda kemosensor ile iligkili gen ailelerinde rol oynayan segici

baskilarin belirlenmesi,

- B. fragrans ve B. soroeensis is¢i bireylerinin antenlerinde kemosensor ile iligkili

genlerin ifadelerinin, tiir i¢i ve tiirler aras1 karsilastirmalarinin gergeklestirilerek

benzerlik ve farkliliklarinin ortaya konulmasi.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Tez ¢alismasina ait is akis1 Sekil 3.1.’de 6zetlenmistir. Bu basamaklara ait detaylar alt

basliklarda detaylandirilmustir.

Sekil 3.1. Tez ¢alismasinin akigini gosteren sema.

3.1. Arazi Cahsmasi ve Orneklem

Calisma kapsamina dahil edilen B. soroeensis ve B. fragrans tiirlerine ait is¢i bireyler
arazi ¢aligmalarinda tiil atrap yardimi ile yakalanmistir. Transkriptom ¢aligmasi i¢in hedef
olan tiirlere benzer morfolojik 6zellik gosteren is¢i bireyler ayr1 ayri steril CryoGen® (5
ml) tiiplere alinmigtir. Tipler tizerine etiket bilgileri yazildiktan sonra tiipler sivi azot
icerisine aktarilmig ve laboratuvar ¢alismalarina kadar burada muhafaza edilmistir. Arazi

caligsmalarinda tiir teshisi i¢in ayrica is¢i ve erkek bireyler de yakalanmig olup bu 6rnekler
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de ayr1 ayr tilipler igerisine alinmis ve tiipler iizerine etiket bilgileri yazilmistir. Ardindan
ornekler biiyiikliiklerine gore "1" ve "2" numara ¢elik ignelerle thorakslarinin tam
ortasindan ignelenmis, erkek bireylerin genital organlar1 goriiniir hale getirilmis ve
etiketleri ile birlikte koleksiyona alimmistir. Ornekler, Ozbek (1983) ve Williams ve ark.
(2008)’nin Bombus cinsi tiyeleri i¢in olusturduklar teshis anahtarlar1 kullanilarak teshis
edilmistir. Ayrica transkriptom verisinden DNA barkod bolgesi olarak kullanilan
sitokrom oksidaz alt tinite 1 geni dizileri ¢ekilmis BOLD (Barcode of Life DataSystems)
veritabaninda taranmstir. Cizelge 3.1."de bilgileri verilen drnekler Istanbul Universitesi
Biyoloji Boliimii Molekiiler Zooloji Laboratuvari’na RNA izolasyonu gergeklestirilmek

lizere s1v1 azot i¢erisinde taginmustir.

Cizelge 3.1. RNA izolasyonu i¢in kullanilan bireylere ait bilgiler.

Tiir Birey sayis1 Lokalite Tarih

B. soroeensis 20 Kayseri-Erciyes Dagi 15.09.2020

B. fragrans 12 Eskisehir-Sivrihisar-Balik Dam1  22-26.09.2020
3.2. RNA izolasyonu

B. soroeensis ve B. fragrans tiirleri i¢in 3 tekrarli olacak sekilde her bireyin anteni disekte
edilmis ve steril miksrosantrifiij tiiptine (1.5 ml) aktarilmistir. Doku homojenizasyonu
orneklerin bulundugu tiiplerin igerisine 750 pl TRIzol reagent (Invitrogen™ Life
Technologies) eklenerek, MagNA Lyser green beads araciligiyla MagNA Lyser (Roche,
Basel, Isvicre) cihazinda 5000 rpm'de 60 saniyede gerceklestirilmistir. Total RNA
ekstraksiyonu TRIzol® (Invitrogen) kullanilarak {iretici firmanin protokolii
dogrultusunda gerceklestirilmistir. RNA iceren tiipler daha sonra kullanilmak iizere -80
°C’de muhafaza edilmistir. Her bir ornek i¢in 4 pl RNA kantitatif Sl¢lim igin
kullanilmistir. flgili 6l¢iim “Qubit RNA HS Assay (Thermo)” kiti ve Qubit Florometrik

Ol¢ctim cihazi (Thermo) kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.3 RNA-Dizileme Kiitiiphanelerinin Kurulmasi ve Dizileme Reaksiyonu

Dizileme reaksiyonu BGI (Cin) firmasinda MGISEQ-2000 (MGI, Shenzhen, Cin)
platformunda 100 b¢ uzunlugunda ve c¢ift-yonlii olarak gergeklestirilmistir. Yiiksek
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kaliteli dizilerin elde edilmesi i¢in; (i) adaptor dizilerinin kaldirilmasi, (ii) phred skoru
20’nin altinda (<Q20) olan diisiik kaliteli dizilerin ¢ikarilmasi, (iv) boyutu 10 bazdan kisa
olan dizilerin kaldirilmasi ve (v) dizi i¢inde okunmayan veya tespit edilemeyen (N)
bazlarin sayisinin besten fazla olan dizilerin ¢ikarilmasi gibi filtreleme islemleri fastp

v0.20 (Chen ve ark., 2018) yaziliminda gerceklestirilmistir.

3.4. De novo Transkriptom Analizi ve Kalite Kontrolii

Yiksek kaliteli okumalardan de novo transkript insas1 Trinity v.2.8.5 (Grabherr ve ark.,
2011) yaziliminda minimum “contig” (kismi transkript dizisi) uzunlugu 200 ve varsayilan
k-mer uzunlugu (k25) ile gergeklestirilerek referans transkript veri seti olusturulmustur.
Bu veri setine ait tanimlayici istatistikler Trinity Stats.pl kullanilarak (i) toplam
transkript sayisi, (i1) toplam baz sayist, (iii) N10, N20, N30, N40, N50 degerleri ve %GC
icerigi elde edilmistir. Transkript insasinin kalitesinin degerlendirilmesinde elde edilen
transkript dosyasina, her bir okuma bowtie2 (-p 10 -q --no-unal -k 20) (Langmead ve
Salzberg, 2012) yazilimi ile hizalanmustir. Kallisto yazilimi (Bray ve ark., 2016)
kullanilarak transkript bolluk tahmini gergeklestirilmistir.

3.5. A¢ik Okuma Cercevelerinin Belirlenmesi

Elde edilen referans transkript veri setinde protein kodlama potansiyeli olan transkriptler
TransDecoder v5.5.0 (Haas ve ark., 2015) yazilimi ile belirlenmistir. 11k olarak transkript
dosyasinda en az 100 amino asit uzunluguna sahip agik okuma cergeveleri (ORF)
tanimlanmistir. Ardindan iglevsel oneme sahip ORF’lerin en iyi sekilde tahmin edilme
olasiligin1 artirmak i¢in Uniref90 kiitiiphanesi ve ortak protein domainlerinin tespiti igin
de PFAM Kkiitiiphanesi kullanilarak homoloji tabanli taramalar gergeklestirilmistir. Elde
edilen bu ¢iktilar lizerinden nihai kodlama bolgesi tahminleri i¢eren peptit dizileri elde

edilmistir.

3.6. Transkriptom Biitiinliigii ve Kalitesinin Kontrolii

Transkriptom biitiinligiini tespit etmek i¢in, hem kodlama yapan diziler (cds) hem de bu
peptit dizileri BUSCO v3 (Waterhouse ve ark., 2017) yazilimi kullanilarak 2675 ortolog
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gen barindiran Arhtropoda kiitiiphanesine hizalanmistir. Ayrica peptit dizileri
kullanilarak DOGMA v3.4 (Dohmen ve ark., 2016) pfam v32 Arthropoda

kiitiiphanesinde korunmus domainlerin biitiinliigli 6l¢tilmiistiir.

3.7. Gen Ontoloji Analizi

B. soroeensis ve B. fragrans i¢in elde edilen transkriptlerin yer aldig1 (i) biyolojik siireg
(biological process - BP) , (ii) molekiiler islev (molecular function - MF) ve (iii) hiicresel
bilesen (cellular component - CC) hakkinda bilgi elde edebilmek i¢in Gen Ontoloji (GO)
analizi Hmmer2GO v0.18.0 (Staton, 2018) yazilimi ile gergeklestirilmis ve sonuglar
WEGO 2.0'da (Ye ve ark., 2018) gorsellestirilmistir.

3.8. Aday Koku Genlerinin Annotasyonu

B. soroeensis ve B. fragrans tiirlerine ait peptit dizilerinde PF02949 (7tm Odorant
receptor), PF08395 (7tm Chemosensory Receptor), PF06151 (Trehalose receptor),
PF00060 (lonotropic glutamate receptor), PF10613 (Ligated ion channel L-glutamate and
glycine binding site), PF01395 (Odorant binding protein) PF03392 (Insect pheromone
binding family A10/0S-D) ve PF01130 (CD36) Pfam domainlerini tespit etmek igin
HMMER v3.3.1 (Finn, Clementsve Eddy, 2011, Potter ve ark., 2018) yazilimi kullanilmis
ve en iyi eslesen diziler (e-value < 1e-5) filtrelenmistir. BlastX yazilimi ile NCBI non-
redundant (Nr) protein veritabanina karsi homoloji taramasi ve korbikulat arilarda
yaymlanmis olan OR, GR, IR, OBP, CSP ve SNMP protein dizilerinden (Brand ve ark.,
2015; Sadd ve ark., 2015; Brand ve Ramirez, 2017) yerel bir kiitiiphane olusturularak,
BlastP yazilimi ile her bir tiire ait diziler hizalanmis ve en iyi eslesen diziler (e-value <le-
5) filtrelenmistir. NCBI veri tabaninda annotasyonu var olan B. bifarius, B. impatiens, B.
vancouverensis ve B. vosnesenskii tiirlerinin de peptit dizileri olusturulan yerel
kiitiphaneye karsi BlastP yazilimi taranmis en iyi eslesen diziler (e-value <l1e-5)

filtrelenmistir.

B. terrestris tiirti de dahil olmak tizere yedi Bombus tiiriinde ortolog protein gruplarini
belirlemek amaci ile OrthoFinder v1.1.2 (Emms ve Kelly, 2015) yazilimi1 BLAST all-v-

29



all (ayn1 anda kendi kendine ve karsilikli BLAST'lar) algoritmasi uygulanarak

kullanilmistir.

OR'lerin transmembran sarmallari, TMHMM server v.2.0c (Anonim 3) kullanilarak
tahmin edilmis olup OBP ve CSP aday genlerinde sinyal dizilerinin varligi SignalP v.5.0
yazilimi (Almagro Armenteros ve ark., 2019) araciligi ile taranmis ve korunmus motifler
MEME Suite v.5.4.1 yazilimi1 (Bailey ve ark., 2015) ile belirlenmistir.

3.9. Filogenetik Analizler

Her kemosensor gen ailesi aday transkriptlerinin doéniistiiriilmiis peptit dizileri JTT200
matrisi, 1000 maxiterate se¢enekleri ve L-INS-I algoritmas1 uygulanarak MAFFT 7.480
(Katoh ve Standley, 2013) yaziliminda hizalanmistir. Elde edilen hizalamalar, trimAl
yaziliminda (Capella-Gutiérrez, Silla-Martinez ve Gabaldon, 2009) 'strict' se¢enegi
kullanilarak kirpilmistir. Her bir gen ailesine ait hizalanmis ve kirpilmis peptit dizilerine
uygun siibstitiisyon modeli ModelTest-NG yazilimi (Darriba ve ark., 2020) kullanilarak
152 protein modeli arasindan belirlenmistir. Her bir gen ailesi i¢in belirlenen siibstitiisyon
modeli ile birlikte RAXML-NG 1.0.2 yaziliminda (Kozlov ve ark., 2019) 100 bootstrap
tekrar1 ile maksimum olasilik (Maximum Likelihood, ML) agaglar1 olusturulmus ve

Figtree v.1.3.1. (Rambaut, 2009) ile gorsellestirilmistir.

3.10. Genetik Uzakhik Calismalar:

llgili gen ailelerinin tiirler igerisindeki farklilasma diizeylerini belirlemek igin
donistiiriilmiis peptit dizileri JTT200 matrisi, 1000 maxiterate segenekleri ve L-INS-I
algoritmast uygulanarak MAFFT 7.480 (Katoh ve Standley, 2013) yaziliminda
hizalanmistir Hizalanan her bir veri setine ait ikili genetik uzaklik MEGA v.5 (Tamura
ve ark., 2011) programinda p-distance (Nei ve Kumar, 2000) algoritmasi kullanilarak
hesaplanmistir. Ardindan elde edilen veri setinin tanitici istatistikleri kapsaminda merkezi
egim Ol¢iilerinden aritmetik ortalama, ortanca deger ile ¢eyrekler (Q1 ve Q3) Past v.4
(Hammer, Harper ve Ryan, 2001; Hammer, 2020) programinda hesaplanmis, kutu
grafikleri ise ggplot2 (Wickham ve Chang, 2016), ile R v.4.0.3 (R Core Team, 2020)
yaziliminda ¢izilmistir.
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3.11. Secilim Analizleri

DNA evrim hizinin ve niikleotid siibtitiisyon modellerinin belirlenmesi molekiiler
genomigin hedefleri arasindadir. Protein kodlayan diziler, klasik olarak ana evrim birimi
olarak kabul edilmistir (Buschiazzo ve ark., 2012). Esanlamli (sessiz, sinonim) ve es
anlamli olmayan (non-sinonim) bélgelerdeki mutasyonlar, sirasiyla genler tizerinde etkili
olan nétr (veya en azindan zayif) ve aktif secici kuvvetler arasinda ayrim yapmak igin
kullanilmaktadir. Ortolog genlerin ikili karsilagtirmalarinda, esanlamli olmayan bolge
basina siibtitlisyon sayisinin (dN) esanlamli bolge basina siibtitlisyon sayisina (dS) orant,
secilimin yonii ve giicli hakkinda genel bir gosterge sunmakta ve segilim baskilarini nicel
hale getirmektedir (Nielsen, 2005; Hurst, 2009). Esanlamli olmayan siibtitiisyon fazlalig
(dN/dS > 1), adaptif veya g¢esitlendirici (pozitif) segilimi Onerirken, es anlamli
mutasyonlarin fazlaligi (AN/dS < 1) arindiric1 (negatif) secilimi; es anlamli ve es anlamli
olmayan mutasyon oranlari arasinda higbir fark olmamasi (AN/dS = 1) nétral evrim kaniti

olarak alinmaktadir (Yang ve Nielsent, 2002).

Filogenetik agaclara dayanarak her bir gen ailesinde dort veya daha fazla ortolog
kopyadan olusan - paraloglar dahil olmak iizere — her gen ailesi i¢in belirlenen kladlarin
kodlama yapan dizileri MACSE v2.00 yazilim1 (Ranwez ve ark., 2018) ile hizalanmistir.
Ilgili kladlarin global o (dN/dS) oram1 HyPhy 2.5.33 (Kosakovsky Pond ve ark., 2020)

yaziliminda hesaplanmustir.

Bombus arilarinda kemosensor gen ailelerinin evrimini sekillendiren segici baskilari
belirlemek amaciyla, belirlenen kladlarda pozitif segilim sinyali (dN/dS >1) olup
olmadigimi tespit edebilmek icin HyPhy 2.5.33 (Kosakovsky Pond ve ark., 2020)
yaziliminda, aBBSREL algoritmasi1 (Smith ve ark., 2015) kullanilmistur.

3.12. ifade Analizleri

Tiirler aras1 koku ile iligkili gen ailelerinin ifade analizleri i¢in Dweck ve ark., (2021)
calismasi referans alinmigtir. Bu kapsamda B. frangrans ve B. soroeensis tiirlerinde dort

farkli yontem ile analizler gerceklestirilmistir; (i) DESeq2 v.1.34.0 (Love, Huber ve
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Anders, 2014; Stephens, 2017), (ii) edgeR v3.36.0 (Robinson, McCarthyve Smyth, 2010)
(iii) NOlseq - TPM ile normalize edilmis veri seti (Tarazona ve ark., 2011), (iv) NOlseq
- SCBN v.1.4.0 (Zhou ve ark., 2019) ile normalize edilmis veri seti (Tarazona ve ark.,

2011). Tiim analiz yontemlerinde anlamli ¢ikan sonuglar (1og2FC > 2, adjusted p-value <
0.01) dikkate alinmustir.
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4. SONUCLAR

4.1. Tiir Teshisi ve Habitat Bilgisi

B. soroeensis ve B. fragrans transkriptom verisinden DNA barkod bdlgesi olarak
kullanilan sitokrom oksidaz alt tinite 1 geni dizilerinin BOLD veri tabaninda taranmasi
sonucu B. soroeensis veri tabaninda bulunan ayn tiire ait 6rnekler ile %98,2; B. fragrans

ise %98,6 homoloji gostermistir.

B. soroeensis Kayseri Erciyes Dagi’ndan toplanmis olup alanda hakim vejetasyon tipinin
dag stebi oldugu tespit edilmistir. Ornekler, Cirsium echinus (M.Bieb.) Hand.-Mazz.
lizerinden toplanmustir. {lgili vejetasyon tipinde Acantholimon acerosum (Willd.) Boiss.
var. acerosum (Pisikgeveni); Artemisia alpina Pall. ex Willd. (Dag yavsani); Astagalus
angustifolius Lam. subsp. pungens (Willd.) Hayek (Kor geven); Astragalus acicularis
Bunge (Igne geveni); Festuca cappadocica (Hackel) Markgr.-Dann. (Peri yumag);
Onobrychis argaea Boiss. &amp; Balansa (Gilimiis korunga); Stipa pulcherrima K.Koch
subsp. crassiculmis (P.Smirn.) Tzvelev (Kabasorgug) taksonlarinin baskin oldugu

goriilmektedir.

B. fragrans ise Eskisehir ili Sivrihisar ilgesinde step vejatasyonunun baskin oldugu
alanlardan Cirsium arvense (L.) Scop. subsp. arvense iizerinden toplanmistir. Step
vejetasyonu icerisinde Artemisia campestris L. (Kara yavsan); Astragalus microcephalus
Willd. (Anadolu Kkitresi); Bromus tomentellus Boiss. (Bozkir bromu); Eryngium
bithynicum Boiss (Cakirotu); Gypsophila viscosa Murray (Sadirli ¢éven); Onobrychis
tournefortii (Evliya otu); Salvia wiedemannii Boiss. (Sultantact); Thymus leucostomus

Hausskn. & Velen (Ana kekik) tiirlerinin baskin oldugu goriilmektedir.

4.2. RNA lzolasyonu

B. soroeensis ve B. fragrans tiirlerine ait 6rneklerin antenlerinden gergeklestirilen total
RNA izolasyonuna ait florometrik 6lgliim sonuglari uygun bulunan ve RNA dizilemesine

gonderilen 6rnekler Cizelge 4.1.’de sunulmustur.
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Cizelge 4.1. B. soroeensis ve B. fragrans tiirlerinin ti¢ tekrarli anten dokusundan izole

edilen RNA 6rneklerinin Qubit 4.0 RNA florometrik 6l¢tim sonucu.

Tiir Ornek kodu Elzxir)ltrasyon z':f)lm ;I;lcg)al Kitle
SAl 111 45 4,99
B. soroeensis SA2 80 45 3,6
SA3 68 45 3,06
FAL 66,6 45 2,99
B. fragrans  FA2 39,6 45 1,78
FA3 60,7 45 2,73

4.3. RNA-Dizileme Bulgular:

Dizileme reaksiyonu sonrasinda elde edilen ham okumalarin kalite kontroliinden
gecirildikten sonra elde edilen yiiksek kaliteli okumalarina ait fred kalite skoru (phred (Q)
>20) her kiitiiphanedeki niikleotidlerin %97 oraninda dogru okundugunu gostermektedir.
B. sororeensis ve B. fragrans i¢in yiiksek kaliteli diziler toplam 22 milyar niikleotidden
olusmaktadir ve B. soroeensis i¢cin %GC igerigi yaklasik %38 iken B. fragrans igin

yaklasik %39 oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.2.).
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Cizelge 4.2. B. soroeensis ve B. fragrans tiirlerinin ii¢ tekrarli anten dokusundan
olusturulan kiitiiphanelerden elde edilen yiiksek kaliteli RNA dizilerine

iligkin sonuglari.

Tiir Ornek Kaliteli Okuma Kaliteli Baz Okuma Q20( GC(
kodu Sayisi Sayisi Uzunlugu (bg) %) %)
SAl 74.624.244 7.462.424.400 100 97,26 38,31
B. . SA2 74.761.792 7.476.179.200 100 97,14 3841
soroeensis
SA3 72.147.124 7.214.712.400 100 97,14 38,24
FAl 74.356.338 7.435.633.800 100 97,13 39,67
E" FA2 74.687.330 7.468.733.000 100 97,9 39,57
ragrans
FA3 74.175.520 7.417552.000 100 97,28 40,30

4.4. De novo Transkriptom Analiz Bulgular1 ve Transkriptom Biitiinliigii

De novo transkriptom analizi ile B. soroeensis ve B. fragrans icin elde edilen toplam
“contig” sayis1 sirasi ile 160.773 ve 169.675°dir. B. soroeensis i¢in %GC igerigi 36,89
iken B. fragrans i¢in 38,18°dir (Cizelge 4.3.). Birlestirilen transkriptlerin %10’unun B.
soroeensis i¢in en az 12.860 baz (N10) uzunlugunda; B. fragrans i¢in ise 11.834 baz
(N10) uzunlugunda oldugu tespit edilmis olup birlestirilmis bazlarin en az yarisinin

uzunlugunun (N50) B. soroeensis i¢in 5.330; B. fragrans igin 4.558 oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.3.  De novo transkriptom insas1 ve kalite degerlendirmesi istatistikleri

B. soroeensis | B. fragrans
Toplam trinity ‘genleri’ 106.055 116.908
Toplam trinity transkriptleri | 160.773 169.675
%GC 36,89 38,18
Contig N10 (bg) 12.860 11.834
Contig N20 (bg) 9.976 8.871
Contig N30 (bg) 7.977 7.074
Contig N40 (bg) 6.555 5.745
Contig N50 (bg) 5.330 4,558
Ortanca contig uzunlugu (bg) | 525 485
Ortalama contig (bg) 1.859,55 1.609,62
Toplam birlestirilen (bg) 298.965.154 | 273.112.430
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Transkript insasina ait kalite degerlendirilmesinde elde edilen transkript dosyasi ile herbir
temiz okuma dosyasimin bowtie2 (Langmead ve Salzberg, 2012) araci ile hizalanmasi
sonucunda B. soroeensis i¢in %97,98; B. fragrans icin %97,59 hizalama basarisi elde
edilmistir (Cizelge 4.4.).

Cizelge 4.4. B. soroeensis ve B. fragrans i¢in insa edilen transkript kiitiiphanesine,

ilgili tiirtin her bir okuma dosyasinin hizalanmast ile elde edilen hizalama

sonuglart.
Hizalama (bowtie2) B. soroeensis B. fragrans
Okuma sayis1 221.066.314 223.366.470
Eslestirilen 221.066.314 (%100)  223.366.470 (%100)
0 kez hizalanan 11.495.654 (%5,20) 12.493.630 (%5,59)
1 kez hizalanan 25.173.307 (%11,39)  30.287.173 (%13,56)
> 1 kez hizalanan 184.397.353 (%83,41) 180.585.667 (%80,85)
Tim hizalama oran1  %97,89 %97,59

4.5. Protein Kodlayan Transkritplere Ait Bulgular

De novo transkriptom analizi sonucunda elde edilen diziler mRNAnin yani sira, kodlama
yapmayan dizileri de igermektedir. Her bir tiiriin veri seti i¢erisindeki muhtemel protein
kodlayan dizileri belirlemek i¢in tiim transkriptlerin ORF’leri belirlenmistir (6 farkl
cergeve). 100 amino asitten uzun ORF sayis1 B. soroeensis i¢in 114.871 iken B. fragrans

icin 114.392 olarak belirlenmistir.

4.6. Transkriptom Biitiinliigii ve Kalitesinin Kontrolii

Transkriptomlarin biitiinliigii analizinde, B. soroeensis ve B. fragrans igin elde edilen
kodlama yapan diziler ve peptit dizilerinin BUSCO Arthropoda kiitiiphanesine
hizalanmas: sonucunda B. soroeensis transkriptom verisinin %98,22; B. fragrans
transkriptom verisinin ise %98,59 ortolog gen barindirdig: (Sekil 4.1.); DOGMA pfam
v32 Arthropoda kiitiiphanesine hizalanmasi sonucu ise B. soroeensis peptit dizisinde

%94,62; B. fragrans peptit dizisinde ise %94,41 korunmus domain oldugu tespit
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edilmistir (Sekil 4.2.). Elde edilen bu bulgular ilgili tiirlerin, yeterli ve yiiksek bir

kapsamda transkriptom verisine sahip oldugunu gostermektedir.

BUSCO Degerlendirme Ozeti

[ Tam (C) ve tek kopya (S) B Tam (C) ve duplike (D)
Pargall (F) B exsikow
e _ I

B. fragrans (pep)

B. soroeensis (cds)

B. soroeensis (pep)

%BUSCOs

Sekil 4.1. B. soroeensis ve B. fragrans tiirlerinden elde edilen kodlama yapan diziler
ve peptit dizilerinin BUSCO Arthropoda kiitiiphanesinde ortolog genlere
dayanarak biitiinliigiiniin degerlendirilmesi.
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Sekil 4.2. Arthropoda kiitiiphanesinde korunmus protein domainlerine (keman

grafigi) A. B. soroeensis ve B. B. fragrans tiirlerinden elde edilen peptit
dizilerinin DOGMA pfam v32 Arthropoda kiitiiphanesine dayanarak
biitiinliigiiniin (kirmiz1 nokta) dlgiilmesi. Koyu mavi ¢izgi, Arthropoda

proteomlarinin medyan DOGMA skorunu temsil etmektedir.

4.7. Gen Ontoloji (GO) Analiz Bulgular

B. soroeensis ve B. fragrans i¢in elde edilen transkriptom verilerinin (i) biyolojik siire¢
(BP), (ii) molekiiler islev (MF) ve (iii) hiicresel bilesen (CC) hakkinda bilgi elde
edebilmek igin gergeklestirilen Gen Ontoloji (GO) annotasyonu sonucunda B. soroeensis
tirtinde 43.249 (%26,9) transkript (Sekil 4.3.), B. fragrans tiiriinde 39.725 (%23,4)
transkript (Sekil 4.4.) 59 fonksiyonel gruba ayrilmis ve ii¢ GO kategorisine

simiflandirilmagtir.

B. sorooensis anten transkriptom verisinde MF en fazla temsil edilen (%44,8) kategoridir.
Baglayicilar (binding) (%55,2) ve katalitik aktivite (catalitic activity) (%42,9) MF’de en
cok annote edilen alt kategorileridir. BP, %34,2 ile temsil edilirken bu kategoride en fazla
annote edilen alt kategoriler metabolik siire¢ (metabolic process) (%42,9) ve hiicresel

stiregtir (cellular process - CP) (%41,6). Transkriptlerin %21°’i CC kategorisinde yer
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alirken bu kategori kendi igerisinde membran (%22,3), hiicre (%20,9) ve hiicre bileseni

(cell component) (%20,9) alt kategorilere ayrilmaktadir.

Sekil 4.3. B. soroeensis anten transkriptom verisinde Gen Ontoloji (GO)
annotasyonu. GO siniflandirmasinin 2. seviyesinde (level 2) temsil edilen
(A) biyolojik siire¢ (BP), (B) molekiiler islev (MF) (C) hiicre bilesen (CC)
kategorileri ve (D) MF 3. seviye (level 3) baglayicit (binding) alt
kategorileri.

Benzer sekilde B. fragrans anten transkriptom verisinde MF en fazla temsil edilen
(%44,8) kategoridir. MF’de en ¢ok annote edilen baglayicilar (binding) (%53,8) ve
katalitik aktivite (catalitic activity) (%44,5) alt kategorileridir. B. fragrans tiiriinde BP
%34,9 ile temsil edilirken bu kategoride en fazla annote edilen alt kategoriler, metabolik
stire¢ (metabolic process) (%44,5) ve hiicresel siirectir (cellular process) (%42,5).
Transkriptlerin %20,3’1 ise CC kategorisinde yer alirken bu kategori kendi igerisinde
membran (%22,4), hiicre (%19,6) ve hiicre bileseni (cell component) (%19,6) alt

kategorilerine ayrilmaktadir.
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Sekil 4.4. B. fragrans anten transkriptom verisinde Gen Ontoloji (GO) annotasyonu.
Gen Ontoloji (GO) annotasyonu. GO siniflandirmasinin 2. seviyesinde
(Ing. level 2) temsil edilen (A) biyolojik siire¢ (BP), (B) molekiiler islev
(MF) (C) hiicre bilesen (CC) kategorileri ve (D) MF 3. seviye (level 3)
baglayici (binding) alt kategorileri.

4.8. Aday Koku Genlerinin Annotasyonuna Dair Bulgular

Tez ¢alismas1 kapsaminda Bombus tiirlerinde tespit edilen kemoreseptor repertuvari Sekil
4.5.’de 6zetlenmis olup, her bir gen ailesi alt bagliklar altinda incelenmistir. B. soroeensis

ve B. fragrans tiirlerinde tespit edilen transkriptlere ait detayli bilgiler Ek1-6’da

sunulmustur.

OR GR IR OBP CSP SNMP

Bomb i 96 9 17 11 5 1

Bombus fragrans 107 9 18 10 5 2

bus terrestris 166 25 22 16 6 2

Bombus impati 100 15 21 13 5 2

Bomb kii 100 16 21 15 5 2

Bombus bifarius 9% 15 21 15 2 2

Bombus vancouverensis 94 13 21 14 4 2

Sekil 4.5. Bombus arilarinda kemoreseptor repertuvari. B. terrestris Sadd ve ark.

(2015) calismasindan alinmustir.
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4.8.1. Koku Reseptorleri (OR)

B. terrestris tiiriide 166 OR tespit edilmis olup (237 — 479 amino asit uzunlugunda),
bunlardan 4 tanesi pseudogendir (Sadd ve ark., 2015). Anten transkriptom kiitiiphanesine
dayali OR annotasyonunda B. fragrans tiiriinde 107 OR, B. soroeensis tiiriinde ise 96 OR
tespit edilmis (EK 1), NCBI veri tabaninda bulunan transkriptom kiitiiphanelerinde B.
impatiens, B. vosnesenskii, B. bifarius ve B. vancouverensis tiirlerinde sirasi ile 100, 100,
98 ve 94 OR’nin homologu belirlenmistir (Sekil 4.5.). Annotasyon c¢alismalari
gerceklestirilirken PF02949 (7tm Odorant receptor) Pfam domaini i¢ermesi dikkate
alinarak filtreleme iglemleri gergeklestirilip, yerel kiitiiphanede en iyi homoloji gosterdigi

OR dizisi ile hizalanarak kontrol edilmistir.

Altr tiir icin ortalama aminoasit uzunluklart 390-398 arasinda tespit edilmis olup
TMHMM (Anonim 3) tarafindan tahminlenen transmembran alanlar1 sayist 5,55-5,75
araligindadir. Ilgili hesaplamalar karsilastirma yapmak i¢in OR amino asit dizileri daha
once yaymlanmis olan B. terrestris (Sadd ve ark., 2015) tiirii i¢in yapilmus ve ilgili tiiriin
ortalama amino asit uzunlugu 396, transmembran alanlarinin sayisi ise 5,80 olarak
tahminlenmistir (Cizelge 4.5.). Ayrica OR amino asit dizilerinin N-terminalinde GhwP
ve C-terminalinde ise SYFT korunmus motifi tespit edilmistir (Sekil 4.6.).

Cizelge 4.5. Yedi Bombus tiiriinde koku reseptorlerinin ortalama aminoasit uzunlugu
(= SS) ve TMHMM tarafindan tahmin edilen ortalama transmembran

alanlar1 (= SS) (B. terrrestris karsilastirma igin eklenmistir.)

Tiir Ortalama Uzunluk Ortalama TMHMM
B. terrestris 396,54+14,78 5,80+1,21
B. bifarius 397,22+24,93 5,55+1,23
B. fragrans 395,214+25,90 5,75+1,17
B. impatiens 390,69+30,00 5,46+0,11
B. soroeensis 394,49+26,12 5,63+1,27
B. vancouverensis 398,17+24,33 5,63+1,13
B. vosnesenskii 395,03+24,87 5,58+1,20
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[ 1

Sekil 4.6. Bombus tiirleri OR amino asit dizilerinin N-terminalde GhWP ve C-

terminalde SYFT korunmus motifi.

Yedi Bombus tiiriinde OR amino asit dizilerinin MAFFT 7.480 (Katoh ve Standley, 2013)
yaziliminda hizalanmigtir. Filogenetik analiz i¢in N-terminal ve C-terminal bolgeleri
degisen uzunluklarda ve zayif hizalama gosterdiginden trimAl yaziliminda (Capella-
Gutiérrez, Silla-Martinez ve Gabaldon, 2009) kirpilmast sonucu 602 amino asit
uzunlugunda veri matrisi elde edilmistir. Elde edilen bu veri matrisinden JTT+G4+F
subtitiisyon modeli altinda 100 bootstrap ile filogeni insas1 gergeklestirilmistir (Sekil
4.7.). Hymenoptera takiminda OR ile gergeklestirilen ¢alismalarla (Engsontia ve ark.,
2015; Zhou ve ark., 2015) 30 klad belirlenmis ve A. mellifera OR’leri (AmOR117 haric)
21 klad igerisinde tespit edilmistir. Yedi Bombus tiiriiniin OR peptit dizilerinden elde
edilen ML agacinda 22 klad belirlenmis olup (Sekil 4.8.) yiiksek bootstrap degeri ile
desteklenmistir (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. A. Bombus tiirlerinde OR gen ailesi filogenisi. Dendogram Orco kladindan
koklendirilmistir. B. Kladlar, filogenetik agacin etrafindaki renk seritleri
ile belirtilmistir ve bootstrap destek degerleri verilmistir. Kdseli parantez
icindeki degerler pseudogen sayisidir. Bter: B. terrestris, Bbif: B. bifarius,
Bfra: B. fragrans, Bimp: B. impatiens, Bsor: B. soroeensis, Bvan: B.

vancouverensis, Bvos: B. vosnesenskii.

Ilgili agagta AMOR121 ve BtOR113PSE’nin bulundugu U kladinda B. fragrans ve B.
soroeensis is¢i bireylerinin anteninde ifade edilen herhangi bir OR tespit edilmemistir.
Orco harig tek bir OR igeren 11 kladin (A-OR115; B-OR108; C-OR96; F-OR114; G-
OR117; I-OR111; M-OR50; Q-OR112; W-OR109 ve Z-OR110) hepsinde B. fragrans ve
B. soroeensis tiirlerinin 1:1 ortologlari tespit edilmistir (Sekil 4.8.). B. terrestris tiirtinde
en genis alt aile olan L kladinda (44 OR igermektedir) B. bifarius ve B. vosnesenskii
tirlerinde 35 OR, B. vancouverensis tiiriinde 34 OR, B. impatiens tiiriinde 30 OR, B.
fragrans ve B. soroeensis tiirlerinde ise 26 OR belirlenmistir. En genis ikinci klad olan 9-
exon kladinda (37 OR igermektedir) en fazla B. fragrans tiiriinde 27 OR belirlenmis olup;
B. soroeensis, B. impatiens, B. bifarius, B. vancouverensis, B. vosnesenskii tiirlerinde
sirastyla 22, 18, 16, 14, 14 OR tespit edilmistir. Diger taraftan T kladinda yer alan ve B.

terrestris tiiriinde pseudogen olan OR90 ile homoloji gosteren B. fragrans tiiriine ait bir
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transkript belirlenmis olup ilgili dizi kismi (internal) olarak elde edildigi i¢in pseudogen

olup olmadig belirsizdir.
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Sekil 4.8. Bombus arilarinda OR kladlarinin boyutu. B. terrestris Sadd ve ark.
(2015) ¢alismasindan alinmastir.

4.8.2. Tat/Temas Reseptorleri (GR)

B. terrestris tiirtinde 25 Gr tanimlanmis olup (310 — 458 amino asit uzunlugunda)
bunlardan 3 tanesi pesudogendir (Sadd ve ark., 2015). B. fragrans ve B. soroeensis anten
transkriptom verisinde dokuz GR tespit edilmistir (EK 2). Ilgili genlerin uzunluklar1 311
— 480 amino asit araliginda degismekte olup Grl3 hari¢ tamaminda PF08395 (7tm
Chemosensory Receptor) korunmus domaini (E degeri araligi: 3E-12 — 3E-40; bit skor
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araligi: 46,4 — 138,4); Grl ve Gr2 genlerinde PF06151 (Trehalose receptor) korunmus
domaini de tespit edilmistir (E degeri aralig: 2E-94 — 6E-111; bit skor araligi: 316,1—
371,0). Ayrica ilgili amino asitlerin C-terminalinde TYhhhhhQF korunmus motifi
belirlenmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Bombus tiirleri GR amino asit dizilerinin C-terminalinde korunmus

TYhhhhhQF motifi.

GR aminoasit dizilerinin MAFFT 7.480 (Katoh ve Standley, 2013) yaziliminda
hizalanmasi ve trimAl yaziliminda (Capella-Gutiérrez, Silla-Martinez ve Gabaldon,
2009) kirpilmasi sonucu 722 amino asitlik veri matrisi elde edilmistir. JTT+G4+F
subtitiisyon modeli altinda 100 bootstrap ile filogeni insas1 gergeklestirilmistir (Sekil
4.10.). Hymenoptera takiminda GR ile gerceklestirilen ¢aligmalarla (Zhou ve ark., 2015)
20 klad belirlenmistir. Bu ¢alismada insa edilen ML agacinda Bombus tiirlerinde
bootstrap destek degerleri %98-100 araliginda olan 10 klad belirlenmis olup diger iki klad
BtGr4PSE ve BtGr10PSE’nin bulundugu kladdir.
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o Klad Bootsirap (%) Bter  Bbil Blra Bimp Bsor Bvan Bvos
M Gr2 100 1 (I R
M Gr) 100
W Gr4 -
M Gr3 100
M Gr-8/9 100 [
M Gr13 100 1
M Gr-10 (D) -
M Gr6 (B) 100
W Gr-11(B) 100 L
M Gr-s 100 1
M Gr-7 (G) 100 1
W Gr12 100 5

Toplam 25[3]
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Sekil 4.10.  A. Bombus tiirlerinde GR gen ailesi filogenisi. Dendogram Gr-1/Gr-2
kladindan koklendirilmistir. B. Kladlar, filogenetik agacin etrafindaki
renk seritleri ile belirtilmistir ve bootstrap destek degerleri verilmistir.
Koseli parantez igindeki degerler pseudogen sayisidir. Bter: B. terrestris,
Bbif: B. bifarius, Bfra: B. fragrans, Bimp: B. impatiens, Bsor: B.

soroeensis, Bvan: B. vancouverensis, Bvos: B. vosnesenskii.

4.8.3. iyonotropik Reseptorler (IR)

B. terrestris tiiriinde IR gen ailesinden 22 gen tanimlanmis olup (406 — 943 amino asit
uzunlugunda), 11 tanesi antende gorev alan genlerdir (Sadd ve ark., 2015). Yapilan
annotasyon ¢aligmalar1 sonucunda B. fragrans tiiriinde 18 IR ve B. soroeensis tiiriinde 17
IR tespit edilmistir (EK 3). IR koreseptorleri olarak kabul edilen IR25a, B. terrestris
tirtinde bu proteinin yalnizca ikinci yarisin1 kodlayan bir duplike gen olan IR25a.2’ye
sahip olup bu proteini kodlayan gen yalnizca B. soroeensis tiiriinde tespit edilememis
olup, B. fragrans tiiriinde ise N-terminali eksik olarak belirlenmistir. Diger klasik anten
IR’lerinin ise 1:1 ortologlar1 tespit edilmistir. Yalnizca Hymenoptera anten IR’ler ve
Hymenoptera ‘divergent’ IR’lerde de B. fragrans ve B. soroeensis tiirlerinde farkli

genlerin ifadesi belirlenmistir.
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Ilgili genlerin uzunluklar1 327-923 amino asit araliginda degismektedir. IR75f.2, IR75f.3,
IR334 ve IR335’de korunmus Pfam domaini tespit edilememis olup, diger tiim
proteinlerde PFO0060 (lonotropic glutamate receptor) (E degeri araligi: 2E-05 — 4E-45;
bit skor aralig1: 23,0 — 155,4) korunmus domaini tespit edilmistir.

IR amino asit dizilerinin MAFFT 7.480 (Katoh ve Standley, 2013) yaziliminda
hizalanmas1 ve trimAl yaziliminda (Capella-Gutierrez ve Silla-Martinez, 2009)
kirpilmas1 sonucunda 1481 amino asitlik veri matrisi elde edilmis ve JTT+G4+F
subtitiisyon modeli altinda 100 bootstrap ile filogeni insas1 gergeklestirilmistir (Sekil
4.11.). Elde edilen ML agacinda Obiero ve ark. (2021) Apoidea iist familyasinda yaptig
calismada belirledigi 24 IR kladindan 19 tanesi belirlenmis olup, her klad insa edilen ML
agacinda %100 bootstrap destek degeri ile desteklenmistir.
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Sekil 4.11.  A. Bombus tiirlerinde IR gen ailesi filogenisi. Dendogram IR25a-1R8a
kladindan koéklendirilmistir B. Kladlar, filogenetik agacin etrafindaki renk
seritleri ile belirtilmistir ve bootstrap destek degerleri verilmistir. Bter: B.
terrestris, Bbif: B. bifarius, Bfra: B. fragrans, Bimp: B. impatiens, Bsor:

B. soroeensis, Bvan: B. vancouverensis, Bvos: B. vosnesenskii.
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4.8.4. Koku Baglayici Proteinler (OBP)

B. terrestris tiiriinde 16 OBP (132 — 152 amino asit uzunlugunda) bulunmaktadir (Sadd
ve ark., 2015). Annotasyon ¢alismalari sonucunda, B. fragrans tiiriinde 10, B. soroeensis

tirtinde 11 OBP oldugu, uzunluklarmin 111-156 amino asit araliginda degistigi
belirlenmistir (EK 4).

OBP genlerinin tamaminda PF01395 (feromon baglayici protein/koku baglayici protein
PBP/GOBP) korunmus domainleri yer almaktadir (E degeri araligi: 1E-5 - 8.9E-25; bit
skor araligi: 32,6 — 88,4). N-terminali eksik genler (BfraOBP11) haricinde, diger tim
OBP’lerin 17 - 27 amino asit araliginda degisen N-terminal sinyal peptit dizisine sahip
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.12., EK 7).
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Sekil 4.12.  B. fragrans OBP2 amino asit dizisinde SignalP yazilimi kullanilarak tespit

edilen sinyal dizisi.

Tiim bocek OBP'leri, yiiksek oranda korunmus alt1 sistein kalintisina sahip olup ikinci ve
liclincii sisteinler arasindaki amino asitlerin sayisi {i¢; besinci ve altinci sisteinler
arasindaki amino asit sayisi ise sekizdir. Annotasyonu gergeklestirilen OBP genlerinin
hepsinde alt1 sistein kalintis1 (Sekil 4.13.), ikinci ve li¢lincii sisteinler arasinda ii¢ ve
besinci altinci sisteinler arasinda sekiz amino asit (Sekil 4.14.) oriintiisii elde edilmis olup,
sistein kalintis1 bakimindan incelendiginde ise klasik OBP’ler igerisinde yer aldiklari
belirlenmistir
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Sekil 4.13. Koku baglayici proteinlerde alt1 sistein kalintisi
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Sekil 4.14.  Bombus tiirlerinin koku baglayici proteinlerinde tespit edilen A. C2-Xs-
C3 B. C5-X3-C6 motifi

Bombus tiirlerinde OBP amino asit dizilerinin hizalanmasi1 sonucunda 186 amino asitlik
veri matrisi elde edilmis ve JTT+I+G4 subtitiisyon modeli altinda 100 bootstrap ile
filogeni insast gerceklestirilmistir (Sekil 4.15.). Obiero ve ark., (2021) Apoidea iist
familyasinda yaptig1 calismada belirledigi 11 OBP klad: elde edilen ML agacinda %96-
100 bootstrap destek degeri ile belirlenmis olup K kladi (OBP4 ve OBP6) tespit

edilemedigi i¢in ayr1 kladlar olarak degerlendirilmistir.
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B.
Klad Boutstrap (%) Bler Bhil' Blra BimpBsor Byan Bvos

W oppsonpy (1) 98 2 0 ¢ 0 1 1
B OBPIG(T) 100 [ A
B OBP7 (H) 100 e e 0 1 1
I onrd 100 [ R T S N B |
B OBP5 (1) 100 | R S I R |
I oBré 100 | U S S S |
W oBPIORPT ) 3 3 2 3 =2 3
‘ORP12
Il 0BPIM(C) 100 Lo 0 1 =0 . i
M onP () 1) [ A
I OBPI3 (R) 100 [ A
Il OBP1S(E) 98 o0 0 1 1
W OBP3 (1) 100 11 1 1 1 1 1
B OBP2(G) 100 [ I
16 15 10 13 11 14 1

Toplam 50013

Sekil 4.15.  A. Bombus tiirlerinde OBP gen ailesi filogenisi. B. Kladlar, filogenetik
agacin etrafindaki renk seritleri ile belirtilmistir ve bootstrap destek
degerleri verilmistir. Bter: B. terrestris, Bbif: B. bifarius, Bfra: B.
fragrans, Bimp: B. impatiens, Bsor: B. soroeensis, Bvan: B.

vancouverensis, Bvos: B. vosnesenskii.

4.8.5. Kemosensor Proteinler (CSP)

B. terrestris tiirtinde bir tanesi pseudogen olmak iizere (88 amino asit uzunlugunda) alt1
CSP (109 — 130 amino asit uzunlugunda) bulunmaktadir (Brand ve Ramirez, 2017).
Annotasyon ¢alismalar1 sonucunda, B. fragrans ve B. soroeensis tiirlerinde bes CSP tespit
edilmis olup ilgili genler 113-150 amino asit uzunlugunda degiskenlik gostermektedir
(EK 5).

CSP genlerinin tamaminda PF03392 (bdcek feromon baglayici ailesi A10/OS-D) domaini
belirlenmistir (E degeri arahigi: 3E-14 — 7E-39; bit skor araligi: 52,9 — 133,6). Tiim
tirlerdeki CSP’ler, 16 - 24 amino asit araliginda degisen N-terminal sinyal peptit dizisi
(Sekil 4.16., EK 8) ve C1-Xg-C2-X18-C3-X2-C4 ile yiiksek oranda korunmug dort sistein
kalintis1 (Sekil 4.17.) icermektedir.
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Sekil 4.16.  B. soroeensis CSP6 amino asit dizisinde SignalP yazilimi kullanilarak

tespit edilen sinyal dizisi.

Sekil 4.17.  Bombus tiirlerinin kemoreseptor proteinlerinde dort sistein kalintist (C1-
Xe-C2-X18-C3-X2-C4)

Bombus tiirlerinde CSP’lerin hizalanmasi sonucunda, 153 amino asitlik veri matrisi elde
edilmis ve LG+G4 subtitiisyon modeli altinda 100 bootstrap ile filogeni insasi
gerceklestirilmistir. Elde edilen ML agacinda 1:1 ortologlarin bootstrap destek degerleri
%85-99 araliginda yiiksek degerlere sahiptir (Sekil 4.18.).
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Sekil 4.18.  A. Bombus tiirlerinde CSP gen ailesi filogenisi. B. Kladlar, filogenetik
agacin etrafindaki renk seritleri ile belirtilmistir ve bootstrap destek
degerleri verilmistir. Koseli parantez icindeki degerler pseudogen
sayisidir. Bter: B. terrestris, Bbif: B. bifarius, Bfra: B. fragrans, Bimp: B.
impatiens, Bsor: B. soroeensis, Bvan: B. vancouverensis, Bvos: B.

vosnesenskKii.

4.8.6. Duyusal Noron Membran Proteinleri (SNMP)

B. fragrans ve B. soroeensis tiirlerinde yapilan ¢alismalar ile birlikte her iki tiirde de kismi
SNMP1 dizisi belirlenmis olup, B. fragrans tiirinde SNMP2 dizisi de kismi olarak
belirlenmistir (EK 6). ilgili genlerin PF01130 (CD36) korunmus domaini igerdigi tespit
edilmistir (E degeri araligi: 2E-87 - 6E-127; bit skor araligi: 293,3 - 423,9).

GenBank veri tabanindan temin edilen (EK 9) farkli tiirlere ait SNMP1 ve SNMP2 amino
asit dizilerinin MAFFT 7.480 (Katoh ve Standley, 2013) yaziliminda hizalanmasi ve
trimAl yaziliminda (Capella-Gutiérrez, Silla-Martinez ve Gabaldon, 2009) kirpilmasi
sonucunda 320 amino asitlik veri matrisi elde edilmis ve LG+I+G4 subtitiisyon modeli
altinda 100 bootstrap ile filogeni insas1 gerceklestirilmistir (Sekil 4.19.). B. fragrans ve
B. soroeensis tiirlerine ait diziler Hymenoptera tiirlerinin olusturdugu SNMP1 ve SNMP2
peptit dizileri ile ayn1 dalda yer almaktadir ve Bombus terrestris ile %95 homoloji

sergilemektedir.
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Sekil 4.19.  Farkli tiirlere ait SNMP gen ailesi filogenisi. B. fragrans ve B. soroeensis
anten transkriptom verisinde tespit edilen SNMP’ler kirmizi olarak

belirtilmistir.

4.9. Genetik Uzakhk Calismalar

Her bir tiirde tespit edilen gen ailelerinin amino asit dizilerinin genetik uzakliklar1, ikili
p-uzaklik degerleri hesaplanmistir. Her bir gen ailesi i¢in her bir tiirde benzer farklilasma
orlintiileri belirlenmistir. Koku almada rol alan reseptor ailelerinden OR gen ailesinde
amino asit tabanl genetik uzaklik %3,0-93,3 araliginda degiskenlik gosterirken, ortalama
deger %79,0-%81,0, ortanca deger (Q2) ise %82,1-83,2 araliginda degismektedir (Sekil
4.20.). GR gen ailesinde amino asit tabanli genetik uzaklik %0,3-%92,0 araliginda
degiskenlik gosterirken, ortalama deger %78,7-%83,6, ortanca deger (Q2) ise %82,5-83,8
araliginda degismektedir (Sekil 4.21.). B. terrestris tiiriinde goriilen %0,3’liik uzaklik
degeri BtGRIFIX ve N-terminali eksik olan BtGR15NTE amino asit dizileri arasinda
goriiliir iken, bu GR15 homologu reseptor diger tiirlerde tespit edilememis olup; ortalama
ve ortanca degerler tiim tiirlerde benzer farklilagma Oriintiisiine sahiptir. IR gen ailesinde
ise amino asit tabanl genetik uzaklik %52,5-%90,7 araliginda degiskenlik gosterirken;
ortalama deger %82,7-%83,6, ortanca deger (Q2) ise %383,0-%83,8 araliginda

53



degismektedir (Sekil 4.22.). Koku almada rol alan reseptor ailelerinin farklilasma

oranlarinin her bir tiir i¢in benzer oriintiiler sergiledigi goriilmektedir.
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Sekil 4.20.  OR gen ailesinde amino asit dizilerinin genetik uzakliklari. Bbif: B.
bifarius, Bfra: B. fragrans, Bimp: B. impatiens, Bsor: B. soroeensis, Bter:

B. terrestris, Bvan: B. vancouverensis, Bvos: B. vosnesenskii.

s=gazis

Bbif Bfra Bimp Bsor Bter Bvan Bvos

= Min (%) 12 671 117 149 03 148 26
= Max (%) 915 898 920 878 898 908 90,1
= Ortalama (%) 787 836 790 805 754 802 780
= 00 Ortanca (Q2) (%)| 830 838 8§34 827 825 833 828
: Q1 (%) 808 828 813 805 795 813 806
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Sekil 4.21.  GR gen ailesinde amino asit dizilerinin genetik uzakliklari. Bbif: B.
bifarius, Bfra: B. fragrans, Bimp: B. impatiens, Bsor: B. soroeensis, Bter:

B. terrestris, Bvan: B. vancouverensis, Bvos: B. vosnesenskii.
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f Bbif Bfra_Bimp Bsor Bter Bvan Bvos
52,5 67,1 52,5 589 525 525 52,5
90,7 898 907 885 89,9 907 90,7
827 836 829 828 89 827 87
836 838 836 830 836 835 836
19 828 822 813 820 818 820

1 865 850 849 851 851 850

Erzsin

Min (%)

Max (%)
Ortalama (%)
Ortanca (Q2) (%)
Q1 (%)

Q3 (%)

°
8

p-uzaklik [%]

Bbif Bfra Bimp Bsor Ber Bvan Bvos

Sekil 4.22. IR gen ailesinde amino asit dizilerinin genetik uzakliklari. Bbif: B.
bifarius, Bfra: B. fragrans, Bimp: B. impatiens, Bsor: B. soroeensis, Bter:

B. terrestris, Bvan: B. vancouverensis, Bvos: B. vosnesenskii.

Reseptor aileleri disinda koku almada rol alan gen ailelerinden OBP’de amino asit tabanh
genetik uzaklik %35,6-89,4 aralifinda degiskenlik gosterirken, ortalama deger %380,5-
%81,3, ortanca deger (Q2) ise %81,4-82,6 araliginda degismektedir (Sekil 4.20.) (Sekil
4.23.). CSP gen ailesinde amino asit tabanli genetik uzaklik %48,8-%51,2 araliginda
degiskenlik gosterirken, ortalama deger %62,9-%66,6, ortanca deger (Q2) ise %58,9-
%67,1 (Sekil 4.24.) araliginda degismektedir. Ortalama uzaklik ve ortanca deger ele
alindiginda gorece daha korunmus olan gen ailesinin CSP oldugu diger gen ailelerinin ise

benzer oriintliler sergiledigi gortiilmektedir.
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Bbif Bfra Bimp Bsor Bter Bvan Bvos

. ¢ . . A . Min (%) 451 356 451 430 363 459 459
£ " - o Max (%) 881 894 898 888 896 886 887
= Ortalama (%) 808 809 80.6 807 813 B80S 808
e . T Ortanca (Q2) (%)| 81,7 819 81,5 818 826 814 820
3 . . . Q1 (%) 79,1 782 779 799 795 788 789
Q3 (%) 844 844 854 838 851 846 847
.
025
0.00 -
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Sekil 4.23. OBP gen ailesinde amino asit dizilerinin genetik uzakliklari. Bbif: B.
bifarius, Bfra: B. fragrans, Bimp: B. impatiens, Bsor: B. soroeensis, Bter:

B. terrestris, Bvan: B. vancouverensis, Bvos: B. vosnesenskii.

075 -
Bfra Bimp Bter Bsor Bvan Bvos
Min (%) 504 488 49,6 461 512 48%
Max (%) 779 796 769 784 788 796
) Ortalama (%) 62,8 637 629 620 666 635
571 671 59.8

g

-

e Ortanca (Q2) (%)| 587 610 589 57,

H Q1 (%) 526 529 528 520 560 S18
Q3 (%) 744 763 756 748 781 765

0.2

0.00 -

Bfra Bimp Bsor Bter Bvan Bvos

Sekil 4.24.  CSP gen ailesinde amino asit dizilerinin genetik uzakliklari. Bfra: B.
fragrans, Bimp: B. impatiens, Bsor: B. soroeensis, Bter: B. terrestris,

Bvan: B. vancouverensis, Bvos: B. vosnesenskii.
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4.10. Secilim Analizleri

Kemoreseptorlerin dizi diizeyindeki evrimini arastirmak igin, her bir koku gen ailesinde
belirlenen kladlarin global ® (dN/dS) degerleri incelenmistir (Sekil 4.25; EK 10).
Reseptor ailelerinden OR gen ailesinde en diisiik ® degerinin Orco (o = 0,15196) ve Q
(OR112; o = 0,18999) kladinda, en yiiksek  degerinin ise F (OR114; o = 0,65809)
kladinda; GR gen ailesinde en diisiik @ degeri muhtemel seker reseptorlerini kodlayan
GR1 (0 =0,11597) ve GR2 (» = 0,15997) kladinda, en yiiksek ® degeri ise GR7 kladinda
(o =0,98971); IR gen ailesinde ise en diisiik ® degerinin IR93a (» = 0,094) kladinda, en
yiiksek o degerinin IR333 (w = 0,67833) kladinda oldugu belirlenmistir.

Koku iletiminde rol alan OBP gen ailesinde ise, en diisiik o degeri OBP14 (w = 0,04822)
kladinda, en yiiksek ® degerinin ise OBP7 (o = 0,98339) ve OBP16 (o = 0,98081)
kladlarinda; CSP gen ailesinde en diisiik ® degeri CSP6 (o = 0,04194), en yiiksek ®
degeri ise CSP7 (o = 1,17598) kladinda oldugu belirlenmistir. SNMP gen ailesinde ise
SNMP1 o degeri 0,223 belirlenirken, SNMP2 » degeri ise 0,901 olarak hesaplanmuistir.
Her gen ailesinde en yiiksek ve en diisiik o degerlerin goriildiigii bu kladlar 1:1
ortologlarin yer aldigi kladlardir. OR gen ailesinde 20 kladdan {i¢iiniin; GR gen ailesinde
dokuz kladdan altisinin; IR gen ailesinde 17 kladdan iigiiniin; OBP gen ailesinde 13
kladdan altisinin ve CSP gen ailesinde bes kladdan bir tanesinin o degerleri 0,5’den

yiiksek oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.25.  Her bir gen ailesinde belirlenen kladlarin global o orani.

OR GR

Bombus arilarinda kemosensor gen ailelerinin evrimini sekillendiren secilim baskilarini
belirlemek igin filogeni analizinden elde edilen ve en az dort ortolog ve/veya paralogdan
olusan kladlarda bulunan dallarin epizodik gesitlendirici segilim sinyali agisindan testi

aBSREL algoritmasi1 (Smith ve ark., 2015) kullanilarak gerceklestirilmistir (Cizelge 4.6.).

Cizelge 4.6. Yedi Bombus tiiriinde her kemosensor gen ailesi igin pozitif segilim

altindaki dal say1s1 ve yiizdeleri.

Gen ailesi Test edilen dal sayis1  p<0.05

OR 1307 15 (%1,14)
GR 138 4 (%2,17)
IR 208 0 (%0)
OBP 135 1 (%0,74)
cspP 39 1 (%2,56)
SNMP 19 0 (%0)
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OR gen ailesinde 15 dalda epizodik pozitif secilim sinyali tespit edilmistir; 5 dal 9-exon
kladinda (241 dalin %2,07’si1) (Sekil 4.26); 4 dal J kladinda (131 dalin %3,05°1) (Sekil
4.27); 3 dal L kladinda (432 dalin %0,69’u) (Sekil 4.28), 1 dal H kladinda (98 dalin
%1,02’si1) (Sekil 4.29.A.), 1 dal V kladinda (54 dalin %1,85°1) (Sekil 4.29.B.) ve 1 dal
Orphan (Sekil 4.29.C) kladinda (41 dalin %2,43°1). J kladinda 6zellikle diger kladlara

gore tespit edilen sinyal daha derinde yer alan dallarda bulunmaktadir.

BfraOrl 62

BfraOr164
BlarOrI61TRA
BinpOrl61

2
ByanOr164
Bfries
- BfsOrlds

Sekil 4.26.  OR gen ailesi 9-exon kladi. Yildizlar epizodik gesitlendirici se¢ilim sinyali

tespit edilen dallar1 gostermektedir.
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Sekil 4.27.  OR gen ailesi J klad1. Yildizlar epizodik ¢esitlendirici segilim sinyali tespit

edilen dallar1 géstermektedir.
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Sekil 4.28.  OR gen ailesi L kladi. Yildizlar epizodik ¢esitlendirici secilim sinyali

tespit edilen dallar1 gostermektedir.
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Sekil 4.29.  OR gen ailesi A. H klad1 B. V kladi C. Orphan kladi. Yildizlar epizodik

cesitlendirici secilim sinyali tespit edilen dallar1 gostermektedir.

GR gen ailesinde, Gr-6 kladinda bir dal (Sekil 4.30.A) ve Gr-8/9 kladinda iki dal (Sekil
4.30.B.) olmak ftizere toplam ti¢ dalda (%2,17) epizodik ¢esitlendirici se¢ilim sinyali
tespit edilmistir.
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Sekil 4.30.  GR genailesi A. Gr-6 klad1 B. Gr-8/9 kladi. epizodik ¢esitlendirici segilim
sinyali tespit edilen dallar1 gostermektedir.
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Sekil 4.31.  A. OBP4 klad1 B. CSP7 kladi. Yildizlar epizodik gesitlendirici se¢ilim

sinyali tespit edilen dallar1 gostermektedir.

4.11. ifade Analizleri

B. fragrans ve B. soroeensis anten transkriptom verisinde ifadesi gergeklesen genler,
annotasyonu gerceklestirilen genler olmakla birlikte, Ozellikle OR gen ailesi
incelendiginde tiirlere 6zgii farkli ifade patterni tespit edilmistir. OR gen ailesinde iki
biiyiik klad olan L kladinda her iki tiirlinde 26 geni ifade edildigi belirlenirken, 9-exon
kladinda B. fragrans anteninde 27, B. soroeensis anteninde ise 22 genin ifadesi
belirlenmistir. Diger taraftan H ve J kladlar1 incelendiginde B. soroeensis anteninde J
kladinda daha fazla gen ifade edilirken, B. fragrans anteninde ise H kladinda daha fazla

gen ifade egilimindedir.

Koku alma ile iliskili alt1 gen ailesinin tiir i¢i ifade karsilagtirmalarinda TPM ile normalize
edilmis veri seti dikkate alinmistir. Bu kapsamda OR gen ailesi igin B. fragrans ve B.
soroeensis anten transkriptomunda en yiiksek ifade gosteren gen koreseptor olarak islev
goren Orco’dur. Diger taraftan ifadesi en yiiksek (TPM >100) genler incelendiginde B.

fragrans anteninde dokuz gen (OR45, OR57, OR62, OR64, OR59, OR105, OR124,
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OR130 ve OR144), B. soroeensis anteninde ise iki gen (OR82 ve OR54) 6ne ¢ikmaktadir.
GR gen ailesi diger gen aileleri ile karsilastirildig1 zaman ifadesi her iki gen ailesinde de
en diisiik olarak belirlenmistir. IR75u, IR76b, IR329, OBP1, OBP2 ve CSP4 her iki tiir
icin de ilgili gen ailelerinin anteninde ifadesi en yiiksek genler olarak belirlenmistir.
IR332 ifadesi yalnizca B. fragrans anteninde tespit edilirken IR75f.2 ve OBP9 ifadesi

yalnizca B. soroeensis anteninde tespit edilmistir.

B. soroeensis ve B. fragrans anten transkriptom verisinde 1:1 ortolog olan 71 genin dort
farkli metot ile karsilastirilmasi sonucunda 11 gende tiirler arasi ifade farkliligi (log2FC
> 2, adjusted p-value < 0.01) tespit edilmistir (Sekil 4.32.). Her iki tiir karsilagtirmasinda
B. soroeensis anteninde OBP3, B. fragrans anteninde ise OBP4 ve OBP6 ifadesi en
yiiksek genlerdir. OR27 (klad L) ve OR145 (klad 9-exon) B. soroeensis anteninde daha
yiiksek ifade edilirken; OR21 (klad L), OR45 (klad L) ve OR59 (klad E) ise B. fragrans
anteninde daha yiiksek ifadeye sahiptir. IR gen ailesinde IR336 B. soroeensis anteninde
daha yiiksek seviyede ifade edilmektedir. CSP1 B. soroeensis, CSP7 ise B. fragrans

anteninde ifadesi daha yiiksek olan proteinler arasindadir.
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Sekil 4.32.  B. fragrans ve B. soroeensis anten transkriptom verisinde kemosensor ile
ilgili farkl: ifade (log2FC > 2, adjusted p-value < 0.01) profili gésteren
genlerin volkan grafigi. Koku reseptorleri (Or) (yesil), iyonotropik
reseptorler (IR) (sar1), koku baglayict proteinler (OBP) (kirmizi) ve

kemosensor proteinler (CSP) (mavi) renk ile gosterilmistir.
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5. TARTISMA

Genetik ve molekiiler biyoloji alanlarinda biiyiik ilerlemeler, Bombus tiirlerine ait
genomik ve transkriptomik bilgiler ¢esitli ¢evresel faktorlere karsi bombus arilarinin
tepkilerini anlamada yeni firsatlar sunmaktadir (Colgan ve ark., 2011, 2019; Xu ve ark.,
2013;, Kent ve ark., 2018; Liu ve ark., 2020; Heraghty ve ark., 2020; Zhang ve ark., 2020;
Crowley, Waterhouse ve Brown, 2021). Polinator bocekler igerisinde tiir zenginligi ve
populasyon yogunlugundaki azalmalara en ¢ok dikkat ¢ekilen tiirler olan bombus

arilariin koku alma mekanizmalar1 hakkinda sinirli bilgi bulunmaktadar.

Gen annotasyonu dogrulugunda genom ve transkriptom veri seti agisindan higbir farklilik
gozlemlenmez iken, transkriptom verileri i¢in gen sayisi daha diisiik olma egilimdedir
(Grosse-Wilde ve ark., 2011; Brand ve ark., 2015; Brand ve Ramirez, 2017). Kemosensor
gen aileleri arilarda yasam evresine ve kasta 6zgii ifade profili sergilemektedir (Colgan
ve ark., 2011; Karpe ve ark., 2016). Nektar ve polen toplama sosyal ari tiirlerinde is¢i
arilar tarafindan gergeklestirildiginden, besin tercihlerinde rol oynayan gen ailelerindeki
ifade farklilasmasini belirleyebilmek i¢in kisa-dilli B. soroeensis ve uzun-dilli B. fragrans
is¢i bireylerinin antenlerinde de novo transkriptom dizileme yaklasimi tercih edilmistir.
Bu kapsamda, B. soroeensis is¢i bireylerinin anteninde 96 OR, 9 GR, 17 IR, 11 OBP, 5
CSP ve 1 SNMP; B. fragrans is¢i bireylerinin antenin de ise 107 OR, 9 GR, 18 IR, 10
OBP, 5 CSP ve 2 SNMP ifadesi tespit edilmistir. Tez kapsaminda bombus arilarinda besin
tercihi mekanizmasina dahil olan genlerin evrimsel siireglerini sekillendiren segici
baskilarin belirlenmesini de hedefledigi icin genom ve transkriptom verisi yaymlanmis

tiirler de ¢aligmaya dahil edilmistir.

5.1. Koku Reseptorleri (OR)

B. fragrans ve B. soroeensis is¢i bireylerinin anten transkriptom verisinde L kladinda 26
OR geninin ifadesi belirlenmistir (Sekil 4.7.). Ilgili klad, B. terrestris tiiriinde en biiyiik
klad olup 44 OR igermektedir (Sekil 4.8.). Bu kladda B. fragrans ve B. soroeensis
tirlerinde 1:1 ortolog olan 12 genin karsilagtirmali ifade analizinde ii¢ gen (OR21, OR27
ve OR45) harig, ifade diizeyleri benzer seviyelerde tespit edilmistir (Sekil 4.32.). L klad1

zorunlu ileri sosyal bal arilari; Melipona quadrifasciata ve karincalarda, zorunlu primitif
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eusocial bombus arilar1 ve orkide arilarina gore daha fazla OR sayisina sahiptir (Sadd ve
ark., 2015; Zhou ve ark., 2015; Brand ve Ramirez, 2017). Korbikulat arilar i¢erisinde yer
almayan arilarda ise bu say1 neredeyse bal arilarinin {igte biri kadardir (Karpe ve ark.,
2017). Bu kladda yer alan A. mellifera OR11 reseptoriiniin kralice mandibular
feromonlar1 (QMP) arasinda yer alan 9-0x0-2-decenoic asiti (9-ODA) tespit ettigi ve A.
mellifera ve A. florea erkeklerinin antenlerinde OR11 ’in is¢i arilara gore daha fazla ifade
edildigi belirlenmistir (Wanner ve ark., 2007; Karpe ve ark., 2016). 9-ODA, koloni
icindeki is¢i arilar1 ¢eken kisa menzilli bir sosyal feromon ve ¢iftlesme ucuslarinda erkek
arilar1 ¢eken uzun menzilli bir seksiiel feromon olarak islev géren bilesiklerden biridir
(Trhlin ve Rajchard, 2011; Liu ve ark., 2019). Arilarda ilgili reseptorlerin genislemesinin
sosyalligin derecesi ile korelasyon gostermesi koloni iginde 6zellikle kralige tarafindan
tiretilen mandibular feromonlari tanimadaki roliiniin 6nemini ortaya koymakta; ancak
ilgili kladda yer alan reseptorlerin ifadesinin genel olarak erkek arilarda daha fazla olmasi
(Karpe ve ark., 2016) seksiiel feromon yanitindaki roliinii 6ne ¢ikarmaktadir. Bombus
arilarinda bu klad igerisinde yer alan OR’ler, bal arisi kraligesi mandibular bez
feromonlarina benzer ligandlarin taninmasinda rol oynayabilir. Bu ¢alismada, B. fragrans
ve B. soroeensis tiirlerinde ifadesi benzer olan reseptorlerin benzer ligandlari bagladigina
dair 6n bulgular tespit edilmis olup, tiire 6zgii farkli ifade profillerinin belirlenmesi de bu
kladin tiirler aras1 farkliliklarini ortaya koymakta ve tiirlerin evrimlesme siireglerinde

koloni i¢i sosyal feromon duyarliliklarindaki farkliliklara isaret etmektedir.

9-exon kladinda B. fragrans is¢i bireylerinin anteninde 27 OR, B. soroeensis isgi
bireylerinin anteninde ise 22 OR geninin ifadesi belirlenmistir (Sekil 4.7.). Bu klad B.
terrestris tiirinde 37 OR icermesi ile ikinci en biiyiik kladi temsil etmektedir (Sekil 4.8.).
B. fragrans ve B. soroeensis tiirlerinde 9-exon kladinda 1:1 ortolog olan 14 genin ifade
diizeyleri benzer seviyelerde tespit edilmistir (OR145 harig) (Sekil 4.32.). 9-exon
kladinda yer alan OR’lerin kimyasal iletisimde temel sinyalleri olusturan uzun zincirli
hidrokarbonlar1 (CHC) tespit ettigi belirlenmistir (Blomquist ve Bagneéres, 2010; Pask ve
ark., 2017; Slone ve ark., 2017). Farkl1 bocek tiirleri CHC bilesiminde oldukga farklilik
gostermekle birlikte tiir i¢erisinde de CHC profilleri agisindan farkliliklar goriilmektedir
(Sprenger ve Menzel, 2020). CHC profili abiyotik ve biyotik kosullara bagli olarak da
fenotipik plastisite sergilemektedir (Otte, Hilker ve Geiselhardt, 2018). CHC'ler ¢ok
yonlii semiokimyasallar olarak, tireme durumu (Lommelen ve ark., 2006; Smith ve
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Liebig, 2017), tiir baglantisi/iliskisi (Mas ve Jallon, 2005; Peterson ve ark., 2007), cinsiyet
(Butterworth ve ark., 2020), yas (Zhang ve ark., 2022) dahil ¢ok cesitli bilgilerin
kodlanmasi ve iletiminde rol oynar. Sosyal boceklerde ise, CHC'ler yuvadaki diger
bireyleri ve kast1 tanima ipuglarinin temelini olusturmaktadir (Leonhardt ve ark., 2016;
Leonhardt, 2017). 9-exon kladinda yer alan OR’lerin is¢ilerde daha yiiksek ifade edilmesi
(Zhou ve ark., 2015; Karpe ve ark., 2016; McKenzie ve ark., 2016) sosyal Hymenoptera
tirlerinde yasam tarzi ile baglantili olarak kimyasal iletisiminde kritik rol oynadigin
diistindiirmekle birlikte, Hymenoptera’da 9-exon kladinda goriilen genisleme sosyalligin
derecesi ile iliskili degildir (Robertson ve ark., 2010; Zhou ve ark., 2015; Karpe ve ark.,
2017; Obiero ve ark., 2021). B. fragrans ve B. soroeensis is¢i bireylerinin antenlerinde
tespit edilen 9-exon kladinda ifadesi goriilen OR’ler CHC’ler disinda farkli bir kokuyu
tespit etmiyor ise koloni i¢i iletisimde bombus arilarina dair benzerlikleri ve farkliliklar
yansitmaktadir. Ilgili genlerin benzer ligandlar1 bagladigi ve korunmus olabilecegi
diistiniilmektedir. Farkli ifadeye sahip genlerde goriilen farkliligin tiiriin evrimlesme
stirecinde goriilen farklilik oldugu diistintilmekte ancak bu benzerlik ve farklilik gésteren
ifade desenleri hakkinda kesin yargiya varabilmek icin daha fazla tiire ait veri

gerekmektedir.

H kladinda B. fragrans anten transkriptomunda dokuz OR, B. soroeensis anten
transkriptomunda ise yedi OR geninin ifadesi belirlenmis (Sekil 4.7.) olup ilgili kladda
1:1 ortolog olan OR116 ifade diizeyinde anlamli bir fark bulunmamustir (Sekil 4.32.). Bal
arilarinda H kladinda yer alan iki reseptdriin linalool ve diger ¢igek kokularmu tespit ettigi
belirlenmistir (Claudianos ve ark., 2014). Ilgili kladin ar1larda oldukca genislemis oldugu
(A. mellifera 16 OR; A. florea 15 OR; Melipona quadrifaciata 22 OR; Euglossa dilemma
16 OR; Nasonia vitripennis 1 OR) goriilmekte ancak, oligolektik beslenen arilarda
(Dufourea noveangliae 3 OR, Habropoda laboriosa 5 OR) bal arilarina oranla daha az
OR sayisima sahip olmasi ¢icek ve polen kokusu tespitinde Onemli olabilecegini
desteklemektedir (Robertson ve Wanner, 2006; Brand ve Ramirez, 2017; Karpe ve ark.,
2017). B. fragrans anten transkriptomunda daha fazla sayida H kladina ait OR ifadesi
belirlenmis olmasi, Ozellikle uzun dilli ve kisa-dilli bombus arilarmin beslenme
tercihlerinde rol alan ¢icek kokularina karsi duyarliliklarindaki farkliligi ortaya
koymaktadir. Ancak bu klad igerisinde yer alan reseptorlerin Bombus cinsinde hangi
kokular1 tespit ettigine dair bir bilgi bulunmamaktadir.
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J kladinda B. soroeensis anten transkriptomunda 10, B. fragrans anten transkriptomunda
ise sekiz OR geninin ifadesi belirlenmistir (Sekil 4.7.). J klad1 karincalar (Harpegnathos
saltator 3 OR; Solenopsis invicta 1 OR) (Zhou ve ark., 2012, 2015) ve vasplar (N.
vitripennis 3 OR; Ampulex compressa 5 OR) (Robertson, Gadau ve Wanner, 2010;
Obiero ve ark., 2021) soliter arilar (D. noveangliae 12 OR; H. laboriosa 15 OR) (Karpe
ve ark., 2017) ve sosyal arilar (A. mellifera 23 OR; A. florea 21 OR; Eufriesea mexicana
28 OR) (Robertson ve Wanner, 2006; Karpe ve ark., 2016; Brand ve Ramirez, 2017) ile
karsilatirildiginda arilarda genislemis oldugu goriiliiken, sosyal yasam tarzi ile iligki
barindirmamaktadir. Bu bulgular dogrultusunda ilgili kladin terpenoid olmayan ¢igek
kokulart ile iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir (Karpe ve ark., 2017). llgili klad
terpenoid olmayan gigek kokusu tespitinde rol oynuyor ise H kladina oranla B. soroeensis
tiirtinde bu kladin daha fazla OR ifadesi gostermesi ve epizodik pozitif segilim sinyali
tasimasi (Sekil 4.27.) bu kladin besin se¢imi konusunda tiire 6zgii kimyasal sinyalleri

algilamak i¢in yonlii se¢ilime daha fazla maruz kaldigina dair 6n bulgu saglayabilir.

Klad Orco, klad A, klad B, klad C, klad F, klad G, klad I, klad M, klad Q ve klad Z tek
kopya seklinde tespit edilmis (Sekil 4.7.) ve 1:1 ortolog olan bu kladlarin B. fragrans ve
B. soroeensis isci bireylerinin antenlerinde benzer diizeyde ifade edildikleri
belirlenmistir (Sekil 4.32.). Ilgili kladlarm kesin islevi bilinmemekle birlikte daha &nce
yapilan ¢alismalar (Sadd ve ark., 2015; Zhou ve ark., 2015; Karpe ve ark., 2016; Brand
ve Ramirez, 2017; Karpe ve ark., 2017) g6z 6niine alindiginda Bombus cinsinde bu

kladlarin daha atasal oldugu diislintilmektedir.

Klad E, Klad V, Klad T ve Klad P’de B. fragrans anteninde B. soroeensis tiiriine gore
daha fazla OR ifadesi belirlenmis olup (Sekil 4.7.) ilgili kladlarda yer alan reseptorlerin
ligand spesifiklikleri bilinmemektedir. Klad E’de yer alan OR59 hari¢ 1:1 ortolog olan

genlerin ifade diizeyleri ilgili tiirler arasinda benzer seviyededir (Sekil 4.32.).

OR’lerin dizi diizeyindeki evrimini arastirmak i¢in, tiim Kladlar i¢in global o (dN/dS)
hesaplamalar1 yapilarak her klad i¢in ¢esitli @ degerleri edilmistir. Tek gen kopyasina
sahip olan Orco kladinda (@ = 0,15196) arindirict segilim tespit edilmistir (EK 10). Tek

gen kopyasi ile temsil edilen ve 0,5’den biiyiik ® degerine sahip olan klad Z, klad, I ve
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klad F (EK 10) dizi evriminden negatif segilimin esnetilmesinin veya pozitif segilimin
yogunlagtirilmasinin sorumlu oldugu anlamina gelmektedir (Wertheim ve ark., 2015).
HyPhy aBSREL ile bu kladlarda herhangi bir dalda epizodik pozitif secilim sinyali tespit

edilememis olmas1 bu kladlarda daha ¢ok esnetilmis se¢ilim varligina isaret etmektedir.

aBSREL modeli ile elde ettigimiz sonuglarda, genislemeler olan OR kladlarinin
bazilarinda (L, 9-exon, H, J, V ve Orphan) epizodik ¢esitlendirici secilim sinyali tespit
edilmesi (Sekil 4.26 — Sekil 4.29.) bu kladlarda gen duplikasyonunun, selektif baskinin
duplike genleri serbest biraktig1 ve duplike sekanslarin diger evrimsel optimumlara

dogru gelismesine izin verdigi hipotezini desteklemektedir (Saad ve ark., 2018).

5.2. Tat/Temas Reseptorleri (GR)

GR1, GR2 ve GR3 reseptorlerinin B. soroeensis ve B. fragrans bireylerinin anteninde
ifadesi belirlenmis olup (Sekil 4.10.) uzun- ve kisa-dilli tiirler arasinda ifade diizeylerinde
anlaml bir farklilik bulunamamustir (Sekil 4.32.). A. mellifera’da tespit edilen GR1 ve
GR2, Drosophila sekiz seker reseptorii genine homologtur (Robertson ve Wanner, 2006).
Jung ve ark., (2015) gergeklestirdikleri ¢alismada AmelGR1’in bal arilarinda siikroz,
glukoz, trehaloz ve maltozu tespit ettigini; AmelGR2’nin tek basina sekerlere yanit
vermedigini ve bu dort sekere karsi duyarliligin GR1 ve GR2 birlikte ifade edildiginde
ortaya ¢iktigini belirlemistir. Bu durum Drosophila GR genlerine benzer heterodimerik
komplekse isaret etmektedir (Jiao ve ark., 2008; Lee, Moon ve Montell, 2009). A.
mellifera GR3 ¢esitli bocek taksonlarindaki fruktoz reseptor genlerinin (Heliothis
virescens - GR4; B. mori - GR9; Ae. aegypti - GR25 ve D. melanogaster - GR43a)
ortologudur (Robertson ve Wanner, 2006). A. mellifera GR3 ile yapilan deneysel
calismalarda, bal arilarinda da bu reseptoriin fruktozu tespit ettigi (Takada ve ark., 2018;
Degirmenci ve ark., 2020) belirlenmistir. AmelGR3 fruktoz tespitinin yani sira
Drosophila ile benzer sekilde (Miyamoto ve ark., 2012) seker alimini diizenleyici bir
sistemin de pargasidir (Simcock ve ark., 2017). Arilarin temel enerji kaynagi olan ¢igek
nektar1, bitki-bocek etkilesimini olusturan onemli baglantilardan biridir ve nektarin
kimyasal igerigi (bilesimi ve seker konsantrasyonu) cicegi ziyaret eden boceklerde
farklilasmalara neden olmaktadir (Petanidou, 2005; Nicolson, 2011). Tez c¢alismasi
kapsaminda seker tespitinde rol alan bu genlerin dil uzunluguna bagl olarak ifadelerinde
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anlamli farklilik bulunmamasi seker alimini diizenleyici mekanizmanin dil uzunlugundan

etkilenmedigine ve tiirler aras1 korunmus olabilecegine isaret etmektedir.

Bombus tiirlerinde oldukga karmasik homoloji sergileyen Gr-8/9 ve Gr-12 kladlarinda B.
soroeensis ve B. fragrans anteninde yalnizca ii¢ genin ifadesi belirlenirken; 1:1 ortolog
olan GR7, GR11 B. soroeensis anteninde; GR6 ve GR13 ifadesi B. fragrans anteninde,
GRS ifadesi ise her iki tiirde tespit edilmistir (Sekil 4.10.). Bu kladlarin aci/keskin (bitter)
bilesikleri tespit etme potansiyeline sahip oldugu diisiiniilmektedir (Sadd ve ark., 2015).
Uzun- ve kisa-dilli tiirler arasinda ozellikle aci/keskin bilesik tespitinde rol aldigi
diisiiniilen bu genlerin ifadelerinde ve buna bagli olarak duyarliliklarinda farklilik

goriilmekle birlikte, bu GR’lerin karakterizasyona ihtiyaci bulunmaktadir.

Secilim analizlerinde bombus arilarinda GR gen ailesi i¢in genislemis bu kladlardan Gr-
8/9 kladinda (Sekil 4.30.B.) benzer sekilde epizodik ¢esitlendirici secilim sinyali tespit
edilmis olup, bu genlerin fonksiyon kazanmasinda itici gli¢ oldugu belirlenmistir. Diger
taraftan GR kladlar1 igerisinde 0,5’den yiiksek  degerine sahip Gr-3, Gr-6, Gr-7, Gr-11,
Gr-12 ve Gr-13 (EK 10) kladlarinda Gr-6 (Sekil 4.30.A.) hari¢ epizodik ¢esitlendirici
secilim sinyali tepit edilmemesi bu kladlarda esnetilmis segilimin tat tespiti igin yeni tepki

spektrumlari gelistirmesine dair kanit saglamaktadir.

OR ve IR gen ailesi ile karsilastirildiginda GR gen ailesi antende ifadesi en diisiik
reseptorlerdir. Reseptorlerin ifade seviyelerindeki azalma, antende daha az néronda veya
noronlar i¢inde daha diisiik seviyelerde oldugunu yansitmakla birlikte her iki durumda da

reseptorlerin bagladiklar1 ligand agisindan duyarlhilik azalmaktadir.

5.3. Iyonotropik Reseptorler (IR)

Klasik anten IR’leri igerisinde yer alan IR25a.2 yalnizca B. soroeensis anteninde tespit
edilememis olup diger reseptorlerin 1:1 ortologlar1 (IR8a, IR25a.1, IR93a ve IR76b) hem
B. soroeensis hem B. fragrans is¢i bireylerinin anteninde tespit edilmis (Sekil 4.11.) ve
tirler arasinda ifade diizeylerinin benzer oldugu belirlenmistir (Sekil 4.32.). Klasik anten

IR’lerinden IR8a ve IR25a koreseptdr islevine sahip iken (Croset ve ark., 2010) IR25a’nin
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iki gen kopyas1 B. terrestris genomunda ilk kez belirlenmis olup IR25a.2 proteinin ikinci
yarisint kodlamaktadir (Sadd ve ark., 2015). Daha sonra gelen calismalarla birlikte bu
genin duplikasyonlar1 farkli Hymenoptera tiirlerinde de tespit edilmistir (Liu ve ark.,
2011; Obiero ve ark., 2021).

IR25a ve IR8a, koku baglayan diger IR'ler ile kokuya duyarli bir iyon kanali olusturur.
Ornegin, Drosophila’da baz1 IR'ler, koreseptor olarak IR8a'ya ihtiya¢ duyarken, bazilari
IR25a ile fonksiyonel bir kompleks olusturur (Benton ve ark., 2009). Baz1 OSN'lerin hem
IR8a hem de IR25a proteinini ifade ettigi de gosterilmistir (Abuin ve ark., 2011).
Drosophila'da elektrofizyolojik tepkilerde IR25a ve IR76b, aminlere (Hussain ve ark.,
2016), IR8a’nin ise asitlere tepki verdigi belirlenmistir (Abuin ve ark., 2011). Drosophila
Ir25a koku alma, tat alma, higrosensasyon, termosensasyon ve COz ¢ekiciligi gibi birgok
fonksiyonda yer alirken (Zhang, Ni ve Montell, 2013; Chen ve ark., 2015; Enjin ve ark.,
2016; Knecht ve ark., 2016; Ahn, Chen ve Amrein, 2017; van Breugel, Huda ve
Dickinson, 2018), IR8a yalnizca kokulari tespit etmede rol oynamaktadir (Ai ve ark.,
2010, 2013; Abuin ve ark., 2011; van Breugel, Huda ve Dickinson, 2018). Neme duyarl
noronlarda IR25a ve IR93a’nin gorev aldigi belirlenmistir (Knecht ve ark., 2017).

Arilar i¢in polen protein, lipid, mineral ve vitamin gereksinimlerini karsilayan temel
besin kaynagidir (Day ve ark., 1990; Loidl ve Crailsheim, 2001). Bombus arilar1 antenleri
ile tespit edebildikleri amino asitlerin konsantrasyonlarini basarili bir sekilde ayirt
edebilse de bazi amino asit (alanin, 16sin, prolin ve valin) igeriklerini antenleri ile tespit
edememektedir (Ruedenauer ve ark., 2019). Prolini tespit edemeyen bombus arilarinin
aksine A. mellifera ise prolin konsantrasyonu yiiksek nektar i¢eriklerine sahip bitkilerden
nektar toplama egilimindedir (Carter ve ark., 2006). IR76b, B. fragrans ve B. soroeensis
anteninde IR gen ailesi igerisinde en yiiksek ifade edilen genler arasinda yer almakta ve
iki tiir acisindan anten ifadelerinde anlamli fark bulunmamaktadir (Sekil 4.32.). Tlgili
reseptor bombus arilarinin ¢icekte bulunan genel serbest amino asit bilesimini
degerlendirmede rol oynama potansiyeline sahip olmakla birlikte, bocek taksonlarinca
korunmus olan bu reseptdriin ve diger reseptorlerin (IR25a, IR8a, IR75u ve 1R98a)

arilardaki iglevine dair yeterli bilgi bulunmamaktadir. Bununla birlikte ilgili genlerin her
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iki tiirlin anten ifadesinde fark tespit edilememis olmasi, bombus arilarinda da olast

korunmus rollerine dikkat ¢ekmektedir.

Yalnizca Hymenoptera’da bulunan ve bu soya 6zgii olan IR’lerden sadece IR336°nin B.
fragrans anteninde ifadesi anlamli olarak diisiik bulunmus (Sekil 4.32.), IR75f.2 ifadesi
tespit edilememis ve B. soroeensis tiiriine gore ilgili ligandi agisindan duyarliliginin daha
az oldugu belirlenmisken, IR332 ifadesi yoniinden duyarliliginin daha fazla (Sekil 4.11.)

oldugu belirlenmistir ancak bu reseptorlerin gorevleri bilinmemektedir.

5.4. Koku Baglayic1 Proteinler (OBP), Kemosensor Proteinler (CSP) ve Duyusal
Noron Membran Proteinleri (SNMP)

B. fragrans anteninde 10 OBP ve bes CSP ifadesi belirlenirken B. soroeensis anteninde
11 OBP ve bes CSP ifadesi belirlenmistir (Sekil 4.15 ve Sekil 4.18.). Korbikulat arilarda
yapilan ¢alismalarda tiirlerde bulunan OBP gen sayis1 11-21; CSP gen sayis1 ise 5-7
araligindadir (Sadd ve ark.. 2015; Brand ve ark., 2015; Brand ve Ramirez, 2017). A.
mellifera anteninde dokuz OBP (Forét ve Maleszka, 2006) - 4 CSP (Forét, Wanner ve
Maleszka, 2007), E. dilemma anteninde 10 OBP - bes CSP (Brand ve ark., 2015) ve E.
viridissima anteninde ise 11 OBP - altt CSP (Brand ve ark., 2015) ifadesi belirlenmis
olup, bu ¢alisma kapsaminda tespit edilen sonuglar ile literatiir bilgileri arasinda paralellik

bulunmaktadir.

OBP gen ailesinde PF01395 (feromon baglayici protein/koku baglayict protein
PBP/GOBP), CSP gen ailesinde PF03392 (bicek feromon baglayici ailesi A10/0S-D)
korunmus domaini saptanmig; OBP’lerde karakteristik olan C2-X3-C3 ve C5-Xs-C6
motifi (Sekil 4.14.) ; CSP’lerin karakteristigi olan Cys-Xs-Cys-Xis-Cys-X2-Cys motifi
(Sekil 4.17.) tespit edilmistir. Bombus arilarinda OBP’lerde 17 - 27 amino asit (EK 7);
CSP’lerde ise 16 — 24 amino asit gibi degisen uzunluklarda sinyal peptit dizilerine (EK
8) sahip olmasi, bu proteinlerin salgi proteinleri olduguna isaret etmektedir. OBP ve
CSP’lerde yer alan sinyal peptitleri, salgilama amaciyla endoplazmik retikuluma protein

translokasyonunda rol oynar (Ghavami, Khoeini ve Djadid, 2020).
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Koku maddesinin tespiti i¢in, OBP ve OR dogru kombinasyonunun olusmasi
gerekmektedir (Chang ve ark., 2015). Calisma kapsaminda B. soroeensis ve B. fragrans
is¢ilerinin antenlerinde OBP1 ve OBP2, her iki tiiriin anteninde oldukga yiiksek ve tiirler
arasi benzer seviyelerde ifade edilmektedir (Sekil 4.32.). OBP5, OBP11, OBP12, OBP13
ve OBP16 ifadelerinde de tiirler arasinda farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.32.). OBP4 ve
OBP6 B. fragrans anteninde; OBP3 ise B. soroeensis anteninde yiiksek ifade seviyelerine
sahiptir (Sekil 4.32.). OBP9 ifadesi ise, yalnizca B. soroeensis anteninde belirlenmistir
(Sekil 4.15.). Diger yandan CSP1 B. soroeensis anteninde, CSP7 ise B. fragrans
anteninde daha yiiksek seviyelerde ifade edilirken diger ii¢ CSP arasinda anlamli bir ifade
farkliligr bulunmamistir (Sekil 4.32.). Ergin (tarlaci, kralige ve erkek) A. mellifera
anteninde OBP3, OBP9, OBP10 ve OBP13 ifadesi bulunmamakla birlikte; OBP11 ise
yalnmizca tarlact ve kralice anteninde ifade edilmektedir (Forét ve Maleszka, 2006). A.
mellifera alt1 CSP genine sahip olmakla birlikte dort tanesinin ifadesi (CSP1, CSP2, CSP3
ve CSP4) ergin bireylerinin anteninde goriilmektedir (Forét, Wanner ve Maleszka, 2007).
OBP1, OBP2, OBP3, OBP4, OBP6 ve OBP13 B. terrestris erginlerinin hepsinde (is¢i,
erkek ve kralige); OBP9 erkek bireylerde, OBP11 ise erkek ve kralicede ifade
edilmektedir (Colgan ve ark., 2011). Hem OBP hem de CSP gen ailelerinde elde edilen
bu sonuglar bazi durumlarda gen ifadelerinin korundugunu, bazi durumlarda ise
muhtemelen taksona 6zgii se¢ilim siireclerine yanit olarak farklilastigi goriillmekte ve bu

farkli ifade seviyeleri ilgili liganda kars1 duyarhilig1 degistirmektedir.

Bu gen ailelerinde en giiclii arindiric1 se¢ilim OBP14 (w= 0,04822) ve CSP6 (0=
0,04194)’da tespit edilir iken; OBP16 (®» = 0,98081)’da epizodik pozitif se¢ilime dair
sinyal tespit edilememesi esnetilmis se¢ilime isaret etmektedir (EK 10). Diger taraftan
OBP4 (o =0,92478) ve CSP7’de (0v=1,17598) epizodik ¢esitlendirici secilim sinyali
tasimaktadir (Sekil 4.31.).

Tez ¢alismasinda gergeklestirilen filogenetik analiz ile, BfraSNMP1 - BsorSNMP1 ve
BfraSNMP2'nin iki farkli alt aileye ait oldugunu gostermistir (Sekil 4.19.).
Hymenoptera'daki SNMP'lerin yiiksek dizi benzerlikleri bu tiirlerde korunan rollerini
onermektedir. SNMP1'in, yetigskin arillarin ve diger boceklerin anteninde yiiksek gen

ifadesi kemosensor davranisindaki 6nemli rollerini gésteren bir olgu (Shan ve ark., 2020)
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olmakla birlikte, yaptigimiz ¢alismada anten transkriptom verisinde B. soroeensis ve B.
fragrans SNMP1 ifadesi yiiksek seviyelerde tespit edilmekle birlikte iki tiir arasinda
anlamli bir farklilik bulunmamistir (Sekil 4.32.). Bu bulgular kapsaminda SNMP geninin
bircok bdcek tiirliniin hayatta kalmasinin belirlenmesinde 6nemli bir rol oynadigi

diistiniilmektedir (Cassau ve Krieger, 2021).

5.5. Sonug

Bu ¢aligma kapsaminda kisa-dilli B. soroeensis ve uzun-dilli B. fragrans is¢i bireylerinin
anten transkriptom verisinden ifade edilen kemosensor gen aileleri tespit edilmis ve bu
genlerin ait olduklar1 kladlar/altfamilyalar literatiir ¢aligmalari kapsaminda belirlenmistir.
Kemosensor genlerin benzerlik ve farkliliklart ortaya konularak, Bombus cinsinde farkl
secici baskilarla fonksiyon kazandiklar1 belirlenmistir. Calismaya dahil edilen kisa- ve
uzun-dilli bombus arilarinda OR gen ailesinde belirlenen en 6nemli farklilik ¢igek kokusu
ile iliskilendirilen H ve J kladinda ifade edilen reseptorlerin sayisidir. Kisa-dilli B.
soroeensis anteninde J kladinda daha fazla genin ifadesi belirlenirken; uzun-dilli B.
fragrans anteninde H kladinda daha fazla gen ifadesi tespit edilmistir. GR gen ailesi
bakimindan her iki tiiriin anteninde duyarliliginin oldukga azaltilmis oldugu; ac1 ve besin
degeri olmayan, potansiyel olarak tehlikeli maddelerin tespitinde rol alan reseptorlerde
tirler arasi ifade edilen genler agisindan farklilik oldugu belirlenmistir. IR75f.2, IR336,
OBP3, OBP9, CSP1’in kisa-dilli olan B. soroeensis anteninde; IR332, OBP4, OBPG,
CSP7’nin uzun-dilli B. fragrans anteninde daha yiiksek ifade edildiginin belirlenmesi,
tiire 0zgii ligand duyarliliklarindaki ve buna bagli olarak besin tercih siire¢lerindeki

farkliliklar1 ortaya koymaktadir.

Calisma kapsaminda farkli dil uzunluguna sahip bombus arilarinin anten transkriptom
verisinden elde edilen bu bulgular dil uzunluguna bagli olarak beslenme tercihi
calismalarina dnemli bir veri saglamaktadir. Dil uzunluguna bagl olarak polen toplama
egilimlerinde gergeklesen farklilagsmanin molekiiler diizeyde koku ve tat tespiti ile olan
iliskisinin dogrudan etkisini belirlemek i¢in bu c¢alisma kapsaminda 6ne ¢ikan ifade
egilimi farkliliklarinin deneysel calismalarla desteklenmesi gerekmektedir. Beslenme
tercihlerinde goriilen farklilasmalarda 6zellikle cicek kokularinin belirlenmesi, bu ¢icek
kokularint tespit eden reseptorlerin elektrofizyolojik, gen susturma gibi deneysel
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calismalarla karakterizasyonu gerceklestirilmelidir. Diger taraftan kokularin ilgili
reseptorlere aktarimindan sorumlu olan OBP ve CSP’lerin bagladiklar1 ligandlarin da

belirlenmesi gerekmektedir.

Tozlastiric1 arilarin azalmasinin nedenlerini belirlemek genel olarak arilarin korunmasi
icin ilk adim1 olusturmaktadir. Oldukga farkli biyotik ve abiyotik stres faktorlerine maruz
kalan karmasik sosyal yasama sahip arilarin, Antroposen’de nasil hayatta kalacaklarina
dair daha 1y1 bir anlayis biitiinsel bir yaklasim ile kavranabilecektir. Koruma genomigi,
hedeflenen tiirlerin genomlari, metagenomlar1 ve transkriptomlarini incelemek i¢in yeni
nesil dizileme teknolojisi kullanmaktadir. Tez caligmasi kapsaminda iiretilen veriler,
Bombus tiirlerinin davranisi, sosyal yapisi ve ekolojik ihtiyaglart hakkinda bilgi
saglamakla birlikte gelecek olan calismalarda kullanilabilir olmasi agisindan da énem

tasimaktadir.
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XP_033343155.1
XP_012173466.1
XP_024224207.1
XP_033189867.1
XP_033314060.1

XP_033348865.1

Or9a-like

Or13a-like

Or2-like

Or4-like

Or67c-like

Or92a

Or85b-like

Or85b-like

Or4-like

Orl3a

Orl-like

Orl13a-like

Orl3a

Orl13a-like

Or82a-like

Or24a-like
uncharacterized protein
Or2-like
uncharacterized protein
Or4

Or85b-like

Or49b-like
uncharacterized protein
uncharacterized protein
uncharacterized protein
Or9a-like

uncharacterized protein

vancouverensis nearcticus
vosnesenskii

bifarius

vancouverensis nearcticus
vancouverensis nearcticus
vancouverensis nearcticus
terrestris

vosnesenskii

vosnesenskii

terrestris

vancouverensis nearcticus
terrestris

terrestris

impatiens

terrestris

impatiens

terrestris

terrestris

vancouverensis nearcticus
terrestris

impatiens

vosnesenskii

terrestris

impatiens

vancouverensis nearcticus
bifarius

vosnesenskii

112

736
684
587
802
815
806
739
762

740
495
577
806
735
811
507
687
501
753
692
738
651
709
727
871
702
579

0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
4,00E-173
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
6,00E-178
0,00E+00
2,00E-176
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00

0,00E+00

96,27
95,21
94,98
97,51
98,25
96,52
96,58
97,14
93,07
95,20
86,91
97,52
94,75
94,83
97,40
93,27
88,13
93,70
97,59
94,61
96,23
92,37
93,85
97,34
96,30
89,95

90,72

BtOr92NTE
BtOr93
BtOro6FIX
BtOr97
BtOr98
BtOr99FIX
BtOr101
BtOr102
BtOr105FIX
BtOr107
BtOr108
BtOr109
BtOr110
BtOr111
BtOr112
BtOr114
BtOr115
BtOr116
BtOr117
BtOr118
BtOr119
BtOr120
BtOr122
BtOr125
BtOr129NTE
BtOr131FIX

BtOr135NTE

760
712
570
770
771
784
708
704
697
700
513
602
809
703
730
553
673
495
701
701
708
702
683
705
739
698
587

1,60E-281
4,00E-263
4,00E-208
1,40E-285
3,50E-286
3,60E-291
9,00E-262
4,40E-260
1,20E-257
7,30E-259
5,00E-186
2,30E-220
7,40E-300
1,70E-259
1,60E-269
1,20E-201
2,60E-247
1,20E-179
4,40E-259
2,70E-259
6,80E-262
2,70E-259
3,90E-252
1,30E-260
9,80E-273
2,30E-257

3,20E-214

95,7
93,9
95,0
96,5
96,3
98,3
96,6
96,6
94,7
95,2
94,9
97,5
94,7
93,5
97,7
94,3
88,1
93,7
96,8
94,6
95,4
92,9
93,9
95,8
87,8
90,3

86,2
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BsorOr138 377
BsorOr139 262
BsorOr140 253
BsorOr143 392
BsorOr144 322
BsorOr145 390
BsorOr148 391
BsorOr150 389
BsorOr155 389
BsorOr157 403
BsorOr158 384
BsorOr159 401
BsorOr160 395
BsorOr161 397
BsorOr162 459
BsorOr163 422
BsorOr164 338
BsorOr167 373
BsorOr168 393

BfraORCO 480

BfraOrl 413
BfraOr2 433
BfraOr5 399
BfraOr8 402
BfraOr9 410
BfraOr10 412
BfraOr1l 404

3'eksik
3'eksik
5'eksik
tam
5'eksik
tam
tam
tam
tam
tam
tam
tam
tam
tam
5'eksik
tam
5'eksik
tam
tam
tam
tam
tam
tam
tam
tam
tam

tam

XP_033190334.1
XP_033189987.1
XP_033347279.1
XP_033347285.1
XP_033199955.1
XP_020721563.1
XP_033364548.1
XP_033175165.1
XP_033347552.1
XP_043580608.1
XP_043580607.1
XP_043580617.1
XP_043580630.1
XP_012176465.2
XP_012171977.1
XP_033202651.1
XP_033354965.1
XP_043591762.1
XP_043580612.1
XP_003494153.1
XP_020724018.1
XP_033352003.1
XP_033302000.1
XP_024220341.1
XP_003484574.1
XP_033352137.1

XP_033352135.1

uncharacterized protein
Or9a-like
uncharacterized protein
uncharacterized protein
Or13a-like
uncharacterized protein
Or4-like
uncharacterized protein
uncharacterized protein
uncharacterized protein
uncharacterized protein
uncharacterized protein
uncharacterized protein
Or4-like

Orl3a

uncharacterized protein
Orl13a-like

Or22c-like
uncharacterized protein
ORCO

Or67c-like

Orl13a-like

Or4-like

Or4-like

Or85f-like

Or22c-like

Or22c-like

vancouverensis nearcticus
vancouverensis nearcticus
vosnesenskii

vosnesenskii
vancouverensis nearcticus
terrestris

vosnesenskii

impatiens

vosnesenskii

pyrosoma

pyrosoma

pyrosoma

pyrosoma

terrestris

terrestris

vancouverensis nearcticus
vosnesenskii

vosnesenskii

pyrosoma

impatiens

terrestris

vosnesenskii

bifarius

impatiens

impatiens

vosnesenskii

vosnesenskii

113

684
445
439
661
595
564
767
318
352
575
547
534
679
784
677
647
608
713
616
931
800
871
750
762
789
790
818

0,00E+00
8,00E-155
1,00E-152
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
9,00E-105
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00

0,00E+00

97,07
95,28
92,95
95,14
88,40
94,61
97,61
81,02
70,52
91,42
80,86
84,72
88,83
94,95
96,67
94,55
86,11
98,12
80,87
97,91
97,57
97,45
95,48
94,01
98,53
97,57

98,01

BtOr138NTE
BtOr139NTE
BtOr140
BtOr143
BtOr144
BtOr145
BtOr148
BtOr150
BtOr155
BtOr157INT
BtOr158INT
BtOr159
BtOr160FIX
BtOr161
BtOr162FT
BtOr163FT
BtOrl64TRA
MquaOR160
BtOr156
BtORCO
BtOrl

BtOr2

BtOr5

BtOr8

BtOr9
BtOr10

BtOr11

714
460
442
626
538
726
744
642
621
619
630
624
665
738
765
738
561
476
120
924
789
776
740
725
762
778
778

6,80E-264
1,50E-165
1,40E-158
4,30E-229
1,40E-195
1,30E-268
1,00E-275
1,40E-235
3,40E-227
1,10E-226
6,00E-231
6,80E-228
3,00E-244
4,40E-273
1,30E-282
1,80E-272
7,10E-204
1,70E-170
8,40E-32

0,00E+00
1,20E-292
2,80E-287
6,20E-274
9,70E-268
3,00E-282
1,40E-288

1,10E-288
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BfraOr12 413
BfraOr13 406
BfraOrl4 406
BfraOr15 283
BfraOr18 404
BfraOr19 303
BfraOr21 405
BfraOr23 395
BfraOr24 328
BfraOr25 410
BfraOr27 406
BfraOr28 407
BfraOr29 406
BfraOr33 407
BfraOr34 411
BfraOr35 412
BfraOr36 406
BfraOr38 406
BfraOr44 410
BfraOr45 414
BfraOr46 411
BfraOr48 393
BfraOr50 411
BfraOr51 363
BfraOr53 395

tam
tam
tam
3'eksik
tam
3'eksik
tam
S'eksik
3'eksik
tam
tam
tam
tam
tam
tam
tam
tam
tam
tam
tam
tam
3'eksik
tam
internal

tam

XP_020722344.1
XP_020723934.1
XP_003393905.1
XP_003393998.1
XP_033191681.1
XP_012246637.1
XP_012246636.1
XP_033191777.1
XP_012175705.1
XP_033191774.1
XP_003393913.1
XP_024226621.1
XP_033301943.1
XP_003393918.1
XP_033352128.1
XP_003393921.1
XP_003393920.1
XP_033302194.1
XP_012175716.1
XP_033352069.1
XP_012175609.1
XP_033177347.1
XP_033344628.1
XP_033344625.1
XP_033177351.1

uncharacterized protein
Or13a-like

Or22c-like

Or4-like

Or67c-like
uncharacterized protein
uncharacterized protein
uncharacterized protein
uncharacterized protein
Or4-like

Or4-like
uncharacterized protein
uncharacterized protein
Or82a-like

Or49a-like

Or2-like

Or2-like
uncharacterized protein
Or4-like

Or13a-like

Or13a-like

Or2-like

Or22c-like

Or9a-like

Or47a-like
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terrestris

terrestris

terrestris

terrestris

vancouverensis nearcticus
impatiens

impatiens

vancouverensis nearcticus
terrestris

vancouverensis nearcticus
terrestris

impatiens

bifarius

terrestris

vosnesenskii

terrestris

terrestris

bifarius

terrestris

vosnesenskii

terrestris

impatiens

vosnesenskii

vosnesenskii

impatiens

114

819
751
829
526
719
592
808
786
644
833
775
756
750
759
836
836
827
751
786
814
812
716
773
646
743

0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00

96,59
91,58
98,77
88,67
84,86
94,67
97,03
95,94
94,50
97,31
97,04
94,49
97,18
98,77
98,78
97,32
98,02
90,86
91,69
98,06
95,85
92,86
96,75
89,47
92,88

BtOr12
BtOr13
BtOr14
BtOr15
BtOr18
BtOr19
BtOr21
BtOr23
BtOr24F1X
BtOr25
BtOr27
BtOr28
BtOr29
BtOr33
BtOr34
BtOr35
BtOr36
BtOr38FIX
BtOr44
BtOr45
BtOr46
BtOr48
BtOr50
BtOr51
BtOr49

782
742
793
529
682
555
747
748
618
782
761
773
m
808
797
797
793
787
754
803
773
689
751
564
631

4,40E-290
1,80E-274
9,90E-295
2,50E-192
6,50E-251
2,10E-202
2,00E-276
8,40E-277
9,10E-227
5,10E-290
4,40E-282
1,30E-286
6,90E-286
1,70E-300
4,40E-296
6,80E-296
2,00E-294
4,00E-292
4,90E-279
4,10E-298
1,20E-286
1,10E-253
4,10E-278
7,00E-205
8,30E-231

96,6
91,6
98,8
88,7
84,4
92,7
96,3
95,4
945
96,6
97,0
95,6
95,3
99,0
98,3
97,3
98,0
97,3
91,7
97,6
95,9
93,4
96,3
83,4
81,7
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BfraOr57 393
BfraOr59 371
BfraOr60 373
BfraOr62 372
BfraOr63 374
BfraOr64 374
BfraOr65 372
BfraOr66 390
BfraOr71 409
BfraOr72 428
BfraOr73 411
BfraOr75 511
BfraOr76 411
BfraOr78 404
BfraOr79 410
BfraOr82 408
BfraOr87 397
BfraOr90 369
BfraOr92 403
BfraOr95 409
BfraOr96 413
BfraOr97 402
BfraOr98 402
BfraOr99 403

BfraOr101 386
BfraOr102 385

3'eksik
tam
tam
tam
tam
tam
tam
tam
tam
tam
tam
tam
tam
tam
tam
tam
5'eksik
internal
tam
tam
tam
tam
tam
tam
tam

tam

XP_033344625.1
XP_033199754.1
XP_033319030.1
XP_033199747.1
XP_012174398.2
XP_012171125.2
XP_033175459.1
XP_033175465.1
XP_003401565.2
XP_020722621.1
XP_020722449.1
XP_043601328.1
XP_033362101.1
XP_003494267.1
XP_033203184.1
XP_003401521.1
XP_012167489.1
XP_012167616.1
XP_003492337.3
XP_012167493.1
XP_033307628.1
XP_003485159.3
XP_033186598.1
XP_033186599.1
XP_020723334.1
XP_033362444.1

Or9a-like
Or46a-like
Or46a-like
Orl-like
Or2a-like
Or46a
Or94b-like
Orl-like
uncharacterized protein
Or30a
Or13a-like
Or13a-like
Or13a-like
Or30a-like
Or4-like
Or4
Or13a-like
Or4-like
Or9a-like
Or4
Or2-like
Or4-like
Or67c-like
Or92a
Or85h
Or85b-like

vosnesenskii

. vancouverensis nearcticus

. bifarius

vancouverensis nearcticus

. terrestris

terrestris

impatiens

impatiens

terrestris

terrestris

terrestris

pyrosoma

vosnesenskii

impatiens

vancouverensis nearcticus
terrestris

terrestris

terrestris

impatiens

terrestris

bifarius

impatiens

vancouverensis nearcticus
vancouverensis nearcticus
terrestris

vosnesenskii

115

677
530
738
714
630
749
663
749
818
820
795
638
786
818
760
766
768
629
735

787
799
804
765
743
759

0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00

86,05
97,60
95,70
98,38
80,16
97,59
96,77
95,20
96,08
92,04
93,17
83,58
91,95
96,53
89,00
90,17
95,87
92,46
96,02
96,51
95,15
95,76
96,26
95,52
97,11
96,61

BtOr57
BtOr59
BtOr60
BtOr62FIX
BtOr63
BtOr64
BtOr65
BtOr66
BtOr71
BtOr72
BtOr73
BtOr75FIX
BtOr76FI1X
BtOr78
BtOr79FIX
BtOr82
BtOr87
BtOr90PSE
BtOr92NTE
BtOr95
BtOr96F1X
BtOr97
BtOro8
BtOr99F1X
BtOr101
BtOr102

656
701
706
707
640
705
702
741
797
797
758
753
756
788
749
727
729
634
762
738
783
761
768
770
711
701

9,30E-241
1,70E-259
2,10E-261
1,40E-261
5,20E-235
6,60E-261
1,30E-259
1,10E-274
3,80E-296
3,30E-295
1,10E-280
6,60E-277
8,90E-280
1,60E-292
6,50E-277
1,90E-268
7,50E-270
1,50E-232
2,00E-282
5,40E-273
1,60E-290
4,60E-282
8,30E-285
2,20E-285
5,00E-263
1,00E-258
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BfraOr103 388
BfraOr105 359
BfraOr106 387
BfraOr107 376
BfraOr108 416
BfraOr109 395
BfraOr110 387
BfraOr111 390
BfraOr112 424
BfraOr114 401
BfraOr115 401
BfraOr116 378
BfraOr117 356
BfraOr118 372
BfraOr119 372
BfraOr120 381
BfraOr121 381
BfraOr122 375
BfraOr125 377
BfraOr127 429
BfraOr128 391
BfraOr129 397
BfraOr132 411
BfraOr135 402
BfraOr136 402
BfraOr137 403

tam
3'eksik
tam
tam
tam
tam
tam
tam
tam
tam
tam
tam
3'eksik
tam
tam
tam
tam
tam
5'eksik
5'eksik
5'eksik
5'eksik
tam
tam
tam

tam

XP_020720864.1
XP_033365524.1
XP_012168558.1
XP_024222884.1
XP_033312420.1
XP_012171435.2
XP_003401155.2
XP_033188216.1
XP_003393433.2
XP_003493307.2
XP_033365487.1
XP_020722072.1
XP_033201886.1
XP_020720441.1
XP_003487314.1
XP_033343155.1
XP_003487292.1
XP_012173466.1
XP_024224207.1
XP_003402379.2
XP_020721192.1
XP_033189868.1
XP_033314060.1
XP_020721189.1
XP_033314058.1
XP_012169044.2

Or22c-like

Or4-like

Or4-like

Orl3a-like

Orl-like

Orl3a-like

Orl3a

Orl13a-like

Or82a

Or24a-like
uncharacterized protein
Or2-like
uncharacterized protein
Or4

Or85b-like

Or49b-like

Or49b-like
uncharacterized protein
uncharacterized protein
Or24a-like

Or9a

Or9a-like

Or9a-like
uncharacterized protein
uncharacterized protein

uncharacterized protein
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terrestris
vosnesenskii
terrestris

impatiens

. bifarius

. terrestris

terrestris

. vancouverensis nearcticus

. terrestris

impatiens

vosnesenskii

terrestris

vancouverensis nearcticus
terrestris

impatiens

vosnesenskii

impatiens

terrestris

impatiens

terrestris

terrestris

vancouverensis nearcticus
bifarius

terrestris

bifarius

terrestris

116

709
660
691
736
816
680
668
778
815
734
769
708
724
709
748
655
622
698
762
840
738
815
693

662
771

0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00

96,90
92,22
93,52
96,53
92,43
95,30
93,35
96,92
98,11
96,75
92,50
95,23
98,03
97,04
97,57
91,84
86,05
94,39
98,13
95,79
88,38
98,23
90,64
88,75
84,46
95,75

BtOr103
BtOr105FIX
BtOr106
BtOr107
BtOr108
BtOr109
BtOr110
BtOri11
BtOr112
BtOr114
BtOr115
BtOr116
BtOr117
BtOr118
BtOr119
BtOr120
BtOr121
BtOr122
BtOr125
BtOr127
BtOr128NTE
BtOr129NTE
BtOr132
BtOr135NTE
BtOr136NTE
BtOr137NTE

708
669
688
705
726
728
683
723
731
702
702
682
675
721
722
700
676
695
706
704

774
712
725
696
741

1,70E-261
8,10E-247
9,10E-254
7,70E-261
7,70E-268
2,40E-269
6,00E-251
3,20E-267
4,00E-270
1,20E-258
1,20E-258
1,80E-251
2,40E-249
2,20E-267
1,10E-267
1,50E-258
4,90E-249
9,20E-257
3,00E-261
1,70E-259
5,90E-256
3,00E-287
2,30E-262
6,90E-268
3,70E-256
5,30E-274

934
97,2
97,0
96,8
92,9
90,4
94,4
96,3
97,1
88,4
98,2
90,1
89,3
878
95,5
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BfraOr138
BfraOr139
BfraOr140
BfraOr141
BfraOr143
BfraOr144
BfraOr145
BfraOr148
BfraOr149
BfraOr150
BfraOr151
BfraOr156
BfraOr157
BfraOr158
BfraOr159
BfraOr160
BfraOr161
BfraOr162
BfraOr163
BfraOr164
BfraOr167

BfraOr168

406
404
391
374
392
392
427
340
391
373
389
397
403
384
417
395
397
42
417
435
373
407

tam
tam
tam
3'eksik
tam
tam
tam
S'eksik
tam
5'eksik
tam
tam
tam
tam
tam
tam
tam
tam
tam
tam
tam

5'eksik

XP_033180583.1
XP_033189987.1
XP_033310538.1
XP_043596067.1
XP_033347285.1
XP_012247254.2
XP_020721563.1
XP_033364548.1
XP_033364551.1
XP_043604625.1
XP_043580621.1
XP_033175173.1
XP_043580608.1
XP_043580607.1
XP_043580617.1
XP_043580630.1
XP_012176465.2
XP_012171977.1

XP_033202651.1

XP_033176746.1
XP_033361879.1

XP_012164627.2

uncharacterized protein
Or9a-like
uncharacterized protein
uncharacterized protein
uncharacterized protein
Or13a-like
uncharacterized protein
Or4-like
uncharacterized protein
uncharacterized protein
uncharacterized protein
uncharacterized protein
uncharacterized protein
uncharacterized protein
uncharacterized protein
uncharacterized protein
Or4-like

Orl3a

uncharacterized protein

uncharacterized protein
Or22c-like

uncharacterized protein

B. impatiens

B. vancouverensis
nearcticus

. bifarius

. pyrosoma

. vosnesenskii
. impatiens

. terrestris

. vosnesenskii
. vosnesenskii

. pyrosoma

B
B
B
B
B
B
B
B
B. pyrosoma
B. impatiens
B. pyrosoma
B. pyrosoma
B. pyrosoma
B. pyrosoma
B. terrestris
B. terrestris
B

. vancouverensis
nearcticus

B. impatiens
B. vosnesenskii

B. terrestris
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694
674
600
675
738
675
606
665
489
526
416
352
529
566
550
678
797
689
660
616
714
614

0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
2,00E-142
4,00E-117
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00

0,00E+00

97,95
93,84
89,24
92,23
96,93
80,51
96,97
97,85
92,94
72,26
84,06
87,96
90,10
84,27
79,23
87,06
96,72
97,50
95,82
94,22
98,12

92,45

BtOr138NTE
BtOr139NTE
BtOr140
BtOr141FIX
BtOr143
BtOrl144
BtOr145
BtOr148
BtOr149FIX
BtOri51
BtOri51
BtOr156
BtOr157INT
BtOr158INT
BtOr159
BtOr160FIX
BtOr161
BtOr162FT
BtOr163FT
BtOr164TRA
MquaOR160

Mqua190

769
753
702
674
634
734
740
644
725
590
634
668
600
626
634
681
747
770

654
475
574

3,70E-285
1,20E-278
5,80E-259
3,70E-248
3,90E-232
9,90E-272
2,50E-274
5,30E-237
2,90E-268
2,70E-215
2,20E-232
1,60E-245
6,20E-219
2,80E-229
1,40E-231
1,20E-250
9,60E-277
4,20E-285
8,00E-286
3,30E-239
5,00E-170

2,00E-208



EK 2 — Tat/Temas reseptorlerine (GR) ait dizi bilgisi ve en iyi blastX ve blastP eslesmeleri

NCBI Nr veri bankasi blastx Yerel kiitiiphane blastp
ORF uzunlugu ORF Erisim Benzerlik . Benzerlik
GR (aa) biitiinliigii Numarasi Aciklama Tiir Skor  E-degeri (%) Isim Skor  E-degeri (%)
BsorGrl 484 tam XP_020723089.1  GRG64f-like B. terrestris 948 0,00E+00 95,45 BtGrl 820 2,60E-300 95,9
BsorGr2 473 tam XP_020723090.1  GRG64f-like B. terrestris 917 0,00E+00 95,5 BtGr2 848 5,2E-314 94,0
BsorGr3 334 tam XP_012173302.1  Gr43a B. terrestris 508 0,00E+00 92,45 BtGr3FIX 608 9,8E-222 95,2
BsorGr5 418 tam XP_043514996.1  Gr25b Frieseomelitta varia 478 3,00E-164 58,77 BtGr5JOI 775 8,00E-287 95,2
BsorGr7 423 tam XP_003397918.2  GR28b B. terrestris 716 0,00E+00 86,97 BtGr7 712 5,50E-262 86,8
BsorGr9 402 tam XP_033346160.1  uncharacterized protein B. vosnesenskii 596 0,00E+00 81,89 BtGroFIX 674 9,90E-248 85,1
BsorGrll 390 5'eksik XP_012172381.1  uncharacterized protein B. terrestris 782 0,00E+00 96,67 BterGrll 751 4,90E-278 96,7
BsorGr21 403 tam XP_020721952.1  uncharacterized protein B. terrestris 363 3,00E-126 84,86 BtGr21 666 2,1E-244 83,8
BsorGr22 452 tam XP_033302999.1  uncharacterized protein B. bifarius 734 0,00E+00 82,71 BtGr22 739 1,50E-271 84,7
BfraGrl 480 tam XP_020723089.1  GRG64f-like B. terrestris 945 0,00E+00 95,26 BtGrl 811 1,80E-299 96,3
BfraGr2 468 tam XP_020723090.1  GR64f-like B. terrestris 931 0,00E+00 96,57 BtGr2 848 5,2E-314 96,3
BfraGr3 245 tam XP_012173302.1  Gr43a B. terrestris 351 3,00E-121 92,06 BtGr3FIX 443 2,4E-158 95,5
BfraGr5 420 3'eksik XP_043514996.1  GR28-b Frieseomelitta varia 481 3,00E-165 57,73 BtGr5JOlI 758 2,80E-280 91,8
BfraGr6 422 tam XP_003394407.2  uncharacterized protein B. terrestris 747 0,00E+00 88,54 BtGr6 749 1,10E-276 88,8
BfraGr13 311 tam XP_020721458.1  uncharacterized protein B. terrestris 572 0,00E+00 96,13 BtGr13 590 1,30E-217 96,1
BfraGr16 393 tam XP_020721953.1  uncharacterized protein B. terrestris 613 0,00E+00 80,77 BtGr16 633 2,5E-231 86,5
BfraGr21 408 tam XP_033319185.1  uncharacterized protein B. bifarius 668 0,00E+00 88,28 BtGr21 653 2,80E-239 82,8
BfraGr23 314 3'eksik XP_033302999.1  uncharacterized protein B. bifarius 476 1,00E-164 84,94 BtGr23 518 1,00E-186 86,9
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EK 3 — Iyonotropi reseptorlerine (IR) ait dizi bilgisi ve en iyi blastX ve blastP eslesmeleri

NCBI Nr veri bankasi blastx Yerel kiitiiphane blastp
ORF uzunlugu ORF Erisim Benzerlik . Benzerlik
IR (aa) biitiinliigii Numarasi Aciklama Tiir Skor  E-degeri (%) Isim Skor  E-degeri (%)
BsorlR25a.1 701 tam XP_033310229.1  Ir25a B. bifarius 1424  0,00E+00 97,29 BtIR25a.1 1373 0,00E+00 94,0
BsorlR328 685 5'eksik XP_003395261.3  uncharacterized protein B. terrestris 1302  0,00E+00 97,95 BtIR328 1306  0,00E+00 97,8
BsorlR329 388 tam XP_033308118.1  glutamate receptor Ul-like B. bifarius 740 0,00E+00 94,99 BtIR329 706 7,00E-257 95,7
BsorIR330 575 5'eksik XP_033356327.1  glutamate receptor 1-like B. vosnesenskii 1075 0,00E+00 94,31 BtIR330 1040  0,00E+00 93,8
glutamate receptor ionotropic, delta-2-
BsorlR331 660 tam XP_020724047.1  like B. terrestris 1234  0,00E+00 96,05 BtIR331 1244 0,00E+00 96,1
BsorIR333 477 3'eksik XP_003397302.2  uncharacterized protein B. terrestris 702 0,00E+00 95,64 BtIR333INT 755 2,00E-278 81,7
BsorIR335 711 tam XP_033344984.1  uncharacterized protein B. vosnesenskii 1264  0,00E+00 96,06 BtIR335 1327  0,00E+00 93,9
BsorIR336 583 tam XP_012171984.1  uncharacterized protein B. terrestris 1110  0,00E+00 90,88 BtIR336 1070  0,00E+00 90,9
BsorlR339 629 5'eksik XP_024224226.1  uncharacterized protein B. impatiens 1131  0,00E+00 94,22 BtIR339 1116  0,00E+00 93,1
BsorlR68a 634 tam XP_033312478.1  IR21a-like B. bifarius 1202  0,00E+00 98,50 BtIR68a 1159  0,00E+00 97,8
BsorIR75f.1 652 tam XP_033205835.1  IR75a-like B. vancouverensis nearcticus 1264  0,00E+00 97,85 BtIR75f.1 1057  0,00E+00 97,3
BsorlR75f.2 634 tam XP_033351197.1  IR75a-like B. vosnesenskii 1210  0,00E+00 92,60 BtIR75f.2 1178  0,00E+00 97,0
Bsorlr75f.3 350 tam XP_020718981.1  uncharacterized protein B. terrestris 661 0,00E+00 95,09 BtIr75f.3 648 3,10E-234 95,1
BsorlR75u 647 tam XP_012168644.1  glutamate receptor 1 B. terrestris 1191  0,00E+00 94,83 BtIR75u 1203  0,00E+00 94,8
BsorIR76b 546 tam XP_033320511.1  glutamate receptor ionotropic, delta-2 B. bifarius 1058  0,00E+00 96,15 BtIR76b 1051  0,00E+00 96,3
BsorlR8a 895 tam XP_003491771.1  IR25a B. impatiens 1752 0,00E+00 97,87 BtIR8a 1722 0,00E+00 96,4
BsorlR93a 475 5'eksik XP_020722638.1  IR93a B. terrestris 986 0,00E+00 98,95 BtIR93a 955 0,00E+00 98,9
BfralR25a.1 924 tam XP_033310229.1 IR25a B. bifarius 1877  0,00E+00 97,40 BtIR25a.1 1808  0,00E+00 94,9
BfralR25a.2 378 5'eksik XP_033186003.1  IR25a-like B. vancouverensis nearcticus 663 0,00E+00 93,63 BtIR25a.2 715 3,90E-263 94,7
BfralR328 599 tam XP_003395261.3  uncharacterized protein B. terrestris 993 0,00E+00 98,31 BtIR328 1005  0,00E+00 98,3
BfralR329 646 tam XP_024221185.1  glutamate receptor Ul-like B. impatiens 1281  0,00E+00 99,0 BtIR329 1169  0,00E+00 92,2
BfralR330 328 5'eksik XP_012175690.2  glutamate receptor 1-like B. terrestris 634 0,00E+00 99,0 BtIR330 606 7,00E-219 93,4
glutamate receptor ionotropic, delta-2-
BfralR331 531 5'eksik XP_020724047.1  like B. terrestris 988 0,00E+00 95,85 BtIR331 1005  0,00E+00 95,8
BfralR332 440 3'eksik XP_033353047.1  uncharacterized protein B. vosnesenskii 793 0,00E+00 94,08 BtIR332 823 3,20E-305 93,7

119



EK 3 — Devam

BfralR333
BfralR335
BfralR336
BfralR339
BfralR68a
BfralR75f.1
Bfralr75f.3
BfralR75u
BfralR76b
BfralR8a
BfralR93a

479
350
459
632

569
651
561
546
896

tam
internal
tam
5'eksik
5'eksik
5'eksik
tam
3'eksik
tam
tam

5'eksik

XP_003397302.2
XP_033299049.1
XP_033197798.1
XP_024224226.1
XP_033359195.1
XP_033205835.1
XP_020718981.1
XP_012168644.1
XP_033320511.1
XP_003491771.1
XP_020722638.1

uncharacterized protein
uncharacterized protein
uncharacterized protein
uncharacterized protein
IR21a-like

IR75a-like
uncharacterized protein
glutamate receptor 1
glutamate receptor ionotropic, delta-2
IR25a

IR93a

. terrestris

. bifarius

. vancouverensis nearcticus
. impatiens

. vosnesenskii

B

B

B

B

B

B. vancouverensis nearcticus
B. terrestris
B. terrestris
B. bifarius
B. impatiens
B

. terrestris
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728
681
870
1136
779
1103
1276
1035
1096
1760
1759

0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00

94,13
95,91
90,83
93,90
99,74
97,89
95,68
94,46
96,70
98,32
98,02

BtIR333INT
BtIR335
BtIR336
BtIR339
BtIR68a
BtIR75f.1
BtIr75f.3
BtIR75u
BtIR76b
BtIR8a
BtIR93a

740
656
842
1119
733
1016
1253
1057
1053
1721
1697

2,80E-272
1,80E-236
4,1E-310

0,00E+00
1,70E-266
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00

80,1
94,0
90,4
93,1
98,7
97,7
95,7
94,5
96,5
97,0
98,0



EK 4 — Koku baglayici proteinlere (OBP) ait dizi bilgisi ve en iyi blastX ve blastP eslesmeleri

NCBI Nr veri bankasi blastx Yerel kiitiiphane blastp
ORF uzunlugu ORF Benzerlik . Benzerlik
OBP (aa) biitiinligii Erisim Numarasi Aciklama Tiir Skor  E-degeri (%) Isim Skor  E-degeri (%)
BsorOBP1 142 tam XP_003490621.1 GOBP83a-like B. impatiens 278 3,00E-94 95,74 BtOBP1JOI 285 1,70E-102 97,9
BsorOBP2 143 tam XP_033193956.1 GOBP56d-like B. vancouverensis nearcticus 284 2,00E-96 93,66 BtOBP2 275 3,50E-98 93,0
BsorOBP3 147 tam XP_033350892.1 uncharacterized protein B. vosnesenskii 265 1,00E-88 97,26 BtOBP3 287 6,20E-103 95,9
BsorOBP4 149 tam XP_ 003397906.1 uncharacterized protein B. terrestris 215 2,00E-69 77,94 BtOBP4 219 1,30E-76 77,9
BsorOBP5 137 tam XP_033350897.1 GOBP19d B. vosnesenskii 259 1,00E-86 92,65 BtOBPS 249 3,70E-88 89,7
BsorOBP6 143 tam XP_033304671.1 uncharacterized protein B. bifarius 246 2,00E-81 95,20 BtOBP6JOI 271 8,30E-97 92,3
BsorOBP9 136 tam XP_003397885.1 uncharacterized protein B. terrestris 212 4,00E-68 74,07 BtOBP9 212 1,00E-73 74,1
BsorOBP11 134 tam XP_ 003401480.1 uncharacterized protein B. terrestris 261 1,00E-87 93,98 BtOBP11 258 9,20E-92 94,0
BsorOBP12 137 tam XP_ 03494618.1 GOBP56d-like B. impatiens 276 4,00E-92 97,06 BtOBP12 269 4,30E-96 96,3
BsorOBP13 133 tam XP_ 003401135.1 GOBP83a B. terrestris 266 2,00E-89 96,21 BtOBP13 265 1,50E-94 96,2
BsorOBP16 153 tam XP_003399482.1 uncharacterized protein B. terrestris 271 3,00E-95 84,21 BtOBP16 274 1,5E-97 84,2
BfraOBP1 142 tam XP_033187718.1 GOBP83a-like B. vancouverensis nearcticus 279 2,00E-94 95,04 BtOBP1JOI 283 2,00E-101 95,7
BfraOBP2 143 tam XP_033193956.1 GOBP56d-like B. vancouverensis nearcticus 291 2,00E-99 97,89 BtOBP2 282 6,30E-101 97,2
BfraOBP3 147 tam XP_033350892.1 uncharacterized protein B. vosnesenskii 266 6,00E-89 97,26 BtOBP3 290 5,30E-104 95,9
BfraOBP4 135 tam XP_ 003397906.1 uncharacterized protein B. terrestris 215 2,00E-69 77,94 BtOBP4 219 1,30E-76 77,9
BfraOBP5 158 5'eksik XP_033350897.1 GOBP19d B. vosnesenskii 264 3,00E-88 93,38 BtOBP5 254 1,10E-89 91,9
BfraOBP6 143 tam XP_033304671.1 uncharacterized protein B. bifarius 254 2,00E-84 96,85 BtOBP6JOI 276 8,60E-99 95,1
BfraOBP11 111 5'eksik XP_003401480.1 uncharacterized protein B. terrestris 184 2,00E-57 89,0 BtOBP11 184 4,70E-63 89,0
BfraOBP12 137 tam XP_ 003494618.1 GOBP56d-like B. impatiens 268 3,00E-90 94,85 BtOBP12 265 2,10E-94 94,1
BfraOBP13 133 tam XP_033344662.1 GOBP56d-like B. vosnesenskii 235 5,00E-77 95,45 BtOBP13 264 3,10E-94 95,5
BfraOBP16 153 tam XP_033354486.1 uncharacterized protein B. vosnesenskii 281 9,00E-95 92,76 BtOBP16 282 6,60E-101 85,5
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EK 5 — Kemosensor proteinlere (CSP) ait dizi bilgisi ve en iyi blastX ve blastP eslesmeleri

NCBI Nr veri bankasi blastx

Yerel kiitiiphane blastp

ORF uzunlugu ORF Benzerlik . Benzerlik
CSP (aa) biitiinliigii Erisim Numarasi Aciklama Tiir Skor  E-degeri (%) Isim Skor  E-degeri (%)
BsorCSP1 113 3'eksik XP_003396495.1 ejaculatory bulb-specific protein 3 B. terrestris 184 5,00E-58 86,27 BterCSP1M 181 4,10E-62 85,3
BsorCSP2 118 tam XP_003393718.1 ejaculatory bulb-specific protein 3 B. terrestris 237 9,00E-79 99,15 BterCSP2 219 2,90E-77 99,1
BsorCSP4 131 tam XP_033205514.1 ejaculatory bulb-specific protein 3-like B. vancouverensis nearcticus 267 4,00E-90 99,23 BterCSP4 230 4,90E-81 84,6
BsorCSP6 126 tam XP_003489944.1 ejaculatory bulb-specific protein 3 B. impatiens 224 3,00E-79 99,20 BterCSP6 249 1,60E-88 98,4
BsorCSP7 150 tam XP_033358012.1 ejaculatory bulb-specific protein 3-like B. vosnesenskii 246 2,00E-81 77,03 MquaCSP3 171 6,10E-57 59,3
BfraCSP1 126 tam XP_ 033364412.1 ejaculatory bulb-specific protein 3 B. vosnesenskii 233 6,00E-77 89,60 BterCSP1M 228 3,90E-80 87,1
BfraCSP2 118 tam XP_003393718.1 ejaculatory bulb-specific protein 3 B. terrestris 209 2,00E-67 99,15 BterCSP2 217 2,40E-76 99,1
BfraCSP4 131 tam XP_033205514.1 ejaculatory bulb-specific protein 3-like B. vancouverensis nearcticus 267 4,00E-90 99,23 BterCSP4 230 4,90E-81 84,6
BfraCSP6 126 tam XP_003489944.1 ejaculatory bulb-specific protein 3 B. impatiens 226 7,00E-74 100,0 BterCSP6 251 1,40E-89 99,2
BfraCSP7 150 tam XP_033358012.1 ejaculatory bulb-specific protein 3-like B. vosnesenskii 246 2,00E-81 77,03 MquaCSP3 171 6,10E-57 59,3

EK 6— Duyusal néron membran proteinlerine (SNMP) ait dizi bilgisi ve en iyi blastX eslesmeleri

NCBI Nr veri bankasi blastx

ORF uzunlugu ORF Benzerlik
SNMP (aa) biitiinligii Erisim Numarasi Agiklama Tiir Skor  E-degeri (%)
BsorSNMP1 527 tam XP_012168192.1 SNMP1 B. terrestris 1031  0,00E+00 94,30
BfraSNMP1 383 3’eksik XP_012168192.1 SNMP1 B. terrestris 669 0,00E+00 95,83
BfraSNMP2-like 409 3’eksik XP_020718450.1 SNMP2-like B. terrestris 793 0,00E+00 95,01
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EK 7- Koku baglayici proteinlerde (OBP) SignalP ile tahmin edilen sinyal ve kesim

dizilerine ait bilgiler

OBP Tahmin SP(Sec/SPI)  Diger Kesim bélgesi

BsorOBP1 SP(Sec/SPI) ~ 0,994211 0,005789 CS pos: 22-23. VNA-VP. Pr: 0,9636
BsorOBP2 SP(Sec/SPI)  0,998457 0,001543 CS pos: 22-23. AES-AT. Pr: 0,8378
BsorOBP3 SP(Sec/SPI)  0,990452 0,009548 CS pos: 24-25. TES-KK. Pr: 0,8133
BsorOBP4 SP(Sec/SPI)  0,996596 0,003404 CS pos: 18-19. VIC-DD. Pr: 0,9348
BsorOBP5 SP(Sec/SPI)  0,998241 0,001759 CS pos: 19-20. IQA-DF. Pr: 0,9730
BsorOBP6 SP(Sec/SPI)  0,996224 0,003776 CS pos: 19-20. ARG-MD. Pr: 0,7415
BsorOBP9 SP(Sec/SPI)  0,998506 0,001494 CS pos: 20-21. VTA-DD. Pr: 0,9490
BsorOBP11 SP(Sec/SPI)  0,995731 0,004269 CS pos: 17-18. TLA-FS. Pr: 0,5410
BsorOBP12 SP(Sec/SPI)  0,994533 0,005467 CS pos: 17-18. ALA-LT. Pr: 0,5545
BsorOBP13 SP(Sec/SPI)  0,850104 0,149896 CS pos: 23-24. GKT-DI. Pr: 0,6646
BsorOBP16 SP(Sec/SPI) ~ 0,970763 0,029237 CS pos: 26-27. SHA-KH. Pr: 0,5629
BfraOBP1 SP(Sec/SPI)  0,991741 0,008259 CS pos: 22-23. VNA-VP. Pr: 0,9615
BfraOBP2 SP(Sec/SPI) ~ 0,998742 0,001258 CS pos: 22-23. AES-AT. Pr: 0,8403
BfraOBP3 SP(Sec/SPI)  0,991826 0,008174 CS pos: 24-25. TES-KK. Pr: 0,8256
BfraOBP4 SP(Sec/SPI)  0,996596 0,003404 CS pos: 18-19. VIC-DD. Pr: 0,9348
BfraOBP5 SP(Sec/SPI)  0,998179 0,001821 CS pos: 19-20. IQA-DF. Pr: 0,9730
BfraOBP6 SP(Sec/SPI)  0,994678 0,005322 CS pos: 19-20. VRG-MD. Pr: 0,9496
BfraOBP11 Diger 0,002629 0,997371

BfraOBP12 SP(Sec/SPI)  0,995098 0,004902 CS pos: 17-18. ALA-LT. Pr: 0,5607
BfraOBP13 SP(Sec/SPI)  0,986213 0,013787 CS pos: 23-24. GNA-DI. Pr: 0,9523
BfraOBP16 SP(Sec/SPI)  0,951588 0,048412 CS pos: 26-27. SHA-KR. Pr: 0,6186

EK 8- Kemosensor proteinlerde (CSP) SignalP ile tahmin edilen sinyal ve kesim

dizilerine ait bilgiler

CSP Tahmin SP(Sec/SP1)  Diger Kesim bélgesi

BsorCSP1 SP(Sec/SPI)  0,997345 0,002655 CS pos: 16-17. TLA-EK. Pr: 0,8519
BsorCSP2 SP(Sec/SPI)  0,986563 0,013437 CS pos: 21-22. VMA-ES. Pr: 0,6269
BsorCSP4 SP(Sec/SPI)  0,999294 0,000706 CS pos: 21-22. VHS-ED. Pr: 0,976
BsorCSP6 SP(Sec/SPI)  0,999304 0,000696 CS pos: 18-19. VTA-ED. Pr: 0,9249
BsorCSP7 SP(Sec/SPI)  0,98293 0,01707 CS pos: 23-24. ALA-RP. Pr: 0,6388
BfraCSP1 SP(Sec/SPI) 0,992765 0,007235 CS pos: 16-17. NLA-EK. Pr: 0,5807
BfraCSP2 SP(Sec/SPI)  0,990068 0,009932 CS pos: 21-22. VMA-ES. Pr: 0,6346
BfraCSP4 SP(Sec/SPI)  0,999294 0,000706 CS pos: 21-22. VHS-ED. Pr: 0,976
BfraCSP6 SP(Sec/SPI)  0,999304 0,000696 CS pos: 18-19. VTA-ED. Pr: 0,9249
BfraCSP7 SP(Sec/SPI)  0,98293 0,01707 CS pos: 23-24. ALA-RP. Pr: 0,6388
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EK 9- Sekil 4.19.’da belirtilen filogenetik aga¢ insaasinda kullamlan ve NCBI’dan

alinan dizilere ait erisim bilgileri.

Kod
AcerSNMP1
AcerSNMP2
AdorSNMP1
AdorSNMP2
AfloSNMP1
AfloSNMP2
AmelSNMP1
AmelSNMP2
BbifSNMP1
BbifSNMP2
BimpSNMP1
BimpSNMP2
BmorSNMP1
BmorSNMP2
BterSNMP1
BterSNMP2
BvanSNMP1
BvanSNMP2
BvosSNMP1
BvosSNMP2
CcalSNMP1
CcalSNMP2
CcinSNMP1
CcinSNMP2
DmelSNMP1
DmelSNMP2
HlabSNMP1
HlabSNMP2
MdemSNMP1
MdemSNMP2
MquaSNMP1
MquaSNMP2
MrotSNMP1
MrotSNMP2
NvitSNMP1
NVitSNMP2
PcanSNMP1

PcanSNMP2

GenBank Erisim No.

XP_016917631.1
XP_016914160.1
XP_006609952.1
XP_006614718.1
XP_012339100.1
XP_003694668.1
XP_006562934.1
XP_016767241.1
XP_033307558.1
XP_033296938.1
XP_033175887.1
XP_033178732.1
NP_001037186.1
XP_037870755.1
XP_012168192.1
XP_020718450.1
XP_033193214.1
XP_033188254.1
XP_033351531.1
XP_033351759.1
XP_017881173.1
XP_017881163.1
XP_015587038.1
XP_015590128.1
AAF55863
EU189152
XP_017795434.1
XP_017796759.1
XP_008543234.2
XP_008549356.1
KOX80885.1
KOX75036.1
XP_003699727.1
XP_012141978.1
XP_001606602.1
XP_016840413.1
XP_014608006.1

XP_014614558.1
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Tiir

Apis cerana

Apis cerana

Apis dorsata

Apis dorsata

Apis florea

Apis florea

Apis mellifera

Apis mellifera

Bombus bifarius

Bombus bifarius

Bombus impatiens
Bombus impatiens
Bombyx mori

Bombyx mori

Bombus terrestris
Bombus terrestris
Bombus vancouverensis nearcticus
Bombus vancouverensis nearcticus
Bombus vosnesenskii
Bombus vosnesenskii
Ceratina calcarata
Ceratina calcarata
Cephus cinctus

Cephus cinctus
Drosophila melanogaster
Drosophila melanogaster
Habropoda laboriosa
Habropoda laboriosa
Microplitis demolitor
Microplitis demolitor
Melipona quadrifasciata
Melipona quadrifasciata
Megachile rotundata
Megachile rotundata
Nasonia vitripennis
Nasonia vitripennis
Polistes canadensis

Polistes canadensis



EK 10- Gen ailelerine ait kladlarda tespit edilen global » degerleri

OR

GR

IR

OBP

CSP

SNMP
Klad  gs) K89 ggs) K189 (gnas) Klad (@Nds) i @vas) 9 Gnas)
> . 042l GRL 011597 P! 040356  OBP1 020804 S ozrs7s NP 0203
A 049365 GR2  0,15997 ;R25 0,154 0oBP2 o2rse7 S oiees  SNMP og0
B 03025 GR3 052121 gRsz 015771  OBP3 027285 S5 048052
c 031114 GR6 055224 ° 0354 OBP4 092478 S 004194
E 033378 GRT 098971 >0 037633  OBPS 062509 S 117508
F 065809 o1 068149 50 05492  OBP 0,32126
G 020032 SRt 020696 50 067833  OBP7 0,98339
H 035166 "' 072015 40 050253  OBPBIOBPO 0,72065
| 0,50311 ?Rl 0,62626 '5R33 043273 QRPIOOBPIVOB g 45100
3 0,35698 IR% 014037 OBP13 0,4814
K 0,26513 I3 osss77  oBP14 0,04822
L 0,241 IR&® 012257 oBP1S 0,68115
M 0,2542 7 013366 OBPI6 0,98081
Orco  0,15196 IRTS " 0,22016
S’pha 0,34703 LR76 0,29385
p 0,33499 IR8a  0,14037
0 0,18999 ;Rg?’ 0,094
T 0,23608
v 0,21514
z 0,50141

125



	a0d112be73e68135c93428d799f00ebde71437be21c8ac0fb6eb2eb754cbc335.pdf

