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OZET

Apis mellifera anatoliaca Bal Arisinda CRISPR-Cas9 Kullamlarak Jiivenil
Hormon Asit O-metiltransferaz (JHAMT) Nakavt Mutantlarin Uretilmesi ve
Varroa destructor Uzerine Etkisinin Arastirilmasi

Berkant ismail YILDIZ
Doktora Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah
Damsman: Prof. Dr. Kemal KARABAG
Temmuz 2023; 83 sayfa

Yakin zamanda farkli iilkelerde gozlemlenen bal aris1 koloni kayiplar1 gelecekte
diinyanin ekolojik dengesini etkileyebilecek bir sorun olarak goriilmektedir. Yiiksek
oranda koloni kaybina sebep olan Varroa destructor’a karsi birgok miicadele yontemi
uygulansa da bu akar hala bal aris1 i¢in en tehlikeli tehdittir. Bu nedenlerden dolayi bilim
insanlar1 ve aricilar tarafindan Varroa ile miicadelede alternatif ve kesin sonug verecek
¢Oziim yontemi arayisi siirmektedir.

Varroa yiiksek konukeu 6zgilligii gosteren bir ektoparazittir. Bu akar erkek ari
larvalarim is¢i larvalarindan, tarlaci arilar1 bakici arilardan ayirt edebilmektedir. Larva
tercihinde feromonlar ve diisiik yogunluktaki diger ugucu bilesiklerin rol oynadigi
bilinmektedir. Ancak, Varroa’nin konukgu tercihi altinda yatan molekiiler iliski heniiz
¢Oziimlenmis degildir.

Jiivenil hormon asit O-metiltransferaz (JHAMT), boceklerde Jiivenil hormon (JH)
biyosentez yolaginin son agamasinda JH asitlerini veya JH'lerin aktif olmayan onciillerini
aktif JH'lere doniistiiren bir enzimdir. Ayn1 zamanda feromon olarak davranabilen metil
farnesoat tiretiminden de sorumlu olmast JHAMT geninin ifadesi ile Varroa'nin konukgu
tercihi arasinda bir iligki olabilecegi fikrini dogurmustur. Bu fikre dayanarak bu tez
porjesinde Varroa ile miicadelede siirdiiriilebilir yeni bir ydntem gelistirilmesi
amaclanmistir. Bu amaca ulagsmak i¢in Mugla Arn Yetistiricileri Birligi biinyesinde
bulunan Anadolu bal aris1 (Apis mellifera anatoliaca)’nin Mugla ekotipinde pedigrili aile
setleri olusturularak CRISPR-Cas9 yontemiyle iki generasyon JHAMT geni susturulmus
(knockout) mutant kraligeler ve is¢i arilar yetistirilmistir. Varroa’nin konukgu tercihi
bakimindan JHAMT geni susturulmus mutant larvalar ile yabani tip kontrol larvalari in
vitro ve in vivo sartlarda karsilagtirilmistir. Hem in vitro (p=0,002) hem de in vivo
(p=0,037) denemelerde Varroa’nin yiiksek oranda mutant larvalar1 tercih etmemesi
JHAMT geninin konukgu tercihi {izerindeki etkisini ortaya ¢ikartmistir.

Basariyla tamamlanan bu tez ¢alismasinda gen manipiilasyonlarinin hedeflenen
sonuglar1 vermesi CRISPR-Cas9 teknolojisi kullanilarak Varroa akarina karsi yeni, etkili
ve stirdiirtilebilir bir ¢dziim Onerisi gelistirilmesini saglamistir.

ANAHTAR KELIMELER: Bal arisi, CRISPR-Cas9, Jiivenil hormon asit O-
metiltransferaz (JHAMT), Konukgu tercihi, Varroa destructor
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ABSTRACT

Production of Juvenile Hormone Acid O-methyltransferase (JHAMT) Knockout
Mutants Using CRISPR-Cas9 in Apis mellifera anatoliaca Honey Bee and
Investigation of Its Effect on Varroa destructor

Berkant ismail YILDIZ
PhD Thesis in Agricultural Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Kemal KARABAG
July 2023; 83 pages

Honeybee colony losses, which have been observed in different countries recently,
are seen as a problem that may affect the ecological balance of the world in the future.
Although many methods of struggle are applied against Varroa destructor, which causes
high colony loss, this mite is still the most dangerous threat to the honey bee. For these
reasons, scientists and beekeepers continue to search for alternative and definitive
solutions in the fight against Varroa.

Varroa is an ectoparasite with high host specificity. This mite can distinguish
drone larvae from worker larvae, and forager bees from nurse bees. It is known that
pheromones and other low-density volatile compounds play a role in larval preference.
However, the molecular relationship underlying Varroa's host preference is not yet
resolved.

Juvenile hormone acid O-methyltransferase (JHAMT) is an enzyme that converts
JH acids or inactive precursors of JHs to active JHs in the final step of the Juvenile
hormone (JH) biosynthesis pathway in insects. The fact that it is also responsible to
produce methyl farnesoate, which can act as a pheromone, has led to the idea that there
may be a relationship between the expression of the JHAMT gene and the host preference
of Varroa. Based on this idea, it is aimed to develop a new sustainable method in the fight
against Varroa in this thesis project. In order to achieve this aim, pedigree family sets
were created in Mugla ecotype of Anatolian honey bee (Apis mellifera anatoliaca) within
the Mugla Beekeepers' Association, and two generations of knockout mutant queens and
worker bees were raised by CRISPR-Cas9 method. In terms of host preference of Varroa,
mutant larvae with JHAMT gene silenced and wild-type control larvae were compared in
vitro and in vivo. The fact that Varroa did not prefer highly mutant larvae in both in vitro
(p=0.002) and in vivo (p=0.037) trials revealed the effect of JHAMT gene on host
preference.

The results obtained with gene manipulations in the study enabled the
development of a new, effective and sustainable solution against the Varroa mite using
CRISPR-Cas9 technology.

KEYWORDS: CRISPR-Cas9, Honey bee, Host preference, Juvenile hormone acid O-
methyltransferase (JHAMT), Varroa destructor
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ONSOZ

Bu tez c¢alismasinda, glincel molekiiler tekniklerden biri olan CRISPR-Cas9
araciligryla Apis mellifera anatoliaca bal arisinda jiivenil hormon asit O-metiltransferaz
(JHAMT) geni susturularak mutant is¢i arilar elde edilerek in vitro ve in vivo kosullarda
Varroa destructor’in konukgu tercihi tizerindeki etkisi aragtirilmustir.

JHAMT geni susturulmus mutant bireylerin Varroa tarafindan konuk¢u olarak
tercih edilmedigi, dolayisiyla JHAMT geninin Varroa i¢in atraktant etki gosterdigi in
vitro ve in vivo testler sonucunda tespit edilmistir. BOylece bal arilarinin en biiyiik
zararlist olan Varroa akarina kars1 yeni ve siirdiiriilebilir bir ¢6ziim onerisi gelistirilmistir.

Akdeniz Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tarimsal Biyoteknoloji Doktora
Programi’ndaki egitim siirem boyunca beni her zaman cesaretlendiren, bilgi ve
tecriibesiyle tez fikrinin olusturulmasindan basariyla sonuglandirilmasina kadar destegini
esirgemeyen, yeri geldiginde bir abi, bir baba veya bir arkadas olan danisman hocam
Saym Prof. Dr. Kemal KARABAG’a; tezimin arazi ¢alismalarina destek veren ve tiim
imkanlarindan faydalanma olanagi saglayan Mugla ili Ar1 Yetistiricileri Birligi’ne
(MAYBIR); arazi ve suni tohumlama ¢alismalarinda gok biiyilk emegi gecen Hasan
GURESCI’ye; calismalarimda emegi gecen basta Emel TUTEN SEVIM olmak iizere tiim
laboratuvar arkadaslarima; egitim hayatim boyunca desteklerini esirgemeyen ve her
zaman yol gosterici olan Dog. Dr. Mehmet TORUN’a; manevi desteklerinden dolay1 Elif
Hale ASLAN’a; beni bugiinlere getiren, higbir karsilik beklemeden maddi ve manevi her
tiirli destegi saglayan canim aileme tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Bal aris1 (Apis mellifera), tozlayici olarak ekosistemin saglikli ve dengeli bir
sekilde isleyisindeki roliiyle; bal, balmumu, polen, ar1 siitii ve propolis gibi degerli ar1
tirtinlerini tretmesiyle en faydali bocek tiiriidiir. Ayrica, haplodiploid {ireme sistemi,
sosyal bir bocek olarak popiilasyon igerisinde is boliimii gostermeleri, 6grenme ve hafiza
calismalar1 bakimindan bilimsel agidan da 6nemli bir model organizmadir. Arastirmalara
gore, 2005 yili igin Avrupa’da bal iiretiminin ekonomik degeri 140 milyon euro iken, bal
arilariin tozlagsma yoluyla bitkisel tiretime katkis1 bunun yaklasik 100 kat1 (14,2 milyar
euro) olarak tahmin edilmektedir. Diinya’da ise bal aris1 tozlasmasinin ekonomik degeri
153 milyar euro olarak hesaplanmistir (Moritz vd. 2010). Eldeki veriler dogrultusunda
bal arilarinin tozlagma yoluyla iilkemizin tarimsal iiretimine katkisinin milyonlarca euro
oldugu diistiniilmektedir. Bunun yaninda, aricilik faaliyetleriyle diinyada her y1l 1 milyon
tonun {izerinde bal {iretimi yapilmaktadir. Diinya Gida ve Tarim Orgiitii verilerine gore
Tiirkiye 7 milyonun {izerinde arili kovan sayisiyla diinyada ikinci sirada yer almaktadir.
Ulkemizin, sahip oldugu énemli bal aris1 irklari, zengin iklimsel gevresi ve bitki florasi
bakimindan ariciliga oldukg¢a uygun olmasina ragmen verimlilik acisindan alt siralarda
yer aldig1 goriilmektedir. Bu durum, aricilikta dogru koloni yonetiminin, hastalik ve
zararlilarla miicadelenin yeterince yapilamadigin diisiindiirmektedir (Uygur ve Girisgin
2008; Muz vd. 2012). Bal aris1 koloni kayiplart modern ariciligin baslangicindan beri
onemli bir sorun olmustur (Underwood ve vanEngelsdorp 2007). Zay1f beslenme, ekto ve
endoparazitlerin baskisi, bakteriyal ve viral hastaliklar ve sinerjitik pestisit etkilesimleri
dahil olmak iizere koloni kayiplarina sebep olan bir¢ok etken bulunmaktadir.

Parazitler ve patojenler aricilik endiistrisini ve bir biitlin olarak tarimi1 tehdit eden
koloni kayiplarinin altinda yatan temel faktorlerdir. Bu parazitlerden en fazla koloni
yikict etkisi olan Varroa destructor’dur. Varroa, larvalarin ve ergin bal arilarinin yag
dokusundan ve hemolenfinden beslenen obligat bir ektoparazittir (Ramsey vd. 2019;
Oldroyd 1999). Varroa akarlari, ar1 larvalarini petek gozleri miihiirlenmeden 6nce istila
etmekte ve gelismekte olan ar1 larvalarindan beslenerek orada ¢cogalmaktadir. Peteklerden
yetiskin ar1 ¢ikarken ona tutunan disi akarlar da birlikte ¢itkmakta ve baska bir ariya ya da
baska bir ar1 larvasina transfer olabilmektedir (Rosenkranz vd. 2010; Shimanuki vd.
1994). Uygun miicadele yontemi kullanilmadigi takdirde Varroa ile enfekte olmus koloni
2-3 yil icerisinde ¢cokmektedir (Boecking ve Genersch 2008; Rosenkranz vd. 2010).

Varroa’ya kars1 miicadele mekanik araglar, organik ve kimyasal ilaglarla birlikte
davranigsal birgok yontem uygulanmaktadir. Diger taraftan, ari tiriinlerinde kalinti
birakmasi nedeniyle insan sagligini da tehdit etmesine ragmen Varroa akarina karsi
organofosfat kaumafos, tau-fluvalinat, formamidin amitraz gibi kimyasallarin kullanimi
yaygindir ve Varroa bunlara karsi direng gelistirebilmektedir (Pettis 2004; Maggi vd.
2010). Kimyasal ilaglarin olumsuz yan etkilerinden dolayr Varroa’ya karsi direngli
genotiplerin gelistirilmesi gibi alternatif ve siirdiiriilebilir ¢6ziim yollarinin arayist da
stirmektedir (Rosenkranz vd. 2010). Ancak, ariciligin en biiyiikk sorunu haline gelen
Varroa’ya karsi heniiz istenilen ¢6ziim saglanamamustir.

Varroa destructor, yiiksek konukgu 6zgiilliigii gosteren bir ektoparazittir (Xie vd.
2016). Varroa, erkek ar1 larvalarini is¢i larvalarindan, bakict arilardan tarlaci arilari ayirt
edebilmektedir. Varroa akarlari, kendilerine tarlact ve bakici ar1 arasinda secenck
sunuldugunda agik¢a bakici arilart tercih etmektedir (Kraus 1993; Kuenen ve Calderone
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1997; Del Piccolo vd. 2010). Varroa ile miicadelede, farkli bir bakis agis1 olarak
Varroa’nin konukgu tercih sebepleri ve mekanizmasinin aydinlatilmasi sayesinde arzu
edilen etkin ve slirdiiriilebilir yontemlerin gelistirilebilecegi diisiiniilmektedir. Bu konuda
mevcut sadece birka¢ ¢alisma bulunmakla birlikte elde edilen biyokimyasal ipuglari
¢Oziim noktasinda 6nemli bir potansiyel oldugunu gostermektedir. Konukgu tercihi, hem
kiitikular hidrokarbonlar gibi diisiik uguculuktaki bilesiklere hem de bal arilar1 tarafindan
yayillan ucucu bilesikler olan feromonlara dayanmaktadir (Eliash vd. 2014).
[letisimlerinin en biiyiik kismin1 feromonlarla saglayan bu sosyal bocekler, kovandaki
hiyerarsik iliskileri de yine bu kimyasallarla belirlemektedir (Bortolotti ve Costa 2014).

Bu bilgiler, bal arilarinda feromon olarak davranabilen ugucu bilesik metil
farnesoat (MF) iiretiminde gorevli ve jlivenil hormon yolaginin son asamasinda bulunan
jivenil hormon (JH) asit O-metiltransferaz’in (JHAMT) Varroa’nin konukgu tercihinde
etkili bir dinamik olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayn1 zamanda bal aris1 jiivenil hormon
yolaginin Varroa'nin iireme dongiisiinii baglatmada énemli bir rol oynadig1 fikri (Aurori
vd. 2021), konuk¢u secimi i¢in etkili olabilecek diger bir unsur niteligi tagimaktadir.
JHAMT, boceklerde JH biyosentez yolaginin son agsamasinda JH asitlerini veya JH'lerin
aktif olmayan Onciillerini aktif JH'lere doniistiiren bir enzimdir (Shinoda ve Itoyama
2003). JHAMT, metil farnesoat epoksidaz (MFE) tarafindan JH'ye doniistiiriilen metil
farnesoat (MF) iiretmek i¢in S-adenozil-L-metiyoninden farnesoik asitlerin karboksil
grubuna bir metil grubu aktarmaktadir (Niwa vd. 2008; Bomtorin vd. 2014). Ayrica, daha
yiiksek JHAMT ifadesinin ise Varroa'y1 gozlere ¢ekebilecegi de bildirilmistir (Aurori vd.
2021).

Molekiiler yontemlerin Varroa ile miicadeleye uyarlanmast ve genom
miihendisligi potansiyelinin bu alanda kullanilmasi biiyiikk 6nem tasimaktadir. Son
zamanlarda bal arilarinda kullanilan en giincel molekiiler yontem CRISPR-Cas9
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats-CRISPR-associated
nuclease 9: diizenli araliklarla boliinmiis palindromik tekrar kiimeleri-CRISPR iligkili
nukleaz 9) araciligiyla genom diizenleme teknolojisidir. CRISPR-Cas9 sistemi, Cas9
niikleaz ve 6zellestirilebilir tek rehberli RNA'dan (sgRNA) olusan RNA aracili bir DNA
endoniikleaz sistemidir. sgRNA, bir protospacer bitisik motifinden (PAM: Protospacer
Adjacent Motif) hemen 6nce bir hedef diziye tamamlayici bir 18-20 niikleotid dizisini
icerecek sekilde programlanabilmektedir (Tian vd. 2017). sgRNA tarafindan
yonlendirilen Cas9-sgRNA kompleksi, genom boyunca hedefi arayip ve PAM bdlgesinin
yaklagik 3 b¢ yukarisinda kiit uclu cift iplikli kiritlma yaratmaktadir (Jinek vd. 2012).
Takip eden DNA onarimi, homolog olmayan u¢ birlestirme veya homolog
rekombinasyona dayali onarim (Symington ve Gautier 2011), hedef genin susturulmasi
(knockout) veya istenen mutasyonun eklenmesi ile sonu¢lanmaktadir.

Yukarida Ozetlenen bilgiler 1s1ginda sekillenen ve tamamlanan bu tez
calismasinda, CRISPR-Cas9 teknolojisi araciligiyla Mugla ekotipi is¢i arilarinda
is¢ilerinde JHAMT geni susturularak (knockout) Varroa ile bal aris1 arasindaki molekiiler
iligki aydinlatilmaya calisilmig ve bdylece, Varroa’ya karsi miicadelede CRISPR-Cas9
araciligryla yeni bir ¢6ziim Onerisi gelistirilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Bal Arisimin Siniflandirilmasi

Kehribar igerisinde bulunmus, bilinen en eski Apini fosili 6rnekleri 40 milyon yil
onceye dayanmaktadir. Modern bal arilar1 (Apidae: Apini), bes tiir igeren Apis cinsinde
siiflandirilmaktadir. Bu tiirler; Apis mellifera (Avrupa bal arisi), Apis dorsata ve Apis
Laboriosa (dev bal aris1), Apis cerana (Hint bal aris1) ve Apis florea’dir (ciice bal arisi)
(Winston 1991).

Uretkenliginin yiiksek, koloni ydnetiminin kolay olmas1 nedeniyle diinyada en
yaygin yetistiriciligi yapilan ve bal ihtiyacinin biiyiilk ¢ogunlugunu karsilayan tiir A.
mellifera’dir (Crane 1999). A. mellifera, taksonomik siniflandirmaya gore; hayvanlar
(animalia) aleminin eklem bacaklilar (Arthropoda) subesi’nin zarkanatlilar
(hymenoptera) takiminda ve arilar (apidea) familyasi i¢erisinde yer almaktadir (Cizelge
2.1).

Cizelge 2.1. A. mellifera’nin siniflandirilmasi Linnaeus (1758)

Alem: Animalia

Sube: Arthropoda

Alt Sube: Hexapoda

Sinif: Insecta

Alt Sinif: Pterygota

Ust Takim: Holometabola
Takim: Hymenoptera

Alt Takim: Apocrita

Ust Familya: Apoidea

Familya: Apidae

Alt Familya: Apinae
Oymak/Tribii: Apini

Cins: Apis Linnaeus, 1758
Tiir: Apis mellifera Linnaeus, 1758
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A. mellifera’nin kokeni hakkinda yapilan ilk ¢alismalar (Whitfield vd. 2006)
Afrika kokenli oldugunu bildirmis fakat Kotthoff vd. (2013) hem fosilleri hem de
giiniimiizdeki tiir dagilimi kullanilarak Avrupa kokenli oldugu ve sonradan Afrika'ya gog
ettigi sonucuna varmislardir. Bugiin ise aricilik faaliyetleri nedeniyle bal aris1 kutuplar
hari¢ tiim diinyaya yayilmistir. Apis mellifera’nin farkli cografyalar boyunca dagilmasi
ve farklilasmasiyla ¢ok sayida cografi irk meydana gelmistir. A. mellifera bilinen 30'dan
fazla alt tire sahiptir (Bouga vd. 2011; Engel 1999; Raina vd. 2011). Bunlara 2016 yilinda
bir yenisi eklenmistir (Chen vd. 2016). Ulkemiz; zengin bitki ortiisii, iklim ve topografik
yapi ¢esitliligi gibi kosullar nedeniyle ar1 ve aricilik igin son derece 6nemli bir potansiyel
tasimaktadir. Ulkemizin sahip oldugu bu ekolojik cesitlilik sayesinde, A. mellifera’nin
farkli irklarina ve bu irklarin da farkli genetik yapidaki ekotiplerine rastlamak
mimkiindiir. Tiirkiye’de en yaygin bal aris1 irki ise Apis mellifera anatoliaca’ dir.

2.2. Bal Ars1 Biyolojisi ve Koloni Yapisi

Bir bal aris1 kolonisini benzersiz gorevleri bulunan; ana ar1 (kralige), is¢i arilar ve
erkek arilar (dron) olusturmaktadir (Sekil 2.1). Kolonide mevsimine gore degismekle
birlikte bir adet ana ar1, 20-60 bin adet is¢i ar1 ve birkag yiiz adet erkek ar1 bulunmaktadir
(Bailey ve Ball 1991).

Isci Erkek Ana

INEEITEM

Sekil 2.1. Bir bal aris1 kolonisini olusturan bireyler (Anonim 2022a)

Neredeyse tiim boceklerde oldugu gibi arillarda da yasam dongiisii yumurta ile
baslamakta, larva, pre-pupa, pupa ve ergin olarak devam etmektedir. Ana arinin
yumurtadan ergin doneme kadar ki olan gelisme siiresi 16 giindiir (Page Jr ve Peng 2001).
Disi larvanin ana ar1 mi yoksa is¢i art mi olacagi, besin miktar1 ve kalitesi ile
belirlenmektedir. ilk 3 giin ana ar1 ve is¢i ar1 larvalar1 aym sekilde beslenirken ana ari
larvalar1 Omiirlerinin sonuna kadar ar1 siti ile beslenmektedir. Kovan igerisinde
kastlasmay1 belirleyen diger bir etken de petek goziiniin biiytikliglidiir. Bir ana ar1 gozii,
isci gbzlerinden ¢ok daha biiyiiktiir (Winston 1991). Ergin ana ar1 yaklasik 178-292 mg
agirhigindadir. Ana ar1 ¢evresinde siirekli olarak bulunan geng bakici is¢i arilar kraligenin
beslenmesi, temizlenmesi ve yumurtlama performasini takibinden sorumludur (Winston
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1991). Koloninin devamlilig1 igin hayati bir gorev yerine getiren ana ari bal arisi tiiriinde
yumurtlamadan sorumlu ve aktif tireyen tek disi aridir. Geng kralige arilar normal sartlar
altinda petek goziinden ¢iktiktan bir hafta sonra yaklasik olarak 7-17 erkek ar1 ile havada
ciftlesmekte ve yumurtalarin1 dollemek igin sperm kesesine (spermateka) doldurdugu
erkek arilarin spermlerini kullanmaktadir. Oogenez, ciftlesmeden 3-7 giin sonra
gerceklesmektedir (Page Jr ve Peng 2001). Yumurtlama sirasinda sperm ile dollenmis
yumurtalardan is¢i arilar olusurken, déllenmemis yumurtalardan ise erkek arilar meydana
gelmektedir (Robinson 1992). Bir giinde yaklasik olarak 2000 yumurta {ireten saglikli bir
ana ar1 giiclii feromonlar1 sayesinde kovan diizenini saglayarak is¢i arilarin gorevlerini
yerine getirmesinde etkin rol oynamaktadir. Bu sebeple ana ar1 kovan igerisinde bal aris1
yasamini bir arada tutan adeta sosyal bir birlestirici rol oynamaktadir (Winston 1991).
Ana ar1 genellikle 2-5 y1l yasarken, is¢i arilar yazin 20-40 giin, kisin ise 6-8 aya kadar
yagsamaktadir (Amdam 2011; Maurizio ve Hodges 1950; Rueppell vd. 2007; Visscher ve
Dukas 1997).

Isci arilar, dolsiiz yumurtlama yetenegine sahip olmalarina ragmen iiremeyen
koloni tiyeleridir (Ratnieks 1995; Oldroyd ve Ratnieks 2000; Halling vd. 2001). Bir isci
arinin yumurtadan ergine doniismesi 21 giin siirmektedir ve ergin bir is¢i yaklasik 81-151
mg agirhgindadir (Page Jr ve Peng 2001). Is¢i arilarin Kolonideki gorevleri yaslariyla
ilgilidir. Pupa doneminden sonraki ilk {i¢ haftada is¢iler zamanlarini temizlik, bakicilik,
ar1 siitii salgilama, petek 6rme, balin olgunlastirilmasi ve kovan bekgiligi gibi gérevleriyle
kovanda gecirmektedir (Lindauer 1961). Aymi zamanda bu doénemde ana armin
beslenmesi veya timarlanmasindan da sorumludur. Yasaminin son evrelerinde (3-6 hafta)
bir is¢i ar1 tarlacilik olarak adlandirilan disarida besin toplama (polen, propolis, nektar,
salg1 ve su) gorevlerini yerine getirmektedir (Seeley 1991). Ayni zamanda kovan igi
sicakliginin da belirli aralikta kalmasini saglarlar.

Erkek arilar yumurtadan ergine doniismek i¢in 24 giine ihtiyag duymaktadir (Page
Jrve Peng 2001). Délsiiz yumurtadan gelisen erkek arilar, ergin donemde yaklasik olarak
196-225 mg agirliginda ve ana arilarla ayni boyutta, is¢ilerden ise iki kat daha biiytiktiir.
Erkek arilarda igne ve zehir bezi bulunmamaktadir. Isci arilar tarafindan bakilmakta ve
beslenmekte olan (Winston 1991) erkek arilarin asil gérevi ¢iftlesme ugusuna ¢ikan geng
kraliceleri dollemek olsa da ihtiya¢ halinde tarlacilik yapmakta ve kovana su
tasimaktadirlar. Erkek arilarin 6miirleri 20-40 giin arasinda olmakla birlikte ciftlestikten
sonra endophallusu kirilarak 6lmekte ya da kis mevsiminden 6nce koloniden isgi arilar
tarafindan uzaklastirilmaktadir (Page Jr ve Peng 2001).

2.3. Anadolu Anis1 (Apis mellifera anatoliaca)

Avrupa ve Asya kitasi arasinda dogal bir koprii gérevi goren ve birgok dnemli bal
arist alt tiirline ev sahipligi yapmak durumunda olan Anadolu’da en yaygin ar1 ikt A.m.
anatoliaca ‘dir. Anadolu aris1, I¢ Anadolu, Ege ve Akdeniz ile Karadeniz Bélgesi’nin
biiyiik bir boliimiinde yayilis gosteren tilkemize 6zgii bir ar1 irkidir (Koca ve Kandemir
2013). Anadolu aris1 Maa (1953) tarafindan A.m. Anatoliaca adiyla siniflandirilmistir.
Kirli-sar1 renkte bir ar1 irki olan Anadolu arist (Sekil 2.2) skutellum ve karin tergitleri
siyah, tomentum genis, tibia ve metatarsus genis, 6n kanat uzunlugu 10 mm kadardir.
Morfolojik olarak Italyan arisia benzetilse de Italyan arisindan daha biiyiiktiir; abdomeni
ve metatarsusu daha genis, 6n kanatlar daha ince, kanatlar ve bacaklar viicuduna gore
daha kisadir. Skutellum donuk, koyu turuncudur, kanat damarlarinda ve damar
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acikliklarinda Italyan arisina gore farkliliklar olmastyla birlikte kiibital indeks degeri daha
diisiiktiir (Adam 1983; Genger 1996).

Sekil 2.2. Anadolu arisinin goriiniimii (Anonim 2022b)

Anadolu aris1, olumsuz iklim sartlarina dayaniklilik, yon bulma, yiyecek toplama
ve yiiksek kiglama yetenegi, diisiik yagmacilik egilimi, ana ar1 ve is¢i arilarda uzun yasam
sliresi gibi ayr1 ayri wrklarda goriilebilecek 6zellikleri bir arada bulunduran ve 1slah
programlarinda gesitli 6zelliklerin elde edilmesinde rol oynayacak oldukca degerli bir
wrktir (Adam 1987).

Anadolu’da en yaygin bal aris1 grubu olan A.m. anatoliaca, farkli morfolojik ve
davranigsal 6zelliklere sahip bir dizi ekotip de igermektedir. Anadolu aris1 ekotiplerinin
icerisinde iireme yetenegi ve bal iiretimi en fazla olan ekotip, izmir’den Antalya’ya
uzanan sahil kesiminde bulunan Mugla bal arisidir (Genger ve Karacaoglu 2003).

2.4. Varroa destructor

Apis mellifera’daki en 6nemli zararli olan Varroa destructor, 2000 yilina kadar
Varroa jacobsoni olarak bilinmekteydi ancak bu tarihten sonra yapilan molekiiler genetik
caligmalarla Varroa destructor adiyla, Arthropoda filumu, Parasitiformes takimi,
Varroidae ailesi, Varroa cinsi iginde farkl: bir tiir olarak siniflandirilmistir (Anderson ve
Trueman 2000). Erkek bireyler beyaz, disiler ise kirmizims1 kahverengi renklidir. Varroa
morfolojik olarak disk seklinde 1-1,1 mm uzunlugunda, 1,5-2 mm genisliginde ve sekiz
bacaklidir. Biiyiik bir kalkan seklinde sirt kabuguna, agz1 igeren gnathosoma adi verilen
bir 6n bolgeye sahiptir ve viicutlar1 neredeyse tamamen mekanoreseptif islevlere sahip
killarla kaplidir (Jack ve Ellis 2021) (Sekil 2.3-2.4). Varroa, 6n iki bacagini, boceklerin
antenlerini kullandig1 gibi kullanmaktadir (Rickli vd. 1992). Bu bacaklar hareket igin
nadiren kullanilmaktadir ve genellikle yukari dogru konumlanmis durumdadir.
Varroa’nin en 6nemli duyusal modlarinin, koku alma ve tatma oldugu varsayilmaktadir.
Bu nedenle Varroa konukgu tercihi ile ilgili yapilan aragtirmalarin biiyiik bir kismi bu
konulara odaklanmaktadir (Dillier vd. 2006). Benzaldehit, salisilaldehit ve metilsalisilat
gibi sentetik ugucular, koku alma reseptor hiicrelerinin atesleme hizinda bir artisa neden
olmaktadir (Endris ve Baker 1993; Blumer-Meyre vd. 1998; Dillier vd. 2001).
Benzaldehit, ar1 siitiinde ve yetiskin erkek arilarda bulunan bir ugucu olarak bilinmektedir
(Dillier vd. 2002a), ayrica benzaldehit ile metilsalisilat polen, ¢igek ve balin bilesenleri
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arasinda da bulunmaktadir (Maga 1983).

Sekil 2.4. Ektoparazit Varroa akarlar1 (Anonim 2023)

Son 70 yilda, Varroa akari tim diinya ¢apinda yayilarak ¢ok sayida bal arisi
kolonisinin ¢okmesine neden olmustur (Rosenkranz vd. 2010). V. destructor bal arist
larva ve erginlerinde varroosise neden olmaktadir (Boecking ve Genersch 2008). Larva
ve ergin bal arisinin yag dokusu ve hemolenfi ile beslenerek, bagisiklik sistemini
zayiflatmakta, morfolojik deformasyonlara neden olmakta ve iscilerde Omri
kisaltmaktadir (Ramsey 2019). Aymi zamanda Onemli ari viriislerine de vektorliik
etmektedir (Gisder vd. 2009; Rosenkranz vd. 2010).

Varroa akarlari, kapali petek gozlerinde gelismekte olan larvalarda beslenirken
burada cogalmaktadir. Petek gozii, is¢i arilar tarafindan sirlanmadan Once, gozler
icerisinde bulunan ar1 larvalari tarafindan salinan feromonlar ile g6z igerisine
cekilmektedir (Le Conte vd. 1989). Erkek ar1 gozleri, is¢i gozlerinden daha uzun siire
kapal kalmasindan dolayi disi akarlar erkek ar1 gozlerini tercih etmektedir (Palmer 2019).
Anne akarlar ya da "kurucular”, erkek ar1 gozlerine girdikten sonra arilar erginlige ulasip
gozden ¢ikmadan, 30 saatlik araliklarla bir erkek ve birkag disi yumurta birakmaktadir
(Ratti vd. 2013). Yumurtadan ilk 6nce erkek akar ¢ikmaktadir ve erkek akar yetiskin kiz
kardesleri ile ciftleserek tek gorevi olan iiremeyi yerine getirmektedir (Shimanuki vd.
1992). Ureme, erkegin keliserinin bir pargasi olan spermatodaktil denen kaniil benzeri bir
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yap1 araciligiyla gergeklesmektedir (Evans 1992). Erkek akarlarin agiz yapilari
beslenmek i¢in uygun olmadigindan giftlesmenin ardindan 6lmektedir. Anne akar ve
ciftlesen kizlar ise ergin ar1 gozden ¢iktiginda gozii terk etmektedir (Fries vd. 1994).
Ciftlesen Varroa’lar yaklagik 2 hafta sonra yeni gozlere yumurtlamaya baslamaktadir.

2.4.1. Varroa’mmm konukgu tercihi

Bal aris1 ektoparaziti V. destructor, Dogu Asya orijinlidir ve 20. yiizyilin
ortalarinda tiim diinyaya yayilmaya baslamistir. VVarroa orijinal konakg¢is1t Dogu bal arisi
Apis cerana'dan Bati bal arisina (A. mellifera), nispeten yeni gecis yapmasi nedeniyle
dengeli bir konak-parazit iligkisi eksiktir ve aricilarin uzun vadeli deneyimleri mevcut
degildir.

Davranigsal gozlemler; foretik akarlarin, larvalarin arkasina saklandiklari
konuk¢u gozleri istila etmeden 6nce, ¢ogu zaman konuk¢u arinin sternitleri altinda
korunakli bir konumda bulunduklarin1 géstermektedir. Bundan dolayi, Varroa akarlari,
yalnizca is¢i arilar onlar1 uygun bir géze miimkiin oldugunca yaklastirdiginda is¢i veya
erkek ar1 gozlerini istila edebilmektedir (Boot vd. 1994a). Varroa’larin, A. mellifera
gozlerini istilasi, seffaf bir arka duvara sahip olan gozlem kovani kullanilarak peteklerin
videoya kaydedilmesiyle incelenmistir (Boot vd. 1990, 1992a, 1992b, 1994a, 19953;
Beetsma vd. 1999). Akarlarin, arilar tizerinden gozlerin kenarina kadar hareket ederek
hizla igeriye yiirtidiikleri, larva ile géz duvari arasinda ilerleyerek goziin dibine indikleri
ve besin igerisinde saklandiklar1 video kayitlarinda tespit edilmistir (de Jong vd. 1982;
Ifantidis 1988; Rath 1991; Boot vd. 1992a; Donzé ve Guerin 1997). Varroa akarlarinin
bakici arilardan tireme amaciyla bal aris1 gozlerine transferini incelemek igin gelistirilen
davranigsal biyoanalizler sonucunda, Varroa disileri tarafindan uygun gozlerin
bulunmasina kadar, akarlarin petekler iizerinde yiiriiyerek goz arayisina devam ettigine
dair kanitlar da mevcuttur (Dillier vd. 2002a, b).

Varroa’larin basarili  bir {ireme gergeklestirebilmesi igin gozlerin istila
zamanlamasi olduk¢a Onemlidir. Akar, operkiilasyondan hemen &nce gozleri istila
etmektedir (Dillier vd. 2006). Akarlar i¢in yalnizca 5. evredeki (instar) larvalar1 cezbedici
olmaktadir. Bu ¢ekim, sirasiyla is¢i larvasi i¢in 15-20 saat ve erkek ar1 larvasi i¢in 40-50
saat olan g6z kapanmasindan 6nce kisa bir siire devam etmektedir (Fuchs ve Miiller 1988;
Boot vd. 1990, 1992a; Blumer-Meyre vd. 1998; Berg vd. 1999). Kovan durumunun da
gozlerin istilas1 lizerinde etkileri mevcuttur. Kovanda bulunan ve gozleri istila eden
foretik akarlarin fraksiyonu, uygun goz sayisinin kolonideki ari sayisina oram ile
belirlenmektedir. Bu da gézlerin istilasinin sadece Varroa'nin istila davranigina degil, ayni
zamanda ar1 kolonisinin yavru miktarina, kalitesine ve bakic1 arilarin is¢i giicline de bagh
oldugu anlamina gelmektedir.

Caligsmalar, Varroa akarlari tarafindan ar1 kovanindaki is¢i gozlerine gore erkek
art gozlerinin tercih edildigini bildirmistir (Grobov 1977; Sulimanovic vd. 1982;
Tewarson 1983; Ifantidis 1984; Issa vd. 1985; Rosenkranz vd. 1984; Schulz 1984, Otten
ve Fuchs 1988; Fuchs ve Langenbach 1989; Le Conte vd. 1989; Fuchs 1990; Boot vd.
19923, 1994b, 1995b; Vandame 1996; Calderone ve Kuenen 2001; Dillier vd. 2002a).
Erkek ar1 gozlerinin ¢ekicilik siiresi, is¢i gozlerininkinden iki ila ii¢ kat daha uzun
olmaktadir (Boot vd. 1992a; Calis 2001) ve bu gozler, is¢i gozlerine gore 11,6 kat daha
sik istila edilmektedir (Boot vd. 1995b). Bunun nedeni, erkek ari larvalarinin daha biiyiik
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miktarlarda ve daha uzun siireler boyunca cezbedici bilesikler tiretmesidir (Le Conte vd.
1989; Calderone ve Lin 2001). Bu tercih erkek ar1 géziiniin 1,7 kat daha biiylik goz
ylizeyine sahip olmasindan (Boot vd. 1995Db), ve erkek ar1 larvalarinin is¢i larvalarina
gore daha biiyiik olmasindan (sirasiyla 346 mg ve 147 mg) kaynaklanabilecegi de
distiniilmektedir (Martin 1998; Beetsma vd. 1999). Ayrica bakici arilar, erkek ari
larvalarin1 daha sik ziyaret etmektedir. Ciinkii is¢i arilardan daha fazla besin
tilketmektedirler (Fuchs 1990). Ana ar1 gozlerindeki akar yogunlugu, kapali goz
asamasinda 8 ile 8,5 giinliik gelisme siiresinin, basarili Varroa liremesi i¢in ¢ok kisa
oldugu isci gozlerine gore 15 kat daha diistiktiir. Buna neden olarak, ar1 siitiiniin Varroa'ya
kars1 kovucu bir etkiye sahip olabilecegi de bildirilmistir (Le Conte 1990).

Le Conte ve ekibi tarafindan yapilan olfaktometre ¢alismalarinda (Le Conte 1990,
Le Conte vd. 1989, 1991; Trouiller vd. 1992, 1993, 1994), Varroa'nin erkek ar1 larvalarina
bazi kimyasallar ile ¢ekildigine dair kanitlar bulunmustur. Erkek ar1 larvalarinin n-heksan
oOziitleri, 6zellikle metil palmitat, etil palmitat ve metil linolenat olmak tizere in vitro
kosullarda ¢ekime neden oldugu bildirilmistir (Le Conte vd. 1989). Benzer bir
biyoanalizde, kapatilmadan once erkek ar1 gozlerinden toplanan larval besinler,
Varroa'nin giiglii ¢ekim tepkileri vermesini saglamistir (Nazzi vd. 2001). Larval besin
0zlerinde, GC-MS ve SPME-GC-MS analizi ile dogrusal, dalli ve aromatik karboksi
asitlerin yani sira hidroksi asitler tanimlanmistir. Test edilen tiim asitlerin, 2-
hidroksiheksanoik asit disinda aktif olmadigi bildirilmistir. Kapanmadan oOnce is¢i
gozlerine uygulanan yiiz nanogram 2-hidroksiheksanoik asitin, kontrol go6zleriyle
karsilastirildiginda, deney gozleri basina akar sayisin1 %36 artirdigi bildirilmistir (Nazzi
vd. 2004).

Zaitoun (1993), her yastaki agik petek gozii ile temas halinde olan bakici arilarin
Varroa i¢in daha cezbedici oldugunu bildirmistir. Varroa’lar i¢in yetiskin arilar da en az
larvalar kadar ¢ekici durumdadir (Kraus vd. 1986; Kraus 1993). Varroa akarlari, tarlaci
ve bakici ar1 arasinda bir segcenek sunulmasi durumunda, tercihleri bakici arilardan yana
olmaktadir (Kraus 1993; Kuenen ve Calderone 1998; Del Piccolo vd. 2010). Akarlar,
petri kaplarindaki Se¢im testlerinde bakici arilari, tarlaci arilar1 ve larvalari ayirt
edebilmektedir, ancak Y seklindeki bir olfaktometrede yapilan testlerde, farkli yastaki
arilar i¢in tercihlerde 6nemli bir fark bulunamamustir (Kraus 1993, 1994).

2.5. Varroa ile Miicadele Yontemleri

Varroa akari, bal arisi koloni sayilarinin azalmasinda en énemli faktorlerden biri
olarak kabul edilmektedir. Diinya c¢apinda dogal tozlayicilarin mevcut azalmasiyla
birlikte, Varroa akar1 gelecekteki tozlagsma sorunlarinin siddetlenmesine sebep olabilecek
potansiyeldedir. Aricilar tarafindan, akar popiilasyonlarini kontrol altinda tutmak i¢in gok
cesitli kimyasal maddeler ve miicadele yontemleri kullanilmaktadir. En yaygin miicadele
yontemi olan kimyasal miicadele, diizenli olarak uygulanmasiyla aricilik maliyetlerini
artirmakta ve art iriinlerinde kimyasal kalinti ve direng gelisimi gibi riskler
barindirmaktadir. Giiniimiizde Varroa ile miicadelede etkin, giivenli ve siirdiiriilebilir
yontemler, Ozellikle koordinasyonsuz arastirma cabalari tatmin edici bir ¢oziimle
sonuclanmadigi i¢in daha acil hale gelmistir.
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2.5.1. Kimyasal miicadele

Varroa ile miicadelede kimyasal yontemler biiylik 6nem tasimaktadir ve ¢ok
cesitli akarisit kullanilmaktadir. Varroa akarlarin1 kontrol etmek i¢in kullanilan bu akar
oldiiriicii kimyasallara “varroasit” de denilmektedir (Akyol ve Yeninar 2009). Varroa'ya
kars1 kullanilan ve en ¢ok dikkat ¢eken sentetik varroasitler arasinda organofosfat
kumafoz, piretroid tau-fluvalinat, flumetrin ve formamidin amitraz gibi kimyasallar yer
almaktadir (Milani ve Barbattini 1988; Ritter 1988; Milani ve Lob 1998). Kullanilan bu
kimyasallarin ¢ogunun uygulamasi oldukca kolaydir ve akar biyolojisi hakkinda detayli
bilgi gerektirmemektedir. Fakat bu kimyasallarin birgok yan etkisi mevcuttur. Bal ve
diger ar1 tirtinlerini siirekli olarak Kirletebilmektedirler (Wallner 1999; Nasr ve Wallner
2003; Schroeder vd. 2004; Martel vd. 2007; Lodesani vd. 2008). Ote yandan Varroa
akarlar1 bu kimyasallara kars1 direng gelistirebilmektedir. Hatta, akrinatrin ve flumetrin
gibi piretroidlere kars1 ¢apraz direng olusabilmektedir. Direngli akar popiilasyonlarinin
ise ¢ogalarak yayilabilme ve daha biiyiik problemler teskil edebilme tehlikesi mevcuttur
(Rosenkranz vd. 2010).

Varroa ile miicadelede kullanilan formik asit, oksalik asit, laktik asit ve timol gibi
organik asitler ve esansiyel yaglar ise hafif akarisitler olarak adlandirilmaktadir. Bu
bilesiklerin tekrarli olarak uygulanmasi durumunda diren¢ gelisimi diisiiktiir. Ancak
degisken etkinlikleri ve terapotik indekslerinin (parazit tizerindeki etkinligi ile konukgu
toksisitesi arasindaki aralik) diisiik olmas1 en biiyiik dezavantajlaridir (Rosenkranz vd.
2010).

2.5.2. Mekanik miicadele

Varroa ile miicadelede kimyasala dayali olmayan, kovan manipiilasyonlarini
igeren alternatif mekanik yontemler de mevcuttur. Bu yontemler arasinda; erkek ar1 gozii
tiretiminin sinirlandirilmasi, is¢i ar1 gozi biylkligiiniin degistirilmesi, arilarin pudra
sekeri ile tozlanmasi, tel kafesli ve ¢ekmeceli taban kullanimi ve polen tuzag: kullanimi
gibi uygulamalar bulunmaktadir. Ancak Varroa'ya kars1 etkinliklerinin oldukga diisiik
olmasi nedeniyle diger miicadele teknikleriyle birlikte kullanilmalar1 gerekmektedir. Ote
yandan is gilicii ve tecrilbe gereksiniminin fazla olmasi ve kisa siirede sonug elde
edilememesi de bu yontemlerin dezavantajlar1 arasindadir (Akyol ve Korkmaz 2006;
Gregorc vd. 2022).

2.5.3. Biyoteknolojik miicadele

Literatiirde, Varroa ile miicadelede genom diizenleme teknolojilerinin
kullaniminin rastlanmamis ancak biyoteknolojik bir yontem olan RNAI uygulamalari
mevcuttur. RNAI, RNA-aracili diziye 6zgii post-transkripsiyonel gen susturucu bir
mekanizma olarak kullanilmaktadir (Fire vd. 1998). ilk olarak Fire vd. (1998),
saflagtirllmis dsRNA'y1 dogrudan Caenorhabditis elegans'a aktararak gen susturmada
indiikleyicilerin biyokimyasini agik bir sekilde ortaya koymustur. Campbell vd. (2010),
Varroa’da RNAI'nin uygulanabilirligini mu-smifi glutatyon S-transferaz genini (VdGST-
mul) kullanarak gostermislerdir. Varroa’da VdAGST-mul geninin baskilanmast,
enjeksiyondan 48 saat sonra olmustur ve bu baskilama en az 72 saate kadar slirmiistiir.
Calismada enjeksiyon yonteminin yiiksek mortaliteye neden olmasi nedeniyle,
dsRNA’nin Varrao’ya aktarilmasinda farkli yontemleri de denemislerdir. Topikal
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uygulamayla dsRNA’nin aktarimi hedeflendiginde, dsRNA’nin kiitikiilii gegememesi
dolayisiyla basarisiz olunmustur. Akarlar1 dsRNA soliisyonuna daldirma araciligiyla
dsRNA aktarma yonteminin, uygulama esnasinda olusan akar hasarlarini en aza indirerek
gen susturmada basarili oldugu vurgulanmistir. Diger bir ¢alismada, Campbell vd. (2016),
potansiyel akar kontrolii i¢in iki noral gen olan B tipi allatostatin geni ve bir kabuklu
hiperglisemik hormon (CHH) benzeri genin hedeflenebilecegini gostermislerdir. Yine
enjeksiyon travmasini 6nlemek i¢in daldirma yontemi kullanilmistir. Allatostatin ve CHH
benzeri genin ¢ift sarmalli RNA interferans (dsRNAi) tarafindan yikilmasi, Varroa'nin
strastyla %85 ve %55 6liim oranlariyla sonuglanmistir. Varroa ile miicadelede RNAi
kullanim olasiligini1 aragtiran Huang vd. (2017) calismalarinda, Varroa’nin yasamsal
fonksiyonlarinda ve iiremesinde etkili olan ¢esitli genleri susturmanin Varroa akarinin
hayatta kalmasi ve liremesi iizerindeki etkilerini belirlemislerdir. Mikro enjeksiyon
yontemiyle gerceklestirilen bu ¢alismada Da ve Pros26S genlerinin susturulmasiyla
Varroa akarlarinda yiiksek mortalite gézlemlenmistir. Ayrica, RpL8, RpL11 ve RpS13
genlerinin susturulmasi Varroa’nin hayatta kalmasmi etkilemeyip yavru sayilarim
azalttig1, dolayisiyla bu genlerin Varroa liremesini baskiladigi ifade edilmistir.

RNAi'nin bitkilerden boceklere, nematodlara aktarilmasi, (Steeves vd. 2006;
Baum vd. 2007) ve ayrica susturma sinyallerinin dikey transgenerasyonel aktarimi gibi
yollarla gesitli hastalik ve zararlilarla miicadelede kullanim1 basarili sonuglar vermistir
(Rechavi vd. 2011). Bal arilarinda beslenme yoluyla alinan ve sistemik olarak dSRNA'nin
yayilabildiginin gosterilmesi (Hunter vd. 2010), bal arisindan Varroa'ya yatay olarak
dsRNA’nin aktarilabilecegi ve arilarin RNAi vektorleri olarak kullanilabilecegi
diisiincesini olugturmustur. Garbian vd. (2012), arilar tarafindan beslenme yoluyla alinan
dsRNA'nin Varroa akarina ve akarin konukgusuna aktarildigini géstermislerdir. Bu tiirler
arasi, dsSRNA'nin ar1 ve Varroa arasindaki karsilikli degisimi Varroa’nin yasamsal
genlerini hedefleyerek gen susturulmasina olanak vermis ve akar popiilasyonunda %60'in
tizerinde bir azalma goriilmiistiir. Arazi kosullarinda gergeklestirdikleri dSSRNA stabilitesi
calismalarinda ise dsRNA’nin 6 giline kadar sekerli su soliisyonunda dayanabildigini
bildirmislerdir. Bu dsRNA iletim yontemiyle, RNAi ile Varroa miicadelesine yeni bir
yaklagim getirilmistir.

Farkli ve nispeten daha ekonomik bir bakis agisi olarak Cedefio vd. (2015),
bakteriyel olarak eksprese edilen dsRNA’lar1 arilara beslenme vyoluyla vererek
(bakterilerle birlikte yedirilmekte), RNA saflagtirmasina gerek duyulmadan arilarda ve
Varroa dokularinda dsRNA iiretilmesi ve aktarilmasi i¢in verimli bir in vivo alternatif
sundugunu gostermislerdir. Bu stratejinin sadece hastalik ve zararlilar1 kontrol etmek igin
degil aym1 zamanda gen susturulmasi ile arilardaki fonksiyonel c¢alismalar i¢in de
kullanilabilecegini bildirmislerdir.

2.5.4. Varroa’ya karsi1 davranissal miicadele

Varroa’ya direngli bal arisi1 kolonilerinin 1slah1 ve yetistirilmesi bir¢ok tilkedeki
arastirma gruplarinin ve projelerin temel amaci olmustur. Diinya ¢apindaki kayiplara
ragmen, bazi bal aris1 wrklarinda herhangi bir miidahale olmadan koloninin hayatta
kalabildigi gozlenmistir. Bu irklarin dogal seleksiyonla sahip olduklari baz1 fizyolojik
ozelliklerden dolay1 hastalik ve parazitlere karsi bir veya daha fazla davranissal dirence
sahip oldugu bildirilmistir (Fries vd. 2006; Le Conte vd. 2007; 2010; Seeley 2007).
Davranigsal direng genel olarak timar davranisi ve hijyenik davranis olarak iki baslik
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altinda incelenmektedir. Bal arilarinda en iyi bilinen davranigsal direng mekanizmasi
hijyenik davramistir. Bu davranis ilk olarak Park (1937) tarafindan tanimlanmistir.
Hijyenik davranisin birgok hastaliga ve Varroa akarma karsi etkili bir davranis
mekanizmasi oldugu gosterilmistir (Laidlaw ve Page 1997).

Hijyenik davranis, is¢i arilarin 6li veya enfekte yavrulari tespit etmesi ve
koloniden uzaklastirmasi olarak tanimlanmaktadir (Rothenbuhler 1964a, b). Bu davrans,
coklu genetik lokuslar tarafindan kontrol edilen kalitsal bir ozelliktir (Jones ve
Rothenbuhler 1964; Momot ve Rothenbuhler 1971; Rothenbuhler, 1964a, b; Wilson-Rich
vd. 2009). Arastirmacilar, hijyenik davranis agisindan 1slah edilen bal arilarinin Varroa
yukii tizerinde olumlu etkileri oldugunu ve bu yondeki 1slah faaliyetlerinin hizla arttigim
bildirmislerdir (Biichler vd. 2010; Rinderer vd. 2010; Sumpter ve Martin 2004). Hijyenik
davranis gosteren ar1 kolonilerinde, Varroa ile bulasik olan arilar kapali gézlerden
cikarilarak uzaklastirilmaktadir (Varroa duyarli hijyen (VSH)); bdylece Varroa istila
oranini sinirlanarak, akarlarin tireme basarisi azaltilmaktadir (Harbo ve Harris 2009).
Davranigin koloni performansina olumsuz etkisinin olmadigi ve bal iiretimini artirdig1 da
bildirilmistir (Spivak ve Reuter 1998). Dogada oldukg¢a az miktarda koloninin (%10<)
hijyenik davramig gosterdigi ve dogal yollarla enfekte olmus kovanlardaki hijyenik
davranis hakkindaki verinin ¢ok az oldugu bildirilmektedir (Spivak ve Gilliam 1998).
Meksika'da, Afrika bal arisinda (Apis mellifera scutellata) dogal yollarla bulasmis
yavrulart %32 oraninda uzaklastirirken ayni1 kosullarda Avrupa arilar (A. mellifera) %8
oraninda uzaklastirmistir (Vandame vd. 1996). Tunus'daki A. mellifera intermissa arilari
dogal yollarla bulasmis kulugka hiicrelerini %15,5 oraninda uzaklastirirken, A. mellifera
carnica kolonileri %16,6 oraninda uzaklastirmistir (Boecking ve Drescher 1992). Ayrica,
Avusturalya arilarinin %20'sinin hijyenik davramis gosterdigi bildirilmistir (Oxley vd.
2008). Konuyla ilgili dogal yollarla elde edilen veriler yetersiz oldugundan, arastiricilar
Varroa’ya karsi toleransin prensiplerini ¢ézmek i¢in son yillarda degisik denemeler
gerceklestirmislerdir. Bu calismalar genellikle yapay yollarla hastalik veya parazit
bulastirilmis veya oldiiriilmiis yavrularin bulundugu kovanlarda yapilmistir. Yapilan bir
calismada, hijyenik davranis bakimidan herhangi bir seleksiyona tabi tutulmamis 76
kolonide, her bir gézde yasayan bir akar ile deneysel olarak bulastirilmis yavrularin
uzaklastirilma oranmi ortalamasi 23,5+18,2 olarak bulunmustur. Bu kolonilerin sadece
%09,2'si %50'den fazla bulasik yavrulari uzaklagtirmistir (Boecking ve Drescher 1998).

Timar davranig1 nispeten basittir ve yetiskin arilarin dig yiizeylerindeki yetiskin
akarlarin uzaklastirilmasini ve etkisiz hale getirilmesini icermektedir (Pritchard 2016).
Bal arilarinda davranigsal diren¢ mekanizmalarindan digeri olan timar davranisi,
omurgalilar ve eklembacaklilar arasinda ektoparazitlerden kurtulmak i¢in yaygin goriilen
bir stratejidir. Bu davranis hem birey hem de koloni sagligini korumak i¢in evrimlesmistir
(De Figueir6é Santos vd. 2016). Timar davranisi, oto-timar ve allo-timar olarak iki farkli
sekilde adlandirilmaktadir. Oto-timar, ag1z parcalarinin veya pro-/mezotorasik bacaklarin
hareketi ile kendi kendini temizleme davranisidir. Allo-timar ise bire bir veya sosyal
olarak birlikte hareket eden birka¢ armnin Dbirbirini timarlamast  seklinde
gerceklesmektedir. Timar davramisinin akar diizeylerindeki diisiisle yakindan iliskili
oldugu gosterilmistir. Andino ve Hunt (2011), laboratuvarda yapilan timar analizlerinde
arilarin temizledigi akarlarin orani ile kovan altlarina konan yapiskan levhalardaki hasarli
Varroa orani arasinda bir korelasyon oldugunu bildirmislerdir. Elde ettikleri sonuglarda
timar davraniginin yiiksek oldugu kolonilerin kovanlarinin altinda bulunan yapiskan
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levhada yiiksek etkisiz hale getirilmis akar oldugunu gostermislerdir. Daha yiiksek
seviyede timar davranisi yapan kolonilerde ise akarlarin 1sirilarak etkisiz hale getirildigi
bildirilmistir (Arechavaleta-Velasco ve Guzman-Novoa 2001). Rosenkranz vd. (1997),
Italyan (Apis mellifera ligustica) ve Karniyol (Apis mellifera carnica) arilarinda yapmis
olduklart timar davranisi caligmasinda ortalama %45 akar hasar1 orani kaydederken,
Afrika bal arisinda (Apis mellifera scutellata) %38,5 oraninda akar hasari kaydetmistir.
Aumeier (2001), yapay olarak istila edilmis Karniyol arilarinin (Apis mellifera carnica)
% 66'sinin ilk 30 saniye i¢inde viicutlarindaki akarlarin varhigina tepki verdigini
bildirmistir. Bak ve wilde (2015), yapay olarak istila edilmis arilarda Kafkas arilarinin
(Apis mellifera caucasica) timar davranisi gostererek %86'sinin akarlardan kurtulmaya
calistigim bildirmislerdir. van Alphen ve Fernhout (2020), italyan irkinin (Apis mellifera
ligustica) ortalama %5, 75 akar hasar1 gosterdigini bildirmistir. Yildiz ve Karabag (2022),
farkl irklar tizerinde yapmis olduklar1 ¢galismada en yiiksek timar davranisi gosteren irkin
Italyan aris1 (Apis mellifera ligustica) oldugunu ve test edilen bireylerin %65 oraninda
timar davranig1 gosterdigini bildirmislerdir.

2.6. Jiivenil Hormon Asit O-Metiltransferaz (JHAMT)

Jivenil hormonlar (JH), boceklerde biiylime, gelisme ve lireme dahil birgok
biyolojik stirecin kontroliinde merkezi rol oynayan bir seskiterpenoid hormon ailesidir
(Gilbert vd. 2000). JH, ekdison etkisini modiile ederek metamorfozu 6énlemektedir. JH
mevcut varliginda ekdison, bocegin en son asamayi tekrarlamasina neden olmaktadir ve
metamorfozun baglamasi i¢in ekdisonun, JH yoklugunda hareket etmesi gerekmektedir
(Kinjoh vd. 2007). JH, boceklerin biiyiimesi ve gelismesindeki rollerine ek olarak, faz
polifenizmi ve kast farklilagmasinda da etkilidir (Nijhout 1994; Hartfelder 2000).
Hemolenfdeki JH titrelerindeki degisiklikler birincil olarak corpora allata (CA) tarafindan
JH sentezindeki modiilasyonlar tarafindan diizenlenmektedir, fakat ayni1 zamanda spesifik
enzimlerin etkisiyle JH katabolizmasi tarafindan da diizenlenmektedir (Kinjoh vd. 2007).

JH’ler, CA adi verilen 6zel bir endokrin bezde de novo olarak sentezlenmektedir.
CA’daki biyosentetik aktiviteden sorumlu bir dizi gen bildirilmistir (Shinoda ve Itoyama
2003; Helvig vd. 2004; Noriega vd. 2006; Kinjoh vd. 2007). Bu genlerden bir tanesi de
Jivenil hormon asit O-metiltransferaz (JHAMT) genidir. JH asit O-metiltransferaz
(JHAMT), metil farnesoat (MF) iiretmek i¢in S-adenozil-L-metiyoninden bir metil
grubunu farnesoik asitlerin karboksil grubuna aktarmaktadir (Niwa vd. 2008), MF
epoksidaz (MFE) tarafindan JH’ye doniistiirilmektedir (Bomtorin vd. 2014) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Jiivenil hormon asit metiltransferaz biyosentez yolag: (Picard vd. 2021)

Tiitiin boynuzlu kurdu (Manduca sexta) hemolenfinde JH varligiyla ger¢eklesen
periyodik ekdisteroid dalgalanmalari deri degisimine neden olmaktadir. Son evrede, JH
hemolenften kayboldugunda, beslenme agamasinin sonunda meydana gelen ekdisteroid
titresindeki dalgalanmalar, gezinme davranisi gibi erken metamorfik tepkileri
indiiklemektedir (Riddiford 1994). Beslenme periyodunun sonuna dogru, M. sexta’nin
CA’s1 JH salgilamay1 biraktigi ve bundan sonra sadece JH asidi (JHA) salgilamadigi
gozlemlenmistir (Bhaskaran vd. 1986; Janzen vd. 1991). Metamorfoz sirasinda CA’da
gbzlenen bu fizyolojik degisimin, dokudaki JHA metiltransferaz (JHAMT) aktivitesinin
kaybindan kaynaklandigi disiiniilmektedir (Sparagana vd. 1984). Son evrenin
baslangicinda CA’da JHAMT aktivitesinin benzer bir sekilde kaybolmasinin, ipek
boceginde (Bombyx mori) de meydana geldigi one siirtilmektedir (Niimi ve Sakurai
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1997). Shinoda ve Itoyama (2003)’nin metamorfoz sirasinda CA’da JH biyosentezindeki
fizyolojik degisikliklerin altinda yatan molekiiler olaylar1 ortaya ¢ikarmak igin ipek
boceginde (B. mori) mRNA diferansiyel gosterim analizi gergeklestirmislerdir. Elde
ettikleri sonuglarda, larval deri degisimi sirasinda spesifik olarak CA’da ifade edilen
ancak metamorfoz sirasinda ifade edilmeyen S-adenozil-L-metiyonin (SAM) bagimli
JHAMT’1 (BmJHAMT) kodlayan bir cDNA tespit etmislerdir. Ayrica, BmMJHAMT 1n
gelisimsel ekspresyon profili, genin transkripsiyonel olarak baskilanmasinin,
metamorfozdan dnce CA’da JH biyosentezinin sonlandirilmasi i¢in énemli oldugunu
ifade etmislerdir.

Li vd. (2013), bal arilarinda JHAMT geninin (AmJHAMT) klonlamasini ve
karakterizasyonunu gergeklestirdikleri ¢aligmada, kantitatif RT-PCR ve immiinoblotlama
analizleri sonucunda, ana ar1 larvalarinin kast gelisimi déonemlerinde is¢i larvalarina gore
onemli Ol¢lide daha yiiksek AmJHAMT mRNA ve protein seviyeleri igerdigini
bildirmislerdir. Aurori vd. (2021); A. mellifera’nin hem erkek hem de is¢i larvalarinda,
gozlerin mithiirlenmesinden sonraki ilk 30 saat boyunca alti zaman noktasinda JH ve
ekdizonun biyosentezinde yer alan genlerin diferansiyel ekspresyonlarini incelemislerdir.
JH sentezinde yer alan genler genel olarak asagi dogru regiilasyon gosterse de is¢ilere
gore erkek arilarda artan bir ifadeye sahip oldugu ortaya ¢ikmistir. MF’nin sadece JH’nin
bir Onciisii olarak degil, ayn1 zamanda bal aris1 feromonu ve Varroa’daki JH benzeri
hormonu olarak dikkat ¢ektigini bildirmislerdir. Bu ylizden MF’nin akarlar1 erkek ar1
gozlerine ¢ekmek icin olasi bir kairomon etkisi gosterebilecegini, ek olarak Varroa’nin
yumurtlamay1 baglatmasini uyararak petek goziiniin miihiirlenmesinden sonra
oogenezdeki potansiyel katilimina isaret edebilecegini bildirmislerdir.

JHAMT ortologlarinin biyolojik rolleri, farkli takimlardan birkag¢ bocek tizerinde
incelenmis olsa da JHAMT 1n hymenoptera’daki 6nemi hala net olarak bilinmemektedir.

2.7. Programlanabilir Gen Diizenleme Teknikleri

Insanoglu yillardir geleneksel 1slah teknikleriyle bitki ve hayvanlarmn
genomlarinda  manipiilasyonlar  gerceklestirmektedir.  Spesifik  6zellikler igin
gerceklestirilen yapay secilim, tatli misirdan tiiysiiz kedilere kadar cesitli bitki ve
hayvanlarla sonu¢lanmistir. Fakat, organizmalarin sahip oldugu o6zelliklerin, sonraki
nesillere aktarilmasi i¢in gergeklestirilen bu yapay secilim, dogal olarak olusan
varyasyonlarla sinirlt kalmaktadir (Phillips 2008).

1946 yilinda genetik materyalin farkli tiirler arasinda aktarilabilir oldugunun
kesfedilmesiyle modern genetik modifikasyonlarin ilk adimlar1 atilmaya baslanmistir
(Raman 2017). DNA ¢ift sarmalli yapisinin ortaya ¢ikarilmasimin ardindan, 1973'te
Cohen ve ekibi tarafindan, restriksiyon endoniikleazlar1 ve DNA ligaz “molekiiler makas
ve yapistirict” olarak kullanilarak farkli tiirler arasinda DNA'nin “kesilip yapistiriimasini™
iceren bir dizi ¢igir agan deney, diinyanin ilk genetigi degistirilmis organizmasinin
basarili bir sekilde tasarlanmasiyla sonuglanmistir (Cohen vd. 1973). Genetik
miihendisligi ve biyoteknolojideki gelismelerin tarima kazandirilmasiyla tarimda yeni bir
donem baglamistir. Bu sayede iklim degisikliginin zararli etkilerini azaltan, daha az
maliyet gerektiren ve siirdiiriilebilir ¢dziimler sunulmustur.

Arastirmacilar, organizmalarin DNA ve RNA'simi etkili bir sekilde manipiile
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etmenin yollarin1 uzun yillardir takip etmektedirler. Genetik tedirginlik, bilim
insanlarinin genlerin islevlerinin arastirilmasina veya mutasyonlar1 diizeltmesine olanak
tanisa da bolgeye 6zgii niikleik asit hedefleme her zaman teknik bir zorluk olarak kars1
karstya kalian bir durumdur (Knott ve Doudna 2018). Programlanabilir gen diizenleme
teknikleri, organizmanin genomunun kesin ve isabetli bir sekilde, yabanci DNA
kullanmadan modifiye edilmesini miimkiin kilan biyoteknolojik araglar saglamaktadir.
Cinko-parmak niikleazlar1 (ZFN'ler) ve transkripsiyon aktivatdr benzeri efektor
niikleazlar (TALEN'ler) ile genom diizenleme milenyum caginin baslangicindan beri
yaygin olarak kullanilmaktadir. Son zamanlarda daha spesifik ve kolay uygulanabilir
CRISPR teknolojisinin de gelistirilmesiyle, programlanabilir gen diizenleme
tekniklerinin tarimsal alanda kullanimi ilgi odagi haline gelmistir (Zhang vd. 2018).
Ozellikle ¢iftlik hayvanlarinda karsilasilan sorunlara ekonomik ¢dziimler getirilerek,
iyilestirilmis  Ozelliklere  sahip  hayvanlarin  iretilmesinde  basarili  sekilde
uygulanmaktadir.

Tamamlanan bu tez projesinde CRISPR teknolojisi kullanilmistir. Ancak,
programlanabilir gen diizenleme yontemlerinin 06zellikle hayvancilik alaninda
kullaniminin daha iyi anlasilmasi i¢in kronolojik sirayla asagida 6zetlenmistir.

2.7.1. ZFN (Cinko Parmak Niikleaz)

Cinko parmak niikleaz (ZFN) teknolojisi, belirli hedef bolgelerde cift zincirli
DNA kirilmalarint  miimkiin ~ kilarak  organizmalarda gen diizenlemesinin
gerceklestirilmesi i¢in ¢ok yonlii bir ara¢ olarak ortaya ¢ikmistir. Bu sentetik proteinler,
dogal tip IIS restriksiyon enzimi FoklI'in fiziksel olarak ayrilabilir baglanma ve parcalama
aktivitelerine sahip oldugu gozleminden sonra ortaya ¢ikmustir (Li vd. 1992). Boliinme
alaninin belirgin bir dizi 6zgiilliigii yoktur ve dogal olanin yerine alternatif tanima alanlar1
kullanarak kiriklarin yonlendirilebilecegi gosterilmistir (Kim ve Chandrasegaran 1994;
Kim vd. 1996, 1998).

ZFN ile gerceklestirilen ¢ift sarmal kiriklart hem hedeflenen mutajeneze hem de
hedeflenen gen degisimine yol acan hiicresel DNA onarim siireglerine tabidir (Carroll
2011). Homolog olmayan ug birlestirme (NHEJ) DNA onarim yoluyla bir hiicrede
DSB'lerin kusurlu onarimu, kiigiik eklemeler ve silmelere (indeller) neden olabilmektedir
(Kim 1996). Gen dizisinde indellerin olusturulmasi, ¢ergeve kaymasina ve ardindan bir
genin susturulmasina neden olabilmektedir. Bu siire¢, bir gen knockout (KO) olusturmak
i¢cin ZFN'lerin kullanimini agiklarken, transgenlerin entegrasyonu, ZFN kesim bolgesinde
homolojiye yonelik onarim (HDR) yoluyla da gerceklestirilebilmektedir (Urnov 2005).
Cinko parmak niikleaz yapisi ve DNA kiriginin olusturulmasi Sekil 2.6’da verilmistir.
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Sekil 2.6. Cinko parmak niikleaz yapisi. a) Cinko parmak niikleaz (ZFN) alt biriminin
yapist. Bir ZFN alt birimi, ardisik bir dizide diizenlenmis ii¢ ila alt1 ¢inko parmagi (burada
lic parmakli bir dizi gorilmektedir) ve Fokl endoniikleazin katalitik alanini
kapsamaktadir. Kisa bir baglayici, iki alani birbirine baglamaktadir. b) ZFN hedef
bolgesi. Hedef bolge, kisa bir DNA aralayicist ile ayrilan iki hedef yarim bolgeden
olusmaktadir. ¢) Iki ZFN alt biriminin dimerizasyonundan sonra, niikleaz aktive
edilmekte ve DNA'y1 ayirict sekans iginde keserek 5'liik bir ¢ikint1 birakmaktadir. d) ZFN
hedef dis1 aktivitesi. DNA baglanmasinin yetersiz 6zgiilligii, ZFN'nin istenmeyen DNA
bolgelerine baglanmasina ve bu bolgelerde kesim yapmasina izin vermektedir (Rahman
vd. 2011)

ZFN'ler cesitli ¢iftlik hayvanlarinda ve gesitli hiicre tiplerinde etkili bir sekilde
uygulanmistir. Yu vd. (2011), sigirlarda beta-lactoglobulin (BLG) lokusunda gen
bozulmasini indiiklemek i¢in ¢inko parmak niikleazlarini kullanmiglardir. ZFN'ler, sigir
fetus fibroblast hiicrelerinde mutantlar1 indiiklemistir. Analiz edilen 100 mutantin
cogunun, kisa parca delesyonlar1 veya insersiyonlari igerdigi bildirilmistir. Bu hiicreler
somatik hiicre klonlamasi i¢in niikleer donor olarak kullanilmistir. Toplamda 8 adet klon
hayvan dogmustur ve dizi analizi, klonlanmis sigirlarin BLG lokusunda bi-allelik bir
mutasyon oldugunu gdstermistir. Bagka bir aragtirmada beta-laktoglobulin (BLG) geni,
Song vd. (2015) tarafindan kegilerde ¢alisilmistir. Kegi beta-laktoglobulin (BLG) genini
hedef alan ZFN fiizyon proteinlerinin klonlanmasi, ekspresyonu ve saflagtirilmasi
arastirilmis ve bu ZFN proteinlerinin sirasiyla in vitro ve hiicrelerde parcalanma
aktiviteleri tespit edilmistir. Saflastirilmis ZFN proteininin hem in vitro hem de fibroblast
hiicrelerinde var olan BLG genini ve boliinme aktivitesini devre dig1 birakmak i¢in bir
gen modifikasyon araci olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Fan vd. (2011) Yabanci genlerin tavuk ovalbiimin geninin 3'- transle edilmemis
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bolgesine yonelik entegrasyonunu kolaylastirmak i¢in ZFN ekspresyon vektorleri
olusturmus ve bu ZFN yapilarinin islevselligini test etmislerdir. Farkli tek zincirli yar1
dimerik ZFN'nin iki FokI alan1 arasindaki esnek baglayicinin farkli uzunluklarina ihtiyag
duydugunu ve tek zincirli yar1 dimerik ZFN'nin birlesiminin daha yiiksek bir basar1 sansi
anlamina gelebilecegini bildirmislerdir.

Cinko-parmak niikleaz destekli gen hedeflemesi ile meme bezinde antiviral
proteinler lizostafini (Liu vd. 2013) ve insan lizozimi (Liu vd. 2014) {ireten inekler
gelistirmeyi basarilmistir. Bu transgenik inekler tarafindan iiretilen siit in vitro antiviral
aktivite gostermistir.

Ancak yaklasim bazi1 dezavantajlara  sahiptir. ZFN'nin en  biiyik
dezavantajlarindan birisi, hedefe yonelik 6zgiilliiktiir. Bu durum, bir¢cok hedef dis1 kesime
sebep olarak genomun parcalanmasina ve kararsizlifa neden olabilmektedir. Spesifik
olmayan kesim aktivitelerinden 6tiirii hiicrelerde toksisiteler de meydana gelebilmektedir
(Khalil 2020). ZFN teknolojisinde niikleotid dizilerine spesifik bir baglanma
gerceklestirmek i¢in ¢inko parmak alanlarini dizayn etmek olduk¢a zordur (Ramirez vd.
2008). Ayrica bu teknolojiyle hedeflenebilecek bolgeler de oldukca sinirlhidir (Gupta ve
Musunuru 2014).

2.7.2. TALEN (Transkripsiyon Aktivator Benzeri Efektor Niikleaz)

TALEN'ler, ZFN'lere benzerdir ve spesifiklestirilebilir bir DNA baglanma alani
yerlestirilmis spesifik olmayan bir Fokl niikleaz domaini i¢ermektedir. Bu DNA
baglanma alani, konukgu hiicrelerde genlerin transkripsiyonunu manipiile etmek igin
Xanthomonas bakterilerinin {irettigi proteinler olan transkripsiyon aktivatorii benzeri
efektorlerden (TALE’ler) elde edilen korunmus tekrarlardan olugmaktadir (Boch ve
Bonas 2010). Hedefleme 6zgiilliikleri, 33-35 amino asit tekrarindan olusan bir merkezi
tandem domaini olan ve ardindan 20 amino asitlik tek bir kesik tekrar tarafindan
belirlenmektedir (Cermak vd. 2011). TALEN’in kullanilmaya baslanmasiyla genom
diizenleme; etkinlik, hassasiyet ve tasarim olanaklar1 agisindan oldukga iyilestirilmistir
(Gupta ve Musunuru 2014). TALEN genom diizenleme tekniginin detayli yapisi ve
caligsma prensibi Sekil 2.7°de verilmistir.
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Sekil 2.7. Sol ve sag TALEN kollari, DNA baglanma alanin1 i¢eren tekrar degisken di-
kalintt (RVD) tarafindan spesifik bir genomik DNA dizisine yonlendirilmektedir.
Ozgiilliik, RVD'ler ve niikleotidler arasindaki bire bir etkilesimlerin yani1 sira TAL
proteininin N-terminali tarafindan tanman bir 5'T ile elde edilmektedir. TALEN
kollarinin uzunlugu ve ara bolge TALEN aktivitesine katkida bulunmaktadir; burada
etkili oldugu gosterilen 15-15-15 (sol kol-ara bolge-sag kol) tasarimi gosterilmektedir. 25
C-terminal alani, FokI zorunlu heterodimer (veya homodimer) endoniikleaz1 dimerize
etmeye yaklagtirmaktadir. Ortaya ¢ikan ¢ift sarmalli kirilma (DSB), ya hataya meyilli
homolog olmayan ug birlestirme (NHEJ) ya da homolog rekombinasyon (HR) ya da bir
ekzojen DNA dondrii tarafindan kolaylastirilan homoloji yonelimli onarim (HDR) ile
programlanmis gen onarimi ile onarilmaktadir. NHEJ tarafindan yapilan onarim, kesim
bolgesinde dngoriilemeyen insersiyonlara / delesyonlara (indel) neden olmakta ve bu da
protein fonksiyon kaybina yol agabilmektedir. HR ile onarim, bir endojen proteinin GFP
tarafindan floresan etiketlenmesi gibi genomdaki biiyiik degisiklikleri yonlendirmek igin
kullanilabilen uzun, ¢ift sarmalli DNA donérleri gerektirmektedir. Tersine, kisa, tek
sarmalli oligoniikleotidler kullanan HDR, tek bir niikleotid polimorfizmi (SNP) gibi
kiiglik degisiklikler yapmak i¢in kullanilabilmektedir. NLS, niikleer lokalizasyon dizisini
gostermektedir (Campbell vd. 2013)

TALEN’ler birgok tiirde basarili sekilde uygulanmistir. Park vd. (2014), TALEN
aracili gen hedefleme yoluyla spesifik knockout tavuklar iiretmislerdir. Bu ¢aligmada,
tavuk primordial germ hiicrelerinde ovalbumin (OV) geninde hedefli knockout
gerceklestirmislerdir ve test-cross analizi yoluyla OV mutant yavrulari olusturulmustur.
TALEN'ler, delesyon mutasyonlar: ile ORF kaymalarini basariyla indiikleyerek tavuk
OV gen fonksiyonunun kaybina neden olmustur. Sonug olarak, tavuk primer germ hiicre
hattinda kullanilan TALEN tekniginin, pratik uygulamalar icin giivenli bir sekilde
genomu diizenlenmis tavuklar1 olusturmak ic¢in gii¢clii bir strateji oldugunu
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gostermislerdir.

Sigircilikta en 6nemli konulardan birisi boynuzsuzlagtirmadir. Normal sartlarda
fiziksel olarak gergeklestirilen bu islem, sadece maliyet agisindan degil hayvanlara aci
vermesi nedeniyle sorun yaratmaktadir. Carlson vd. (2016), TALEN kullanarak iki erkek
bogada PC POLLED Celtic (PC) alelini transfer ederek hedef dis1 bir mutasyon olmadan
iki boganin da boynuz gelisimi olmadan erigkinlige ulastigini bildirmislerdir.

Kegi siitlinde bulanan alerjen bir protein olan (-Laktoglobulin (BLG) Cui vd.
(2015) tarafindan TALEN ile indiiklenen homolog rekombinasyon (HR) yoluyla
knockout edilmistir. Yu vd. (2016), kas biiyiimesinin negatif bir diizenleyicisi olan
Myostatin (MSTN) genini taniyabilen ve kesebilen bir ¢ift TALEN (MTAL-2)
tasarlamigladir. Mutant somatik hiicrelerin gelisimsel bozulma olmaksizin MSTN bdlgesi
mutasyona ugramis kegileri tiretmek i¢in kullanilabilecegini ifade etmislerdir. TALEN
mRNA'nin zigotlara dogrudan enjeksiyonu ile gen diizenlenmis sigir ve koyunlarin
tiretilebilecegi Proudfoot vd. (2015) tarafindan bildirilmistir. Her iki tiirde de miyostatin
(MSTN) genini hedeflemislerdir. Bu yontemle istenen alellerin, hedef gen knockout veya
introgresyon ig¢in somatik hiicre niikleer transferine bir alternatif olusturmuslardir.
TALEN’in basartyla uygulandig: farkli bir tiir olarak da ipek bocegi Bombyx mori’dir.
Ma vd. (2012), ipek boceginde TALEN kullanarak basarili hedefli mutajenez
uygulanabilecegini bildirmislerdir. iki ¢ift TALEN'in eszamanh ifadesiyle seffaf cilt
fenotipinden sorumlu olan BmBlos2'nin 2. ve 3. eksonunu hedefleyerek kalitsal
delesyonlar tiretmislerdir.

TALEN ile ilgili ¢iftlik hayvanlari kullanilarak insan sagligini iyilestirmede fayda
saglayacak potansiyel ¢aligmalar da mevcuttur. Moghaddassi vd. (2014), rekombinant
insan serum albiiminine (rHSA) kaynak olacak genetigi degistirilmis sigir yaratmaya
yonelik ilk adim olan, sigir albiimin (bA) lokusunun TALEN ile indiiklenmis homolojiye
yonelik onarim (HDR) ile modifikasyonunu bildirmislerdir. Calismada primer sigir
fibroblastlarinda bA lokusuna 11,5 kb'lik bir parga yerlestirmek icin TALEN ile uyarilan
HDR'nin basarili kullanimini, ortalama %11 hedefleme verimliligi bildirmislerdir.
Ayrica, bu hedeflenen hiicrelerin somatik hiicre niikleer transferinde (SCNT) niikleer
dondrler olarak kullanilabilecegini, gelisimi blastosist agsamasina yonlendirebildigini ve
transgenik sigir embriyolari iiretilebildigini gostermislerdir.

TALEN'in ZFN'ye gore avantajlarindan bir tanesi ii¢lii bazlarin taninmasi yerine
her DNA baglanma alaninin yalnizca bir niikleotidi tanimasidir. TALEN'lerin dizayni
ZFN’lere gore daha kolaydir ve DNA baglanma alanlarinin hedef DNA arasindaki
etkilesimi daha hizhidir. Fakat ZFN ile karsilagtirlldiginda boyutlarinin biiyiik olmasi
transfeksiyon agsamasinda biiyiik sorunlar yaratmaktadir (Khalil 2020). Bununla birlikte,
ZFN'ler ve TALEN'ler yiiksek maliyet gerektirmektedir ve hedefleme yetenekleri protein
manipiilasyonlarina dayandig i¢in farkli bolgeler hedeflemek oldukga giictiir (Choudhary
vd. 2017). Bu sebepler 6zellikle biiyiik 6l¢ekli ¢alismalarda kullanimlarini sinirlamistir.

2.7.3. CRISPR (Diizenli Araliklarla Boliinmiis Palindromik Tekrar Kiimeleri)

CRISPR-Cas teknolojisini kullanan genom miihendisligi kisa siirede biiyiik
ilerleme kaydetmistir. 1980'lerin sonlarinda, Escherichia coli'den alinan DNA'da diizenli
araliklarla kiimelenmis kisa palindromik tekrarlar (CRISPR) tespit edilmistir. 1990'larin

20



KAYNAK TARAMASI B.i. YILDIZ

basinda CRISPR ile iliskili sistemlerin (CAS) prokaryotlarda yaygin oldugu goriilmiistiir.
Yaklasik yirmi yildir, esas olarak bakteriyel antiviral savunmadaki rolleri tizerinde
calisilmigtir. Bes yi1ldan biraz daha uzun bir siire dnce, sistem DNA dizilerini par¢alamak
ve yeniden yazmak i¢in son derece uyarlanabilir, hedeflenebilir bir arag olarak basariyla
tasarlanarak Science dergisi tarafindan 2015 yilinda yilin bulusu olarak segilmistir
(Surridge 2018). Bu teknolojiyle diger gen diizenleme tekniklerindeki bir¢ok sinirlama
geride kalmigtir. ZFN ve TALEN’de, biiyiik Ol¢iide her yeni hedef bolge icin yeni
proteinler tasarlama gerekliliginden dolayi, CRISPR’a gore pahali ve daha az cok
yonlidiir (Doudna ve Charpentier 2014).

CRISPR, Cas niikleaz ve 6zellestirilebilir tek rehberli RNA'dan (sgRNA) olusan
RNA aracil1 bir DNA endoniikleaz sistemidir. sgRNA, bir protospacer bitisik motifinden
(PAM) hemen 6nce bir hedef diziye tamamlayic1 bir 18-20 niikleotid dizisini igerecek
sekilde programlanabilmektedir (Tian vd. 2017). sgRNA rehberliginde yonlendirilen
Cas-sgRNA kompleksi, genom boyunca hedefi arayip ve PAM bolgesinin yaklasik 3 bg
yukarisinda kiit uclu ¢ift iplikli kirilma olusturmaktadir (Jinek vd. 2012). Olusturulan
kirik DNA onarim yolunu uyarmaktadir. Gergeklesen DNA onarimi, homolog olmayan
uc birlestirme veya homolog rekombinasyona dayali onarim (Symington ve Gautier
2011), hedef genin knockout edilmesi veya istenen mutasyonun eklenmesi ile
sonuglanmaktadir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. CRISPR sisteminin ¢alisma mekanizmasi (Razzaq ve Masood 2018)

Cas proteininin yapi ve islevlerine gére CRISPR sistemleri sinif I, sinif 11 olarak
iki sinifa ayrilmaktadir ve bunlar da tip I-VI olmak {izere alt1 tipe ayrilmaktadir
(Makarova vd. 2015). Smuf I, tip I, III ve IV'i; simf 1T ise tip II, V ve VI’y1 igermektedir
(Mohanraju vd. 2016). Tip I, II ve V sistemleri DNA’y1, tip VI RNA'y1 ve tip III hem
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DNA hem de RNA'y1 hedeflemektedir. Tip IV sistemin etkisi ise heniiz bilinmemektedir.
Ozellikle, tip II (Cas9) sistemleri, gen diizenlemede en yaygin kullanilan sistemdir (Wang
vd. 2019).

Programlanabilir endoniikleaz aktivitesi icin en ¢ok c¢alisilan protein Cas9’dur.
Cas9, PAM sunan oligoniikleotid (PAMmer) dizisi ile tek sarmalli DNA'y1 (ssDNA) veya
tek sarmalli RNA'y1 (ssRNA) hedefleyecek sekilde de programlanabilmektedir.
PAMmer, tipik olarak hedef iplik¢ik ile birlesmek i¢in ve Cas9'u aktive etmek icin bir
psddo-PAM bolgesi olusturmak iizere tasarlanmaktadir (Feng 2021). Ayrica, Cas9'un
birgcok varyanti, bir PAM dizisine ihtiya¢ duymadan da dogal olarak RNA'y1
hedeflemektedir (Sampson vd. 2013; Dugar vd. 2018; Rousseau vd. 2018; Strutt vd.
2018).

Cas9 protein domainlerinde manipiilasyonlar meydana getirerek hedefleme
spesifitesinin artirilmasi da miimkiindiir. sgRNA'y1 tamamlayici olmayan DNA sarmalini
hedefleyen bir RuvC niikleaz alanina ve tamamlayici sarmali hedefleyen bir HNH
niikleaz alanina sahiptir ve iki alandan birindeki mutasyonlar Cas9'u bir DNA nikazina
donitistiirmektedir (Ren vd. 2014). Cas9'un mutant versiyonu olan Cas9 nikaz (Cas9n),
DNA'da tek sarmal ¢entikler olusturmaktadir. Hedeflenen bir bolgede kisa bir mesafede
iki tek iplik¢ik kirilmasi olusturarak etkili bir sekilde DSB'ler olusturan eslestirilmis
nikazlar, hedef dis1 aktiviteyi azaltmak i¢in gelistirilmistir (Gopalappa vd. 2018).

CRISPR-Cas9 tabanli genom dilizenleme aracinin gelistirilmesiyle ¢iftlik
hayvanlarimin genomlar1 olduk¢a basit ve yiiksek verimlilikle degistirilebilmektedir
(Urnov vd. 2010; Joung ve Sander, 2013; Laible vd. 2015; Lillico vd. 2016; Georges vd.
2019). Livd. (2019), T4 genini ke¢i CCR5 lokusuna yerlestirerek yiiksek verimli kagsmir
kegileri elde etmeye ¢alismislardir. CRISPR-Cas9 teknolojisini kullanarak herhangi bir
tarama ve floresan isaretleyici olmadan TB4 knockout kegiyi basariyla elde etmislerdir.
Incelik ve kalite farklilig olmaksizin %74,5 kasmir veriminde artis elde etmislerdir. Elde
edilen canlilarin biliylime ve gelismeleri izlenerek, CCR5 komsu genlerinin mRNA
ekspresyon seviyeleri takip edilmistir ve gen diizenlenmis keginin giivenli oldugunu
bildirilmistir. Crispo vd. (2015); kas farklilasmasi ve biiylimesinin negatif bir
diizenleyicisi olan Myostatin (MSTN) genini, koyunlarda CRISPR-Cas9 sistemi ile kas
gelisimini tegvik etmek amaciyla hedeflemislerdir. Koyun MSTN'sine spesifik CRISPR-
Cas9 mRNA'lar1 olusturup kiigiikbas hayvan  zigotlarinin  sitoplazmasina
mikroenjeksiyonla iletmislerdir. T7EI ve Sanger dizilimi ile analiz edilen yenidogan 22
kuzudan on tanesi MSTN knockout oldugu bildirilmistir. Bunlardan sekiz tanesi, her iki
alelde mutasyonlar gostermistir. Homozigot knockout mutantlarin yabani tiplere gore
daha agir oldugu da goriilmiistiir.

Sigir gibi uzun gebelik dongiisiine sahip ¢iftlik hayvanlarinda da teknik basarili
sekilde uygulanabilmektedir. Ikeda vd. (2017), Japon siyah sigirlarinda tek niikleotid
degisimi (SNP) ile meydana gelen resesif bir hastalik olan izoldsil-tRNA sentetaz (IARS)
sendromuna CRISPR-Cas9 kullanarak mutasyon bdlgesinin yakininda ¢ift iplikli bir
kirilma olusturarak mutasyonu onarmay1 basarmislardir. Heo vd. (2015), tiretmesi zor
olan sigir pluripotent kok hiicreleri ve CRISPR-Cas9 kullanilarak sigir genomunda
yiiksek verimli gen hedeflemesi gerceklestirdiklerini bildirmislerdir.

CRISPR sistemleri konukcu-patojen etkilesimlerini ortaya koyarak hayvan
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1slahinda yeni imkanlar saglamaktadir. Hellmich vd. (2020), tavuklarda miyeloid 16koz
ve diger tiimorlere neden olan Avian Leukosis Virus (ALV)’e karsi, chicken Na+/H+
exchanger type 1 (chNHE1) reseptor geninde delesyon olusturarak direngli tavuk hatti
olusturmuslardir.

CRISPR teknolojisi bocek tiirlerinde de basariyla uygulanmaktadir. Bi vd. (2019),
B. mori‘'deki Ovo geninin islevini incelemek i¢in transgenik tabanli CRISPR-Cas9 genom
diizenleme sistemini  kullanmuglardir. Elde edilen BmOvo mutantlarinin
yumurtaliklarinda anormal sekilli yumurtalara rastlanmistir ve anormal gonad gelisimine
neden olmustur. Ayrica bu genin kanat gelisimini de negatif etkiledigini bildirmislerdir.
Dong vd. (2020), AsCasl2a, FnCasl2a ve LbCasl2amin B. mori'deki
niikleopolihedroviriis (BmNPV) genomlarin diizenleme yetenegini arastirmislardir. Ug
Casl2a ile, B. mori BmMNPV genomunu verimli bir sekilde diizenlenmislerdir ve BmN-
SWUI hiicrelerinde BmNPV replikasyonunu inhibe etmislerdir. Gui vd. (2020), patates
ve diger Solanaceae familyasina ait bitkiler i¢in 6nemli bir zararli olan, Colorado patates
bocegi olarak bilinen Leptinotarsa decemlineata’da, kanat gelisiminden sorumlu oldugu
bilinen vest geni CRISPR-Cas9 ile hedeflenerek bir knockout ¢alismasi
gerceklestirilmistir. Calisma sonucunda kanatsiz mutant fenotipler basariyla elde
edilmistir.

Bagarili bir genom miihendisligi i¢in en Onemli asama, CRISPR-Cas9
bilesenlerinin hiicre ¢ekirdegine etkin bir sekilde iletilmesidir. CRISPR-Cas9 bilesenleri,
plazmid DNA (pDNA), haberci RNA (mRNA) veya riboniikleoprotein (RNP, sgRNA ile
Cas9 proteini kompleksi) formlarinda hiicrelere iletilebilmektedir (Wang vd. 2017).
Bununla birlikte, DNA ve RNA tabanli yontemlerin bazi dezavantajlar1 bulunmaktadir.

DNA plazmidi bir hiicreye transfekte edildikten sonra, Cas9 mRNA ve gRNA'nin
transkripsiyonu i¢in ¢ekirdege girmesi gerekmektedir. Cas9 proteini islenmis mRNA'dan
transle edilmekte ve son olarak Cas9/gRNA kompleksi, niikleer translokasyondan sonra
kromozomal DNA'y1 kesmektedir. Ancak bu siireg, olgun Cas9/gRNA riboniikleoprotein
ekspresyonu ve uygun lokalizasyon i¢in gereken bir¢ok adimdan dolay1 verimsiz
olmaktadir. Ayrica, hedef gen diizenlemesi bittikten sonra bile CRISPR sisteminin siirekli
olarak ifade edilmesi nedeniyle hedef dis1 mutasyon riski mevcut olmaktadir (Sioson vd.
2021). Diger bir husus da Cas9 ve sgRNA'y1 kodlayan plazmitlerin tranfeksiyonunun,
konuk¢u genomunda istenmeyen entegrasyonlara yol acabilmesidir. Rastgele
entegrasyonlar, kritik genomik bolgelerde insersiyonel mutajenezler meydana
getirebilmekte, bu da gen yapisinin bozulmasina veya onkogenezise sebep olmaktadir
(Bloomer vd. 2022).

MRNA iletimi, DNA transkripsiyonuna gerek olmadig: i¢in plazmid iletimi ile
karsilastirildiginda faydali bir yontem olabilmektedir. CRISPR bilesenlerinin niikleer zar1
gecmesine gerek olmadigi icin bu islem de avantajlidir; ribozomlarin iletilen mRNA'y1
ifade etmesi icin yalnizca sitoplazmaya dogrudan iletim yeterli olmaktadir. Bununla
birlikte, mRNA'nin fizyolojik ortamda RNaz’lara kararsiz dogasi nedeniyle giivenli
iletim ve mRNA'nin hizli bir sekilde translasyonu esastir. Aslinda, mRNA'nin stabilitesi,
gen diizenleme verimliligini tehlikeye atmaktadir (Sioson vd. 2021).

CRISPR-Cas bilesenleri 6nceden olusturulmus Cas9-sgRNA RNP kompleksleri
en basit ve en etkili sekilde iletilebilmektedir. Bu sekilde pPDNA veya mRNA iletimi ile
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iligkili engellerin asilabilecegi bir teknik sunmaktadir (Kim vd. 2014). RNP kompleksi
tarafindan kesici enzimlerden korunan sgRNA ve hiicre i¢indeki hedef dis1 mutasyonlarin

sansint azaltan kompleks bir¢ok avantajindan dolay1 ¢ok sayida galismada tercih
edilmektedir (Shalaby vd. 2020).

2.8. Lipozom Temelli RNP Transfeksiyonu

Lipozom temelli transfeksiyon ya da lipofeksiyon, fosfolipid ¢ift tabakasindan
yapildig1 i¢in hiicre zariyla kolayca birlesebilen lipozomlar araciligiyla genetik materyali
hiicreye ileten bir tekniktir (Sekil 2.9). Lipozomun ve hiicrenin tipine baglh olarak,
lipozom endositozlanabilmekte veya genetik materyali hiicrelere birakmak igin hiicre
zartyla dogrudan birlesebilmektedir (Carter ve Shieh 2015).

Lipozomlar; ¢ok yonliiliikleri, yiiksek biyouyumluluklari, biyo-bozunabilir ve
yiikleri korumalari nedeniyle viral olmayan gen iletim yontemleri arasinda en ¢ok
calisilan ve en popiiler yontem haline gelmistir (Goodwin ve Huang 2014; Sioson vd.
2021). Ticari Kkitlerle birlikte, transfeksiyon reaksiyonlar1 30 dakika i¢inde
gerceklestirilebilmekte ve gen ekspresyonu saatler i¢inde test edilebilmektedir (Carter ve
Shieh 2015).

Lipofeksiyon tekniginin gelistirilmesinden bu yana (Felgner vd. 1987), primer
endotel hiicreleri (Young vd. 2002), salgi epitel hiicreleri (Lu vd. 1989), endometriyal
stromal hiicreler (Lascombe vd. 1996), primer astrosit kiilttiri (Yu vd. 1991; Bochelen
vd. 1992), oligodendrositler (Guo vd. 1996), Spermatogonial kok hiicreler (Nakami vd.
2022) ve sperm hiicresi (Harel-Markowitz vd. 2009; Arias vd. 2017; Konoval vd. 2019)
dahil olmak tizere ¢esitli hiicre tiplerinde kullanilmistir.

Sekil 2.9. lipozomlar araciligiyla genetik materyalin hiicreye iletilmesi. a) Cift tabaka
lipid yapili lipozom vezikiilii; b) lipozomlar genetik materyali kaplayarak hiicre zariyla
birlesmesi ve DNA'y1 dogrudan hiicrelere birakmasi; Lipozom ile gevrili genetik
materyalin hiicrelere endositoz ile alinmasi (Carter ve Shieh 2015)
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Son yillarda, katyonik lipidler, immiinoterapi ve asi1 ¢alismalarinda da oldukga
yaygin kullanilmaktadir. Giincel bir 6rnek olarak; COVID 19’a kars1 gelistirilen yeni
MRNA as1 teknolojileri de mRNA'y1 hiicrelere iletmek icin lipid nano pargaciklarini
kullanmaktadir (Verbeke vd. 2021).

Tamamlanan bu tez ¢alismasinda sperm hiicrelerine CRIPR-Cas9 kompleksinin
aktarilmasi igin lipozom temelli RNP transfeksiyonu kullanilmistir.

2.9. Programlanabilir Gen Diizenleme Teknikleri ve Etik

Aslinda binlerce yildir hayvanlarin ve bitkilerin genetik miihendisligi
yapilmaktadir (Kuzma 2016). Renk, verim, davramig gibi istedigimiz Ozellikler
dogrultusunda yapay segilimle organizmalarm genlerinin modifiye edilmesi M.O 30.000
yil kadar eski bir tarihte dgrenilmistir. Iri ve vahsi kurtlardan evcil ve itaatkar kdpekleri
elde etmeyle baslayan bu siireg, genetigi degistirilmis bir keciden antikoagiilan olan
ATryn iiretimi (Sekil 2.11) ve dahas1 25 Kasim 2018'de Cin’de Southern University of
Science and Technology'de dogent olan Jiankui He, diizenlenmis C-C kemokin reseptorii
tip 5 (CCR5) genlerine sahip iki bebegin Cin'de dogdugunu agiklamasi ile biiyiik
sansasyon uyandirarak devam etmektedir.

Genetik miihendisligi teknikleriyle {iretilen tiim tirlinler, detayl giivenlik ve risk
degerlendirmeleri yapilmasimin ardindan piyasaya siriilmektedir. Her ne kadar durum
boyle olsa da CRISPR teknolojisinin giicli ve teknik siirlamalar ile ilgili etik kaygilar
mevcuttur. Bu kaygilar, diizenleme verimliliginin sinirli hedefler {izerinde olmasi, eksik
diizenleme (mozaiklik) ve hatali hedef i¢i veya dis1 diizenleme ihtimallerinden dolay1
kaynaklanmaktadir. Ayrica genom istenilen sekilde diizenlenip istenilen fonksiyon
kazandirilsa bile, genotip ve fenotipler arasindaki karmasik iligkinin tam olarak
anlagilamayacag da diger bir husustur (Brokowski ve Adli 2019).

CRISPR-Cas9 genom miihendisligi ile ilgili 6nemli endiselerin basinda insanlar
ve ¢evre lzerinde bir tehdit olusturabileceginden hedef disi (off-target) mutasyonlar
gelmektedir. Zebra baligt ile karsilastirildiginda insanlarda meydana gelen hedef disi
mutasyon orani daha fazladir. Daha biiyiik genomlarda kesim i¢in daha fazla 6zdes bolge
bulunmasindan dolayr CRISPR istenmeyen kesimler yapabilmektedir (Shinwari 2018).
Hedef dis1 etkiler, genlerde fonksiyon kaybina, hayvanlarda kanser hiicrelerinin
olusumuna ve bitkilerde hastaliklara duyarlilik gibi istenmeyen fenotiplere neden olan
Oliimciil mutasyonlara sebep olabilmektedir (Guilinger vd. 2014).

Biiyiik 6l¢iide ZFN, TALEN ve CRISPR ile diizenlenen {irlinler, resmi olarak
"genetigi degistirilmis organizmalar" olmadiklar1 i¢in Birlesik Devletler Tarim Bakanligi
(USDA)’nin diizenleyici kapsamina dahil edilmemistir. Nedeni ise {iiretilen iirlinlerin
yabanc1t DNA i¢ermemis olmasidir (Schultz-Bergin 2018). Halk arasinda, genetik
mithendisligine yonelik itirazlarin en 6nemli nedenlerinden biri dogal olmadigimni ve
"Tanrt'y1 oynamak" anlamina geldigini diistinmelerinden kaynaklidir (Rollin 1996;
Streiffer 2003; Macnaghten 2004; Streiffer ve Hedemann 2005; Schuppli vd. 2015). Bu
diisiincenin temelinde ise bir tiirden baska bir tiire gen aktarilmasiyla ilahi olarak
belirlenmis biyolojik tiir sinirlarin1 asmay1 ahlaki olarak yanlis oldugunu kabul etmeleri
vardir (Robert ve Baylis 2003). Gen diizenleme teknolojileri, tiir sinirlarin1 asmadigi ve
ilgili diizenleyici kosullar1 genis 6l¢iide atlattig1 i¢in, etik ve politik tartigmada énemli bir
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ilerleme kaydedebilecektir (Schultz-Bergin 2018).

CRISPR, sonuca hizl1 ve basarili bir sekilde ulagsabilmesinden dolay1 diger genetik
modifikasyon yontemlerinin yerini kolayca alabilecek ozelliktedir. Ornegin CRISPR,
hayvanlarin kas kiitlesini artirmak, hastaliklara duyarlhiligi azaltmak, besin icerigini
artirmak ya da boynuzsuz sigirlar iiretmek i¢in kullanilabilmektedir (Sugarman 2015).
Biyoteknoloji sirketleri ve arastirma gruplarinin degerlendirmelerine gére bu tarz
diizenlemeler gilivenli ve uygulanabilir bulunmaktadir. Fakat su ana kadar, genetigi
degistirilmis hi¢bir hayvan insan tiiketimi i¢in onaylanmamistir. Insan tiiketimi icin
genetigi degistirilmis somon baliginin onay1 yillardir FDA (U.S. Food and Drug
Administration)'da beklemektedir. GDO'larin yanlis anlasilmasiin ve giivensizliginin
CRISPR'n bilimsel ilerlemesi ve gegerli kullanimlarini da engellemektedir. CRISPR
uygulamalar i¢in diizenlemeler ve arastirma etigi lizerinde diisiinmek ve dogru bir
sekilde yapmak, ¢aligmalar i¢in etik bir ¢cergeve olusturmaya fayda saglayacaktir (Caplan
vd. 2015).

2.10. Bal Arilarinda Yapilan Programlanabilir Gen Diizenleme Cahsmalari

Bal arilarinda CRISPR-Cas9 c¢alismasi ilk kez 2016 yilinda Takeo Kubo grubu
tarafindan gerceklestirilmistir. Kohno vd. (2016), in vivo gen fonksiyon analizi
gerceklestirmek icin bal arilarinda temel bir genom diizenleme teknigi olusturmuslardir.
Arastirmacilar protokoliin uygulanabilirligini test etmek i¢in, bal aris1 gelisimini etkileme
ihtimali diisiik olan bir gen hedeflemislerdir. Major royal jelly protein 1 (mrjpl) genini
CRISPR-Cas9 ile basart ile susturan (knockout) arastirmacilar en azindan pupa agamasina
kadar normal erkek ar1 gelisimi i¢in bu genin vazgegilmez oldugunu bildirmislerdir. Ayni
grup baska bir ¢alismada, erkek arilarda mKast genini (middle-type Kenyon cell-
preferential arrestin-related protein) CRISPR-Cas9 yaklasimiyla devre dist
birakmislardir. Elde ettikleri sonuglarda, mKast geninin erkek arilarda normal gelisim ve
cinsel olgunlagsma i¢in vazgegilmez oldugunu bildirmislerdir (Kohno ve Kubo 2018). Hu
vd. (2019), Mrjpl genini ve gelisim siireglerinde yer alan bir transkripsiyon faktorii olan
Pax6 genini hedefledikleri ¢aligmalarinda, CRISPR-Cas9 gen diizenleme verimliligini
%70'in lizerine ¢ikarmay1 bagsarmiglardir.

CRISPR ile indiiklenen ilk morfolojik mutant is¢i arilarin iiretildigi bir galismada
(Roth vd. 2019), boyut polifenizmini yonlendiren tek faktoriin beslenme olup olmadigini
ve cinsiyet belirleme yolagindan daha fazla genetik talimat gerekip gerekmedigini
CRISPR-Cas9 kullanarak arastirmiglardir. CRISPR-Cas9 yoluyla indiiklenen
mutantlarin, beslenmeye verdikleri yanitin, fem (feminizer) geni tarafindan etkinlestirilen
bir genetik programa dayandigini bildirmislerdir.

Sinakevitch vd. (2020) yatigi bir ¢alismada bal arilarinda bocek GABAA
reseptorii alt birimi Dieldrin'e direng (RDL) ve metabotropik glutamat reseptorii
mGlutR 1'e (mGluRA) kars1 gelistirilen antikorlarin 6zgiinliigiinti kontrol etmek amaciyla
CRISPR-Cas9 kullanmislardir. Bu amagla; RDL ve mGlutR1 genleri, CRISPR-Cas9'un
ocellar sistem yoluyla yetigskin bal arilarinin beynine enjekte edilmesiyle devre disi
birakilmigtir. Reseptorlerin dagilimi, enjeksiyondan 48 saat sonra bal arisi beyinlerinde
analiz edilmistir. Her ikisi i¢cin de mGlutR1 CRISPR-Cas9 veya RDL CRISPR-Cas9 alimi
basarili oldugunda, karsilik gelen antikor boyama seviyesinde 6nemli 6l¢iide azalma
goriilmustiir. Bu da yetiskin arilarda KO prosediiriiniin basarili oldugunu gostermistir.
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Yakin zamandaki CRISPR calismalarinin hedefleri duyusal reseptor genleri
olmustur. Degirmenci vd. (2020), CRISPR-Cas9 kullanarak bal arilarinda elde edilen
anlamsiz ~ (nonsense)  mutasyonlarla  Olgiilebilir  bir  davranis  degisikligi
gerceklestirmiglerdir. Bal arilarinin, temel karbonhidrat kaynagi olan nektarlarin ana
bilesenlerini Sakkaroz, glikoz ve frilkktoz olusturmaktadir. Bal arilar1 bu sekerleri
algilayabilen (AmGrl, AmGr2 ve AmGr3) ii¢ farkli reseptor eksprese etmektedir.
Arastirmacilar, is¢i yumurtalarinda CRISPR-Cas9 araciligiyla, AmGr3 geninde anlamsiz
mutasyonlar olusturdugunda, ortaya ¢ikan mutantlar, fruktoza karst yanit kaybi
gostermistir fakat siikkroza karsi tepkileri normal olmustur. Chen vd. (2021), orco (odorant
receptor (OR) co-receptor) mutasyonlarinin, sosyal davranis ve kimyasal iletisim i¢in
model organizma olan bal aris1 beyninin gelisimini etkileyip etkilemedigini
arastirmiglardir. CRISPR ile diizenlenmis mutant arilarin, yabani tip arilara kiyasla anten
lobunda 6nemli Olciide daha az glomeriil icermekte oldugunu ancak her glomeriil
hacminin ortalama olarak daha biiyiik oldugunu tespit etmislerdir. RNA-Dizileme (RNA-
Seq), orco geninin susturulmasinin ayni zamanda sinirsel gelisimle ilgili genler ve koku
reseptor genleri dahil olmak tizere antende yiizlerce genin farkli ifadesine neden oldugunu
ve boylece kokuya 6zgii bir kncokout gosterdigini ortaya ¢ikarmistir.

2021 yilinda ilk kez, gozle ayirt edilebilen homozigot mutant erkek arilar Nie vd.
(2021) tarafindan dretilmistir. Bu c¢alismada bal arilarinda Amyellow-y geninin
pigmentasyondaki fonksiyonel roliinii anlamak i¢in CRISPR-Cas9 teknolojisini
kullanarak bu gen tizerinde KO gergeklestirmislerdir. Diizenlenmis mozaik is¢i ve mutant
erkek arilarin kiitikiillerinde siyah pigmentin azaldigini bildirmislerdir.

Geng (2022), CRISPR-Cas9 ve gorsel kosullandirma deneylerinin bir
kombinasyonu yoluyla bal arisindaki opsin genlerinin islevlerini arastirmistir. CRISPR-
Cas9 araciligryla Amlopl ve Amlop2 yetiskin mutant arilar1 basartyla olusturmustur.
Mutant arilari, elektrik soku cezasina dayali olarak mavi 1s18a dogru fototaksiyi
engellemeyi Ogrendikleri bir sartlandirma protokolii kullanarak test etmistir. Amlop2
mutantlari, mavi 1518a fototaksiyi engellemeyi 6grenirken, Amlopl mutantlar1 bunu
basaramamustir.

Bal arilarinda; mrjpl, mKast, pax6, fem, Rdl, mGlutR1, Amgr3, orco, Amyellow-
y, Amlopl ve Amlop2 dahil bir¢ok gen, CRISPR-Cas9 teknolojisi kullanilarak
susturulmus (KO) ve bu teknolojinin gen fonksiyonlarinin incelenmesi igin uygun oldugu
gosterilmistir. Ancak, Varroa ile ilgili herhangi bir gende iliskili bir ¢aligmaya
rastlanilmamustir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu tez caligmasinda gergeklestirilen caligmalar sirasiyla asagida verilmistir.
Olgun erkek arilardan sagilan spermlere CRISPR-Cas9 uygulanarak JHAMT geni
susturulmus (KO) ve bu spermler kullanilarak suni tohumlama yoluyla geng ana arilar
dollenmistir. Ayni islemler tekrarlanarak iki generasyon kralice ar1 yetistirilmis ve
JHAMT geni susturulmus mutant arilar iiretilmistir. JHAMT geni susturulmus larvalar ve
yabani tip (wild-type) larvalar Varroa tercih testine tabi tutulmustur. Tercih sonuglari
istatistiksel olarak analiz edilerek JHAMT geni ile Varroa’nin larva tercihi arasindaki
iligki ortaya ¢ikartilmistir (Sekil 3.1).

/ GO / Gl @2
&@ Yabani Tip &U Heterozigot
Ana An Mutant Ana An = — =
Sperm + CRISPR-Cas9 Sperm + CRISPR-Cas9 Hetero/Homozigot Varroa Tercih Testi

Mutant Is¢i Larvalar

Sekil 3.1. Tez kapsaminda gergeklestirilmis olan ¢alismalarin grafiksel 6zeti

3.1. sgRNA ve Cas9 Proteininin Hazirlanmasi

Bu tez projesinde, Varroa’nin larva tercihinde rol oynadigi diisiiniilen Jiivenil
Hormon Asit O-metiltransferaz (JHAMT) geninin diizenlenmesi hedeflenmistir. NCBI
(Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi) veri tabanindan elde edilen JHAMT (Gene ID:
724216) i¢in gen sekansina dayanarak, bal aris1 genomunda 'hedef disi1' olmayan uygun
genom diizenleme hedef bolgeleri (N20NGG) aragtirtlmistir. Genin hangi bdlgesinin
hedefleneceginin belirlenmesinde, CRISPR-Cas9 ve TALEN igin gelistirilmis bir web
aract olan CHOPCHOP (https://chopchop.rc.fas.harvard.edu) ¢evrimici yazilimi
kullanilmistir. Yazilim; kodlama bolgeleri (coding regions), UTR'ler (Untranslated
Region: translate edilmeyen bolgeler), birlesme yerleri (splice site) ve bireysel ekzonlar
dahil olmak {iizere protein kodlayan ve kodlamayan genlerin alt bolgelerine esnek
hedefleme imkani saglamakta ve gorsel c¢iktilar olusturmaktadir. Hedef olarak 20
niikleotidlik 5> AGTTTGAGGACGAAATAACG 3’ bolge secilmistir. Hedef bolgenin
seciminde on-target ve off-target bolgeler yazilim araciligiyla degerlendirilmis ve
verimliligi (efficiency) en yiiksek olan bolge secilmistir (Sekil 3.2).

487610..11487651 Apis mellifera strain DH4 linkage group LG4, Amel_HAv3.1, whole genome shotgun sequence
[1)1.487,620 11,487,630 [11.487.640

» LOC724216
NM_001327967.1
NP _001314896.1

GAC G

Sekil 3.2. NCBI kayitlarindan yararlanilarak JHAMT geni ekzon 5 bolgesi tizerinde
bulunan 20 niikleotidlik hedef sekans (sar1 renkli alan PAM sekansini belirtmektedir) ve
kodladig1 amino asitler
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SgRNA’lar; T7 polimeraz baglanma bdlgesi, sgRNA hedef dizisi iceren ileri
(Cizelge 3.1) ve geri primer ile PCR (Thermo Scientific Arktik Thermal Cycler)
yaklagimiyla Guide-it sgRNA in vitro Transcription Kit (Takarabio, Japonya)
kullanilarak tdretilmistir (Sekil 3.3). Guide-it Scaffold sablonu ile geri primer kit
bilesenlerinden saglanmistir. Uretilen sgRNA’lar jel elektroforez (Thermo Scientific EC
300 XL) ve BioDrop spektrofotometre (BioDrop uLITE) ile degerlendirilmistir. Cas9
proteini (Guide-it Recombinant Cas9) ticari olarak (Takarabio, Japonya) satin alinmistir.

Cizelge 3.1. sgRNA template iretimi i¢in kullanilan Takarabio’nun (Japonya)
yonergelerine gore dizayn edilen ileri primer

Tleri primer* CCTCTAATACGACTCACTATA  AGTTTGAGGACGAAATAACG | | [ AACACCTATED

* Kirmizi renkli bolge: ekstra sekans, Mor renkli bolge: T7 polimeraz baglanma bolgesi, Mavi renkli bolge:
transkripsiyon baslangic bolgesi, Siyah renkli bolge: sgRNA hedef sekansi (NGG igermeyen), Yesil renkli bolge:
Scaffold template baglanma sekansi.

ST TS

Sekil 3.3. Guide-it sgRNA in vitro Transcription Kit (Takarabio, Japonya) ile
sgRNA’larin iretilmesi i¢in gerceklestirilen laboratuvar ¢aligmalarindan goriintiiler

3.1.1. sgRNA’nin PCR ile in vitro transkripsiyonu
. sgRNA sablonunun amplifikasyonu i¢in kullanilan PCR bilesenleri (Cizelge 3.2.)

200 pl'lik bir PCR tiiplinde birlestirilmis ve iyice karigmasi i¢in kisa siire vorteks
yapildiktan sonra santrifiij edilmistir.
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Cizelge 3.2. sgRNA amplifikasyonunda kullanilan PCR bilesenleri

Reaktifler Miktar (ul)

PrimeSTAR Max Premix (2X) 125
Guide-it Scaffold Sablonu 1
Ileri Primer (10 uM) 0.5
RNaz Igcermeyen Su 11
Toplam 25

o Reaksiyonlar, 6nceden 1sitilmig PCR cihazina koyularak asagida Cizelge 3.3’te
verilen program c¢aligtirilmistir.

Cizelge 3.3. sgRNA sablonu amplifikasyonu i¢in gereken PCR programi

98°C 10 saniye A
68°C 10 saniye 33 dongii
4°C 0

o Elde edilen 5 pl PCR iriinii 50 b¢ DNA ladder ile %2 agaroz jelde yiiriitiilerek
yaklagik ~130 bg biiytikliigiinde tek bir bant olarak sgRNA sablonlar1 goriilmiistiir (Sekil
3.4).

sgRNA
kalib1

Sekil 3.4. sgRNA ileri primeri kullanilarak elde edilen sgRNA sablonunun jel goriintiisii

o sgRNA sablonlari, saflagtirlmadan dogrudan in vitro transkripsiyon (IVT)
reaksiyonu i¢in sablon olarak kullanilmistir. Asagida Cizelge 3.4’te verilen bilesenler 200
ul'lik bir PCR tiipiinde birlestirilmistir. Reaktiflerin iyice karismasi i¢in kisa siire vorteks
yapildiktan sonra santrifiij edilmistir.
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Cizelge 3.4. sgRNA IVT icin kullanilan PCR reaksiyonu bilesenleri

Reaktifler Miktar (ul)
SgRNA PCR Sablonu

Guide-it in vitro Transkripsiyon Tamponu

Guide-it T7 Polimeraz Karigimi

RNaz icermeyen Su

Toplam 2

QoW (|01

o Reaksiyonlar onceden 1sitilmig PCR cihazina koyularak asagida Cizelge 3.5°te
verilen program c¢aligtirilmistir.

Cizelge 3.5. sgRNA IVT i¢in gereken PCR programi

37°C 4 saat
4°C 0

o 4 saatlik inkiibasyonun ardindan 20 pl IVT reaksiyonuna 2 pl Rekombinant
DNaz-l (RNaz igermeyen) eklenmistir. Reaktiflerin iyice karismasi igin kisa siire
vortekslenip ardindan santrifiij edilmistir.

o Reaksiyonlar nceden 1sitilmis PCR cihazina koyularak asagida Cizelge 3.6’da
verilen program calistirilmigtir. Ardindan PCR f{irlinleri, Guide-it IVT RNA Clean-up
kullanilarak saflastirilmistir.

Cizelge 3.6. sgRNA inkiibasyonu i¢in gereken PCR programi

37°C 15 dakika
4°C 00

3.1.2. Transkribe edilen sgRNA’larin saflastirilmasi

sgRNA saflastirilmadan 6nce, 24 ml %96-100 etanol eklenerek IVT yikama
tamponu hazirlanmis ve asagidaki adimlar sirasiyla yerine getirilmistir:

o Toplam hacim 100 pl olacak sekilde reaksiyon karisimina 78 pl RNaz icermeyen
su eklenmistir. 100 pl'nin tamami 1,5 ml'lik bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilmustir.

. 30 ul IVT Baglanma Tamponu eklenerek, 5 saniye vortekslenmistir.

o 130 pl izopropanol eklenmis ve 5 saniye vortekslenmistir.
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o Toplama Tiipiine, IVT RNA Clean-up Spin Kolonu yerlestirilmis ve 6rnek kolona
yiiklenmistir. Oda sicakliginda 30 saniye boyunca 11.000 g'de santrifiij edilmistir.

o Siizlintii atilarak kolon tekrar toplama tiipline yerlestirilmistir.

o 600 ul IVT Yikama Tamponu eklenmis ve 11.000 g'de 30 saniye boyunca oda
sicakliginda santrifiij edilmistir.

o Siizlintii atilarak kolon tekrar Toplama Tiipiine yerlestirilmistir.

o 250 pl IVT Yikama Tamponu eklenmis ve 11.000 g'de 2 dakika boyunca oda
sicakliginda santrifiij edilmistir.

. IVT RNA Clean-up Spin Kolonu yeni bir 1,5 ml'lik mikrosantrifiij tiipiine
yerlestirilmistir.
o Spin kolonun silika membranina dogrudan 10 ul RNaz igermeyen su eklenerek

oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edilmistir.
o Oda sicakliginda 1 dakika boyunca 11.000 g'de santrifiij edilmistir.

. BioDrop cihazi ile 1 pl saflastirilmis sgRNA’nin kalite ve miktart dlgilmiistiir.
Olgiim sonucunda 1 pl 6rnekte 0.9 pg RNA tespit edilmistir. sgRNA’lar transfeksiyon
isleminde kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2. Tez Materyali Arilarin Y etistirilmesi

Calismada kullanilan bal arilart Mugla ili An Yetistiricileri Birligi (MAYBIR)
arthgindan saglanmistir (Sekil 3.5). Bu tez projesi kapsaminda 10 adet JHAMT geni
susturulmus kralice ar1 iiretilmesi hedeflenmistir. Ancak, olasi kralige kayiplart goz
oniinde bulundurularak 20 adet kralige ar1 ile calisilmistir. Tez ¢alismasinda kullanilan
geng ana arilar suni tohumlama gergeklestirilinceye kadar anasiz kolonilerde ve ana ar1
kafesinde muhafaza edilmistir. Yeterli miktarda sperm elde etmek i¢in 20 farkli kovandan
10’ar farkli erkek ar1 toplanmistir. CRISPR uygulanmis ana arilar birkag gerceveli ruset
kovanlarda muhafaza edilmistir. Gen diizenlenmis arilarin g¢evre iizerinde bir risk
olusturmamasi i¢in kovanlarda ana ar1 1zgarasi kullanilarak ana arilarin ve erkek arilarin
dogaya ka¢cmalar1 engellenmistir. Ayni1 zamanda petekler diizenli olarak kontrol edilmis
ve erkek ar1 gozleri olugsmasi durumunda gozler bozulmustur.

32



MATERYAL VE METOT B.i. YILDIZ

Sekil 3.5. Mugla ili An Yetistiricileri Birligi (MAYBIR) incirkdy ariligt

3.2.1. Spermlerin eldesi ve CRISPR-Cas9 sistemi ile transfeksiyonu

o Spermler 10 farkli kovandan toplanan 200 adet olgun erkek aridan elde edilmistir.
Erkek ar1 kafeslerinde laboratuvara tasman arilarin karin kisminin elle sikilmasiyla
endofallusun disar1 ¢ikmasi saglanmis ve spermler, i¢cinde 1 ml salin (%2 gentamisin)
soliisyonu bulunan siringalar ile toplanmistir. Salin soliisyonu ile spermlerin karigmamast
amactyla bir miktar hava boslugunun ardindan sperm siringaya cekilmistir.

o Toplam 200 erkek aridan elde edilen spermler (~100 ul) mikrosantrifiij tiiplerinde
toplanmustir.

o Sperm hiicrelerinin sgRNA ve Cas9 proteini (Riboniikleoprotein (RNP)
kompleksi) ile transfeksiyonu Lipofectamine CRISPRMAX Cas9 Transfection Reagent
(Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilarak {iretici firmanin protokoliine gore
gerceklestirilmistir.

Suni tohumlama i¢in sperm ile CRISPR-lipofektamin kompleksi karigiminin
hazirlanmasi:

o Birinci tiipte; 100 pl Opti-MEM ortami, 10 pl (100 pg) Cas9 proteini, 23 pul (~20
ug) gRNA, 250 ul Cas9 Plus reaktifi ile karigtirilmugtr.

o Ikinci tiipte; 150 ul CRISPRMAX reaktifi, 100 ul Opti-MEM ortaminda
seyreltilmistir.
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o Soliisyonlar ayr1 bir tiipe aktarilip iyice karistirildiktan sonra oda sicakliginda 5
dakika inkiibe edilmistir boylece Cas9 niikleaz/sgRNA/transfektamin reaktif kompleksi
elde edilmistir.

o Hazirlanan kompleks sperm hiicrelerinin bulundugu ortama eklenmistir. Ardindan
transfeksiyon i¢in 1 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Erkek arilardan spermlerin toplanmasi ve CRISPR kompleksi ile muamele
edilmesi

3.2.2. Ana arilarin suni tohumlanmasi

Suni tohumlama yapilacak olan geng ana arilar, ana ar1 kafeslerinde laboratuvara
tasimustir. Isleme baslamadan énce strafor kutularda ana arilara 2 dakika boyunca COz
verilerek bayilmasi saglanmistir. Ana ari, abdomeninin son 5-6. segmenti disarida
kalacak sekilde suni tohumlama cihazindaki (Demircioglu Suni Tohumlama Cihaz) tiipe
bas asag1 olacak sekilde yerlestirilmistir. Burada da CO2 uygulamasina maruz birakilarak
ana arinin yapay tohumlama islemi siiresince hareketsiz kalmasi saglanmistir. CO2 akis
miktar1 dakikada 35 ml diizeyinde olmustur (Giiler 2006). Ventral ve dorsal kancalar
yardimiyla ana arinin igne cemberi mikroskop altinda acilmistir, agma isinde dnce ventral
kanca yardimiyla igne ¢emberine girilmistir ve ventralin son sternumu yakalanarak
siringadaki 2 pl transfekte sperm karisimindan her ana ariya enjekte edilmistir (Cobey
2007). Tim islemler oda sicakliginda (25-28°C) gergeklestirilmistir. Her tohumlama
isleminden sonra ana arinin enfekte olmamasi i¢in karin kancasi, tutagl igne kancasi, ana
ar1 tutma tiipii, ana ar1 yetistirme yardimec tiipii ve siringa ucundaki cam ug %70’lik etanol
ile dezenfekte edilmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Ana arinin, suni tohumlama cihazinda transfekte spermlerle tohumlanmasi

Her neslin suni tohumlamas: yapilirken, kontrol grubu olarak 3 adet ana ar
CRISPR soliisyonu kullanilmadan sadece sperm ile tohumlanmistir. Tohumlama
islemlerinin ardindan ana arilar, numarali etiketler ile isaretlenerek kayit altina alinmis ve
her biri ayr1 ayr1 bakici isgilerin bulundugu ruset kovanlara aktarilmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Tohumlanan numaralandirilmis ana arinin ruset kovanlara aktarimi

3.2.3. CRISPR bireylerin yetistirilmesi
Sekil 3.10°da gorsellestirilerek 6zetlenen islemler asagida siralanmustir.

. Transfekte edilen sperm soliisyonu kullanilarak, 20 adet ¢iftlesmemis ana ar1 suni
olarak tohumlanmigtir (GO). Déllenen bu ana arilar, geng is¢ilerin bulundugu anasiz ruset
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kovanlara verilmistir. Bu ana arilarin iirettigi yavrular teorik olarak genetik bakimdan
heterozigot mutant durumdadir.

o Bu ana arilarin yumurtlama performansini takiben larvalari ana ar1 yiiksiiklerine
aktarilarak geng ana arilar yetistirilmistir (Sekil 3.9).

A oY "'
A E R EEREN R A A ,""r

b_l1044(929 | X [

Sekil 3.9. Ana an yiiksiiklerinde G1 ana arilarin yetistirilmesi

° Uretilen ana arilardan 13 tanesi, tekrardan 200 erkekten alman ve CRISPR
kompleksi ile birlestirilen spermlerle suni tohumlama yoluyla déllenmistir (G1).

. Dollenen ana arilar geng iscilerin bulundugu rusetlere aktarilarak yumurtlama
performanslar takip edilmistir. Sonug olarak dollii yumurtalardan ¢ikan isgi larvalar
genetik bakimdan heterozigot ve homozigot mutantlar olmustur (G2). G2 is¢i ar1 larvalari
in vitro Varroa konukgu testinde kullanilmak {izere laboratuvara taginmistir. Ayrica, her
yetistirme basamaginda nesillerden 6rnek bireyler alinarak mutant olup olmadigi1 Sanger
sekanslama yontemi ile kontrol edilmistir.
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s » 200 erkek aridan alinan spermlerin birlestirilerek
perm +

CRISPR-Cas9 sperm havuzunun olusturulmas: ve CRISPR-
Cas9 sistemi ile spermlerin transfeksiyonu.

m e Transfekte edilmis spermler ile 20 gen¢ ana
~ arinin suni tohumlanmasi (GO0).

Yabani tip ana ari

e Tekrar 200 erkek aridan alinan spermlerin

Sperm + birlestirilip sperm havuzunun olusturulmas: ve
CRISPR-Cas9 CRISPR-Cas9  sistemi  ile  spermlerin
transfeksiyonu.

e Transfekte edilmis spermler ile 13 gen¢ ana

m arinin suni tohumlanmasi (G1).
Heterozigot

mutant ana ari1
N

 Suni tohumlama yapilmis G1 analardan genetik

s - olarak heterozigot ve homozigot mutant is¢i
etero/homozigo . ;
-\ mutant isci larvalarinin (G2) elde edilmesi.

larvalari

Sekil 3.10. CRISPR-Cas9 yontemiyle JHAMT geni susturulmus isc¢i arilarin
yetistirilmesi

3.3. Total DNA Ekstraksiyonu

Total DNA ekstraksiyonunda Bio Basic Genomik DNA Ekstraksiyon Kiti (Bio
Basic, ABD) kullanilmistir. Ekstrakte edilen DNA’nin kalite ve kantite kontrolleri jel
elektroforezi (%1 agaroz, 1X Tris-Asetik asit-EDTA (TAE), 1,5 pl Etidyum Bromiir) ve
BioDrop cihazi ile yapilmustir.

Total DNA ekstraksiyonu agamalari:
. Bal aris1 larvalar1 6nceden numaralandirilmis 1,5 ml'lik mikrosantrifiij tliplerine

aktarilmistir ve steril plastik cubuklar yardimiyla homojenize edilmistir. Her bir birey i¢in
farkli plastik gubuk kullanilmigtir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. Larvalarin steril plastik ¢ubuklar yardimiyla homojenizasyonu

o Homojenize dokularin iizerine 300 pl ACL soliisyonu ve 20 pl proteinaz K
eklenmistir.

o 1 saat boyunca g¢alkalamali su banyosunda 55°C'de, ara ara vortekslenerek inkiibe
edilmistir.
o Inkiibasyondan ¢ikarilan &rnekler oda sicakligina sogutularak 20 saniye

vortekslenmistir ve 5 dakika 10.000 g’de santrifiij edilmistir.

o Numaralandirilmis yeni mikrosantrifiij tiiplerine 300 ul siipernatant aktarilarak
tizerine 300 pl AB soliisyonu eklenmistir. Ara ara tiipler ters diiz edilerek 2 dakika oda
sicakliginda bekletilmistir. Ardindan tiim karisim, EZ-10 spin kolonuna aktarilmistir.

o 2.000 g'de 2 dakika boyunca santrifiij edilmis ve siiziintii atilmustir.

o 500 ul yikama soliisyonu eklenerek, 8.000 g'de 2 dakika santrifiij edilmistir ve
stiziintli atilmastir.

o Yikama soliisyonundan tamamen kurtulmak icin ek olarak 1 dakika daha 8.000
g'de santrifiij edilmistir.

o Kolonlar 1,5 ml'lik yeni mikrosantrifiij tiplerine yerlestirilmistir. Kolonun tam
orta kismma 30-50 pl eliisyon tamponu eklenerek 3 dakika oda sicakliginda inkiibe
edilmistir.

o Kolondan DNA'y1 ayristirmak i¢in 1 dakika boyunca 8.000 g'de santrifiij
edilmistir.
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o Elde edilen DNA’lar bir sonraki asamada kullanilana kadar -20 °C’de
saklanmistir.

3.4. Genotipleme Analizi

CRISPR bireylerin JHAMT gen bolgesindeki meydana gelen indelleri belirlemek
icin Oncelikle PCR islemi gerceklestirilmistir. Bu amagla; DNA iizerinde hedef gene
Ozgiin olarak tasarlanan Cizelge 3.7°de verilen primerler, Cizelge 3.8’de verilen
reaksiyon bilesenleri (NucleoGene Hot Start PCR Master Mix (2X), NucleoGene,
Tiirkiye) ve Cizelge 3.9’da verilen PCR programi kullanilmigtir. PCR ile ¢ogaltilan
JHAMT gen fragmentlerinin niikleotid dizileri ¢ift yonlii olarak Sanger sekanslama
yontemi ile belirlenmistir. Boylece mutasyon olan ve olmayan bireylerin ayrimi kesinlik
kazanmistir. Gen fragmentlerinin sekanslanmasi Ankara’da bulunan “Sugenomik
Biyoteknoloji” firmasindan hizmet alimi1 seklinde gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.7. PCR i¢in JHAMT genine 6zgii tasarlanan primerlerin tanimlayici bilgileri
(https://chopchop.rc.fas.harvard.edu)

ileri Primer {leri Primer ileri Primer Geri Primer Geri Primer Geri Primer Uriin
Kordinatlar: Tm (°C) Kordinatlar: Tm (°C) Biiyiikliigii
(bg)
NC _037641.1 CGACGAGG 61.1NC _037641.1 ccattccatttttaC 60.1 289
:11487520- CAGAAATA :11487787- GACGAAT
11487542 Ttgaag 11487809

Cizelge 3.8. JHAMT geninin amplifikasyonu i¢in gereken PCR reaksiyonu bilesenleri

Reaktifler Miktar (ul)

Hot Start Master Mix (2X) 10
fleri Primer (10 uM) 0,5
Geri Primer (10 uM) 0,5
DNA Kalib1 2
Niikleaz Free Su 7
Toplam 20

Cizelge 3.9. JHAMT geninin amplifikasyonu i¢in gereken PCR programi

Baslangi¢ Denatiirasyonu 95°C 3 dakika
Denatiirasyon 95°C 30 saniye

Baglanma 59°C 30 saniye | 35 dongii
Uzama 72°C 1 dakika

Son Uzama 72°C 5 dakika
Sogutma 4°C 00
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PCR iiriinleri, 1,5 pl Etidyum Bromiir igeren %?2’lik agaroz jelde 80 voltta 40
dakika kosturularak kontrol edilmistir. Elektroforezde tampon ¢6zeltisi olarak 1X TAE
tamponu kullanilmastir.

3.5. Varroa’nin Konukc¢u Tercih Testi

Varroa oOrnekleri kolonilerdeki erkek ar1 peteklerinden elde edilmistir.
Laboratuvar ortamina getirilen peteklerde bulunan goézler pens yardimiyla agilarak
Varroa’lar tek tek toplanmistir (Sekil 3.12) ve testte kullanilincaya kadar petri kaplarinda
beyaz-g6z fazindaki erkek ar1 pupalariyla beslenmistir. Varroa’lar petri kaplari igerisinde
28° C'de ve %75 nispi nem (RH) ayarli inkiibatérde muahafaza edilmistir (Huang vd.
2017).

Sekil 3.12. Erkek ar1 gozlerinden pens yardimiyla Varroa’larin toplanmasi

Varroa’nin konukg¢u tercihinde JHAMT geninin roliinii belirlemek ig¢in
Rosenkranz (1993) ve Nazzi vd. (2001) tarafindan tarif edilen test yonteminin uyarlanmis
versiyonu kullanilmistir. 100 x 20 mm petri kutusuna merkezden esit uzakliklarla (4 cm)
2 adet isci larvasi (4. instar donemi) yerlestirilmistir. Larvalardan bir tanesi knockout
mutant, digeri ise kontrol grubu is¢i larvalarindan seg¢ilmistir. Kutunun tam merkezine bir
adet yetiskin disi Varroa, firca yardimiyla yerlestirilmistir. Varroa’nin yerlestirildigi
andan itibaren kronometre tutulmus ve 1 saat beklenmistir. Bu siire boyunca her akar 15
dakikada bir kontrol edilerek konumu not edilmistir. Kutularin iizeri 151k gegirmeyen bir
ortii ile ortiilmiistiir ve 34,5°C'de ve %60-70 bagil nem iceren bir odada tutulmustur. Test
sonunda mutant larvalar tercih eden Varroa’lar “tercih var (1) ve kontrol larvalari tercih
eden Varroa’lar “tercih yok (0)” olarak skorlanmigtir. Her akar ve petri kutusu yalnizca
bir kere kullanilmigtir. Yeterli 6rneklem biiytikliigii elde etmek icin toplamda 30 test
gerceklestirilmistir (Sekil 3. 13).
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Sekil 3.13. Petri kutularinda in vitro konukgu tercih testlerinin gergeklestirilmesi

Bu teste ek olarak; rastgele secilen 3 adet kontrol grubu ve 3 adet JHAMT geni
susturulmus kolonilerden alinan birer petekte 100 adet kapali yavru gozii agilarak Varroa
sayimi gergeklestirilmistir (Sekil 3. 14). Bu sekilde JHAMT geninin Varroa’nin in vivo
kosullardaki tercih durumuna etkisi de belirlenmistir.

Sekil 3.14. a) Kontrol grubu petek gozlerinde Varroa sayimi b) Knockout mutant petek
gozlerinde Varroa sayimi
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3.6. istatistiksel Analizler

In vitro kosullarda Varroa konukgu tercihinin, JHAMT geninin susturulmasina
bagli olup olmadigi Ki-kare testiyle, petek gozlerindeki Varroa sayisinin JHAMT geninin
susturulmasina bagli olup olmadigi ise Mann Whitney U testiyle analiz edilmistir (IBM
SPSS Statistics v.24). Gen fragmentlerinin sekans analizi SnapGene Viewer 6.2.2 ve
DECODR v3.0 yazilimlar1 ile gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Genotipleme Analizi Bulgular

Gen diizenlenmis isciler yetistirilirken; her bir nesilde elde edilen bireylerin
mutant olup olmadiginin dogrulanmasi i¢in JHAMT gen bolgesi PCR ile ¢ogaltilarak
sanger sekans yontemi ile DNA dizisi belirlenmistir. Calismada kullanilan ana arilar ve
generasyonlarin olusturulmasi Sekil 4.1°de gorsellestirilmistir.

/ 553 638 697 698 751 759 811 827 828 874 939 945 975 989 1006 1044 1045 1046 X A

- Y W % % 9 %9 ") % 9 & % 9 an
W¢@$®@®®® *@ $$$@@--e$““
CRISPR-Cas9 F L 2 E 2 G !- E 3 E : 3

Gl Larva

. s 8 5 2 5 3 B L P T
/ 553.1 6971 698.1 7SL1 7501 BIL1 827, 8741 939.1 1006.1 1044.1 10461 X.1
T g *i/ d § 8 B % o ) .
() ’13\ !13\ @\ @\ T @\ Gl AnaAn
Sperm + ‘ V
CRISPR-Cas9 3 ; ; 3

G2 Larva

Sekil 4.1. Proje materyalini olusturan kralige arilar ve CRISPR-CAS9 uygulamalarinin
sonucu tiiretilen generasyonlar. Deneme dis1 arilar kirmizi ile isaretlenmistir

Transfekte spermlerle tohumlanan 20 ana ar1 numaralandirarak ruset kovanlara
verilmigtir (G0). Bu ana arilardan 7 adeti (638, 828, 945, 975, 989, 1045, Z) yumurtlama
gerceklesmemesinden, ruset kovandaki is¢i arilarin kabul etmemesinden ya da diger
biyolojik sebeplerden dolayr deneme dis1 tutulmustur. Transfekte spermler ile
tohumlanan ve saglikli bir sekilde 5 giin igerisinde yumurtlamaya baglayan 13 ana ari
(GO) ile deneme siirdiiriilmiistiir. Bu 13 kraligeden larva transferi yontemiyle 13 adet
heterozigot mutant oldugu diisiiniilen genc kralige yetistirilmistir (G1). Aynt zamanda GO
analarin is¢i ar1 larvalarindan (G1 larva) birer 6rnek alinip DNA izolasyonu yapilarak
(Sekil 4.2) sgRNA hedefini iceren JHAMT gen bolgesi PCR ile ¢ogaltilmistir (Sekil 4.3).
PCR sonucu elde edilen amplikonlarin Sanger sekans analizi gergeklestirilmistir. Sekans
sonuglarma gore, G1 generasyonunda CRISPR-Cas9 transfekte spermler ile yapay
tohumlanmis toplam 13 anadan 6 tanesinin sgRNA hedef bdlgesinde hedeflenen
mutasyonlarin basartyla gerceklestigi saptanmistir.

Kontrol grubu arilarin yumurtlamasi ise 10 gilin sonra baglamigtir. Ayni islemler
es zamanli olarak kontrol grubu i¢in de gerceklestirilmistir.

Gl generasyonunda kontrol grubu, gen diizenlenmemis ve gen diizenleme
gerceklesmis larvalarin JHAMT geni DNA dizileri ve DECODR yaziliminda hesaplanan
bazi tanmimlayici degerler Sekil 4.4-11°de verilmistir.

G1 kraligelerden JHAMT geni susturulmus isgi arilar (G2) yetistirmek igin
CRISPR-Cas9 uygulamalari tekrarlanmistir. Tohumlanan ana arilarin yumurtlama stiresi
6 giinlii gegcmemistir. Transfekte spermler ile yapay tohumlanan G1 kraligelerin saglikli
bir sekilde yumurtlamayi1 basaran 8 adetine ait birer larva (G2) 6rnegi almip DNA
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izolasyonu yapilarak (Sekil 4.12) sgRNA hedefini iceren JHAMT gen bolgesi PCR ile
cogaltilmistir (Sekil 4.13). PCR sonucu elde edilen amplikonlarin sekans analizi
gerceklestirilmistir. Sekans sonuglarina gore, 8 adet G1 kraligenin tirettigi G2 larvalardan
3 larvada sgRNA hedef bolgesinde mutasyonlarin tam anlamiyla basarildigi tespit
edilmistir. Asagida Sekil 4.14-18de G2 generasyonu kontrol grubu, gen diizenlenmemis
ve gen diizenleme ger¢eklesmis larvalarin sekanslari ile DECODR yazilimi sonucu elde
edilen tanimlayici degerler verilmistir.

1kb
DNA
ladder

Sekil 4.2. G1 generasyonu larvalardan izole edilen DNA’larin agaroz jel goriintiisii

Sekil 4.3. G1 generasyonu larvalarin JHAMT gen bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi sonucu
elde edilen amplikonlarin agaroz jel goriintiisii
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Non-Frame Shift (1005¢) W Frame Shift (03¢) I O bp

—
INDEL— % a PVAWE— AGGAGTTTGAGGACG T GCGGG TAGTG TG TT TTTTG GGACGAG
0 x[aceacTT G G T GCGGG G G TTT76 G GAGAAS
»

Sekil 4.4. G1 generasyonu kontrol grubu larvalarin JHAMT geni DNA dizisi

Sekil 4.4’te gorseli verilen G1 kontrol grubuna ait JHAMT geni DNA dizisi
DECODR yaziliminda incelendiginde kontrol grubu bireylerde mutasyon olmadigi
belirlenmistir.

Non-Frame Shift (1005¢) W Frame Shift (03¢) I O bp

—
INDEL— % a PVALUE— AGGAGTTTGAGGACG T GCGGG TAGTG TG TT TTTTG GGACGAG
0 0faceaaTT G G T GCGGG G G TTT76 G GAGAAS
»

Sekil 4.5. G1 generasyonu CRISPR-Cas9 uygulanmis ve gen diizenleme ger¢ceklesmemis
larvalarin JHAMT geni DNA dizisi
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Sekil 4.5°te gorseli verilen G1 larvalarina ait JHAMT geni DNA dizisi DECODR
yaziliminda incelendiginde yedi GO kralicede CRISPR-Cas9 uygulamasmin basarili
olmadigi ve bu yedi kraligeye ait larvalarda gen diizenlemenin ger¢eklesmedigi
belirlenmistir.

R=
Non-Frame Shift (100%¢) I Frame Shift (03¢) I Obp

o
|}
a
|}

A T C G

5
INDEL — % P-VALUE — TAAAAAGGAGTT TG G GCGGG G T T 4
= [ i BEEHE ToRRCTT
»

Sekil 4.6. 751 numarali GO kraligenin G1 larvasina ait JHAMT geni DNA dizisi

Sekil 4.6°da gorseli verilen 751 numarali GO kralicenin G1 larvasina ait JHAMT
geni dizisi DECODR yaziliminda incelendiginde CRISPR-Cas9 uygulamasinin basarili
oldugu ve bu kraligeye ait larvalarda gen diizenlemenin ger¢ekleserek %100 oraninda baz
ikamesi (-4, +4) meydana geldigi belirlenmistir.
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Non-Frame Shift (1003¢) I Frame Shift (03) I O bp

—_—

INDEL— % a P-VALUE— TT GGAGTTTGAGGACG T GCGGG TAGTG TG T TTTTG c

0 1000 ooofccrT GGAGTTTGAGGACG T BEEEEE TAGTG TG TTCAACTTTTG G2
»

AT KGO ITCeAGCRT Y CFGEE ANYE CRICECHANEACKE AAGAGCETACRITT ACNN CAA

Sekil 4.7. 811 numarali GO krali¢cenin G1 larvasina ait JHAMT geni DNA dizisi

Sekil 4.7°de gorseli verilen 811 numaral1 GO kralicenin G1 larvasina ait JHAMT
geni dizisi DECODR yaziliminda incelendiginde CRISPR-Cas9 uygulamasinin basarili
oldugu ve bu kraligeye ait larvalarda gen diizenlemenin gercekleserek %100 oraninda baz
ikamesi (-4, +4) meydana geldigi belirlenmistir.

Non-Frame Shift (39.5%) I Frame Shift (10.5%) I Obp

—
INDEL— % a PVALWE— T TTAAAAAGGAGTTTGAGGACGAAATA|ACGCGGGAAATAGTGAACATGAAAATTCAACTTTTG :
=2 3 895 000t TT GGAGTTTGAGGACG T4 1 [eleddfe]c s e TAGTG TG TT TTTTG
G: 44 EEE) 105 000 |t TT GG ----=-===c=cao-=- T TTTTG -

.............................................................
A G CGAGATTCTGCATTGCAGCGAAAGAGAGAAGAGCTACATTTACAAGAATTCTGA

Sekil 4.8. 827 numarali GO kralicenin G1 larvasina ait JHAMT geni DNA dizisi
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Sekil 4.8’de gorseli verilen 827 numarali GO kralicenin G1 larvasina ait JHAMT
geni dizisi DECODR yaziliminda incelendiginde CRISPR-Cas9 uygulamasinin basarili
oldugu ve bu kraligeye ait larvalarda gen diizenlemenin gergekleserek %89,5 oraninda +3
insersiyon; 9%10,5 oraninda -44 delesyon/cerceve kaymasi meydana geldigi
belirlenmistir.

Non-Frame Shift (1003) I Frame Shift (03) NN Obp

|-
n
o
n
A T c 6
—
INDEL — % P-VALUE — T G TG G GCGGG G G T T G c
= 1000 ooofccTr GGAGTTTG G BEEEES GTG G T TTTG 63

Sekil 4.9. 874 numarali GO kraligenin G1 larvasina ait JHAMT geni DNA dizisi

Sekil 4.9°da gorseli verilen 874 numarali GO kralicenin G1 larvasina ait JHAMT
geni dizisi DECODR yaziliminda incelendiginde CRISPR-Cas9 uygulamasinin basarili
oldugu ve bu kraligeye ait larvalarda gen diizenlemenin gercekleserek %100 oraninda baz
ikamesi (-4, +4) meydana geldigi belirlenmistir.
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R2=
Non-Frame Shift (03¢) I Frame Shift (100%) NN Obp

m-
a

|

]

77777 A T C G
—

INDEL— %~ PVALUE— TT TTAAAAAGGAGTTTGAGGACGAAATA|ACGCGGGAAATAGTGAACATGAAAATTCAACTTTTGAA
B 46 829 000 T TT A AR AAGGAGT TTGAGGACGAAAT A = m s s oo oo aam e -

Gt -47 171 0007 T LR T e I TTTTGAA

A ACCACAGGCT TITCEAGATTCTCCAT TECAGC GAAAGAGAG AAGAGCTACATTTACAAGAATTCTGCAG

Sekil 4.10. 939 numarali GO kraligenin G1 larvasina ait JHAMT geni DNA dizisi

Sekil 4.10°da gorseli verilen 939 numarali GO kralicenin G1 larvasina ait JHAMT
geni dizisi DECODR yaziliminda incelendiginde CRISPR-Cas9 uygulamasinin basarili
oldugu ve bu kraliceye ait larvalarda gen diizenlemenin gergekleserek %82,9 oraninda -
46 delesyon; %17,1 oraninda -47 delesyon/cerceve kaymasi meydana geldigi
belirlenmistir.

R?=042 0@

Non-Frame Shift (54.6%) I Frame Shift (45.5%) I Obp

INDEL — % a P-VALUE — T TT T GGAGTTTGAGGACG GCGGG GTGAACATGAAAATT 1

) 39 545 000 TAATT T GGAGTTTGAGGACGA---- |-----c-c-coccocceccececcecoacenn-

Gt | -40 269 0.00 TAATT 1 e ——— = . TGAAAA T T

Gt -101 185 0.00 TAATT L e e B I -

»
CAGGTTTCGAGATTCTGCAT TGCAGCGAAARGAGAGAAGAGCT TACATTTACAAGAATTCTGAG
AACCACAGGTTTCGAGATTCTGCATTGCAGCGAAAGAGAGAAGAGCTAC ATTTACAAGAATTCTGAG

Sekil 4.11. 1044 numarali GO kraligenin G1 larvasina ait JHAMT geni DNA dizisi
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Sekil 4.11°de gorseli verilen 1044 numarali GO kralicenin G1 larvasina ait
JHAMT geni dizisi DECODR yaziliminda incelendiginde CRISPR-Cas9 uygulamasinin
basarili oldugu ve bu kraliceye ait larvalarda gen diizenlemenin ger¢ekleserek %54,5
oraninda -39 delesyon; %45,5 oraninda -40, -101 delesyon/cerceve kaymasi meydana
geldigi belirlenmistir.

1kb 1
DNA
ladder

Sekil 4.12. G2 generasyonu larvalardan izole edilen DNA’larin agaroz jel goriintiisii

50 bp
DNA
ladder

-

Sekil 4.13. G2 generasyonu larvalarin JHAMT gen bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi
sonucu elde edilen amplikonlarin agaroz jel goriintiisii
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Non-Frame Shift (1005¢) W Frame Shift (03¢) I O bp

—
INDEL— % a PVAWE— AGGAGTTTGAGGACG T GCGGG TAGTG TG TT TTTTG GGACGAG
0 x[aceacTT G G T GCGGG G G TTT76 G GAGAAS
»

Sekil 4.14. G2 generasyonu kontrol grubu larvalarin JHAMT geni DNA dizisi

Sekil 4.14’te gorseli verilen G2 kontrol grubuna ait JHAMT geni DNA dizisi
DECODR yaziliminda incelendiginde kontrol grubu bireylerde mutasyon olmadigi
belirlenmistir.

Non-Frame Shift (1003¢) I Frame Shift (03¢) I O bp

INDEL — % o P-VALUE — GGAGTTTGAGG G T GCGGG TAGTG TG TY TTTTG GG GAG
Z’C“CI GGAGTTTGAGG G T GCGGG TAGTG TG TY TTTTG GG GAG bt

CGAGATTCTGCATTGCAGCGAAAGAGAGAAGAGCTACATTTACAAGAATTCTG

Sekil 4.15. G2 generasyonu CRISPR-Cas9 uygulanmis ve gen diizenleme
ger¢ceklesmemis larvalarin JHAMT geni DNA dizisi
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Sekil 4.15°te gorseli verilen G2 larvalarina ait JHAMT geni DNA dizisi DECODR
yaziliminda incelendiginde 5 adet G1 kraligede CRISPR-Cas9 uygulamasinin basarili
olmadigt ve bu 5 kraligeye ait larvalarda gen diizenlemenin ger¢eklesmedigi
belirlenmistir.

RZ=047

Non-Frame Shift (39.4%) I Frame Shift (60.4%) I O bp

mEoEDn

INDEL — % ~ P-VALUE — T TT T G TTTG G G G GG GTG G T T

G -a4 431 0.00 T TTCCCT--cececmcecceccccceaceccnc|ececccncemcenaacan= G T T

Gs 45 394 0.00 TAATT 8 - i T
Gt | 106 1 0 T L 1 o ol e -

Sekil 4.16. 827.1 numarali G1 kralicenin G2 larvasina ait JHAMT geni DNA dizisi

Sekil 4.16°da gorseli verilen 827.1 numarali G1 kralicenin G2 larvasina ait
JHAMT geni dizist DECODR yaziliminda incelendiginde CRISPR-Cas9 uygulamasinin
basarili oldugu ve bu kraligeye ait larvalarda gen diizenlemenin gercekleserek %60,6
oraninda -44, -106 delesyon/cergeve kaymasi; %39,4 oraninda -45 delesyon meydana
geldigi belirlenmistir.
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Non-Frame Shift (30.13%) I Frame Shift (19.9%) I Obp

INDEL— % a P-VALUE— GGAGTTTGAGGACG T GCGGG TAGTG TG TT TTITTIG GGACGAG
3 46 9  OOOKEEQA---~ccccccccccccs|scscacscssncsscssassasassnnane TTG G v
»

Sekil 4.17. 939.1 numaral1 G1 kralicenin G2 larvasina ait JHAMT geni DNA dizisi

Sekil 4.17°de gorseli verilen 939.1 numarali G1 kraligenin G2 larvasina ait
JHAMT geni dizisi DECODR yaziliminda incelendiginde CRISPR-Cas9 uygulamasinin
basarili oldugu ve bu kraligeye ait larvalarda gen diizenlemenin gercekleserek %80, 1
oraninda -45 delesyon; %19,9 oraninda -46 delesyon/cerceve kaymasi meydana geldigi
belirlenmistir.

Non-Frame Shift (03¢) I Frame Shift (100%) N O bp

| B
—
o
u
A T C G
—
INDEL— % a P-VALUE— TT GGAGTTTGAGGACGAAAT GCGGGAAATAGTG e T TRt
G 0 ooofccer GGAGTTTGAGG-------- GG G 3 - = z
»

----------------------------------

Sekil 4.18. 1044.1 numarali G1 kraligenin G2 larvasina ait JHAMT geni DNA dizisi
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Sekil 4.18°de gorseli verilen 1044.1 numarali G1 kralicenin G2 larvasina ait JHAMT geni
dizisi DECODR yaziliminda incelendiginde CRISPR-Cas9 uygulamasinin basarili
oldugu ve bu kraligeye ait larvalarda gen diizenlemenin ger¢ekleserek %100 oraninda -8
delesyon/cergeve kaymasi meydana geldigi belirlenmistir.

JHAMT geninin knockout edilebilmesi i¢in larvalarda meydana gelen indellerin
¢ergeve kaymasi mutasyonlariyla sonug¢lanmasi gerekmektedir. Bu yiizden bireylerde
meydana gelen indel sekilleri ayr1 ayr1 incelenmistir. Elde ettigimiz sonuglarda, 3 kovanin
2 tanesinde (827.1 ve 939.1) heterozigot ve 1 tanesinde (1044.1) homozigot cergeve
kaymasi mutasyonu goriilmiistiir. Kontrol grubu, gen diizenlenmemis ve gen diizenleme
gerceklesmis bireylerin petekler tizerindeki goriintiisii ise asagida Sekil 4.19’da
verilmigtir.

In vivo sartlarda yapilan fenotipik gdzlemler sonucunda KO kraligelerin ayni
giinde yumurtlamaya basladigi, petek gelisiminin birbirine ¢ok benzer ve giiclii oldugu,
bu bakimdan mutant kraligelerin kontrol grubu kraligelerden daha basarili oldugu
sOylenebilir. Bu sonuglar umut verici olmakla birlikte mutant kraligelerin kolonilerinin
fenotipik performanslari bakimindan en az bir yil boyunca takip edilmesi ile gen
manipiilasyonlari sonug¢larinin daha iyi anlagilmasi bakimindan faydali olacaktir.
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Kontol grubu bireylerin | CRISPR kompleksi ile | 827 numarali kovanin | 939 numarali kovanin | 1044 numarali kovanin

petek tizerindeki | muamele edilmismis ve | soyundan gelen gen | soyundan gelen gen|soyundan gelen gen

goriinlimii diizenleme goriilmemis | diizenlenmis  bireylerin | diizenlenmis  bireylerin | diizenlenmis  bireylerin
bireylerin petek | petek tizerindeki | petek tizerindeki | petek tizerindeki
tizerindeki goriiniimii goriinimii goriinimii goriinimii

Sekil 4.19. Gen diizenleme ¢aligmalar1 sonucunda elde edilen kolonilerdeki gelisimin fenotipik sonuglari
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4.2. Varroa’nin Konuk¢u Tercih Testi Bulgulari

Uygulanan in vitro konukg¢u testi ¢alismalarinda Varroa’nin konukgu tercihi
kontrol ve deneme grubu oOrneklerinde skorlanmistir. Bir saatlik test siiresi boyunca
akarlarin gen diizenlenmis larvalari tercih etmesi durumunda “tercih var (1)”, kontrol
larvalari tercih etmesi durumunda “tercih yok (0)” olarak kaydedilmistir. Otuz petri
kabinda gergeklestirilen testler sonucunda 21 petri kabinda (%70 oraninda) akarlar
kontrol grubu larvalari tercih etmistir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.20). JHAMT geninin
susturulmasinin, Varroa’nin konuk¢u tercihini etkileyip etkilemediginin belirlenmesi
amaciyla yapilan Ki-kare testi sonucunda, JHAMT geninin susturulmasinin Varroa’nin
konukgu tercihinde etkili oldugu belirlenmistir (p=0,002<0,05).

Cizelge 4.1. Varroa konukcu tercih testi skorlari

Tercih Tiirii Birey Sayisi
Tercih var 9
Tercih yok 21
Toplam 30
25
20
B 15
5
z
& 10

Tercih Var Tercih Yok

Sekil 4.20. VVarroa’nin in vitro konukgu tercihinin histogram grafigi

Rastgele segilen 3 adet kontrol grubu ve 3 adet JHAMT geni susturulmus
kolonilerden alinan birer petekte 100 adet kapali yavru gozii agilarak Varroa sayimi
gerceklestirilmistir. Sayim sonucunda, gen diizenlenmis peteklerin higbirinde Varroa
tespit edilememistir. Kontrol grubu peteklerde ise agilan gozlerin %25’inde Varroa
oldugu goriilmiistir (Cizelge 4.2). Kontrol ve mutant peteklerdeki Varroa yiizdeleri
ayrica asagida Sekil 4.21°de grafik olarak verilmistir. JHAMT geninin susturulmasinin,
Varroa’nin petek gozii tercihindeki etkisini belirlemek i¢cin Mann Whitney U testi
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gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglarda Varroa’larin in vivo kosullarda da petek gozii
tercihinde JHAMT geninin etkili oldugu bulunmustur (p= 0,037<0,05).

Cizelge 4.2. Varroa’nin petek gozii tercihi

Petek Tiiriu Varroa’h Goz Yiuzdesi
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Sekil 4.21. VVarroa’nin in vivo sartlardaki konukg¢u tercihinin boxplot grafigi
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5. TARTISMA

Ektoparazit akar V. destructor, A. mellifera'nin en 6nemli zararhisidir ve bal arisi
kayiplarinda en biiylik paya sahiptir. Ancak Varroa, sadece dogrudan zararli etkisi
nedeniyle degil, ayn1 zamanda ar1 virlislerinin vektorii olarak da aricilik sektorii igin
onemli bir tehdit olarak kabul edilmektedir. Bu akara karsi kesintisiz siirdiiriilen
miicadelede fiziksel, kimyasal ve davranissal ¢6ziim yollar1 denenmektedir. En yaygin
kullanilan kimyasal ilaglarla miicadele ise hem ar1 sagligini hem de ar1 tirinlerinde kalinti
birakmasi nedeniyle insan sagligin1 da tehdit etmektedir (Pettis 2004; Maggi vd. 2010).
Yan etkilerinden dolay: sinirlama getirilen kimyasal miicadele yerine Varroa’ya karsi
direngli genotiplerin gelistirilmesi gibi alternatif ve siirdiirtilebilir ¢oziim yollarin1 da
kullanilmaktadir (Rosenkranz vd. 2010). Siirekli arayis igerisinde olan aricilik sektorii
ariciligin en biiylik sorunu durumunda olan Varroa’ya karsi heniiz tam anlamiyla basarili
bir ¢6ziim saglanamamistir. Bu sebepten dolay1 tamamlanan bu tez galismasi1 Varroa ile
miicadelede yeni, etkili ve siirdiiriilebilir bir ¢o6ziim Onerisi bulmay1 amaglamistir.

Varroa’nin yiiksek konukcu 6zgiilliigii gosterdigi ancak konukcu tercihinde nasil
bir mekanizmanin islev gérdiigii heniiz aydinlatilmis degildir. Bu baglamda bu ¢alismada,
Varroa akarimin konukgu tercihi ile ilgili olabilecegi bildirilen JHAMT geni CRISPR-
Cas9 teknolojisi araciligiyla susturulmus ve elde edilen mutasyonun (KO) Varroa’nin
konukgu tercihi iizerine etkisi aragtirilmagtir.

Yapilan laboratuvar ve saha calismalari sonucunda 8 kovandan 3 tanesinde
JHAMT gen boélgesinde gerceve kaymasi gerceklesmis (2 heterozigot ve 1 homozigot)
JHAMT geni susturulmustur. Gen susturma gergeklesmis kraligelerin isgi arilari hem in
vitro (p=0,002) hem de in vivo (p= 0,037) sartlarda Varroa tarafindan tercih edilmemistir.
Bu sonuglar Varroa’ya karst molekiiler genetik teknikler kullanilarak yeni bir miicadele
yontemi gelistirme hedefinin gergeklesebilecegi diisiincesini desteklemistir.

Varroa’nin konukgu tercihiyle ilgili ilk genetik ipucuna Aurori vd. (2021)’nin JH
ve ekdizonun biyosentezinde yer alan genlerin diferansiyel ifadelerini inceledigi
calismada rastlanmaktadir. Feromon etkisi bulunan MF sentezinde goérevli JHAMT
geninin yukar1 regiilasyonunun Varroa yiikiinde artis goriilmesine neden oldugu
dikkatlerini ¢ekmistir. Ayrica erkek arilarda artan JHAMT geni ifadesinin, disi akarin
ovogenezi ve lireme dongiisiinii baslatmasi igin ihtiyaci olan hormonal esikle baglantili
olabilecegini bildirmislerdir. Bu tez ¢alismasinda ise JHAMT geninin susturulmasinin
hem in vitro hem de in vivo kosullarda Varroa’nin konukgu tercihinde etkili oldugu
gosterilmis olup bu ihtimal dogrulanarak gii¢lendirilmistir. Bu tez ¢alismasinda, JHAMT
geni manipiile edilmis arilarla ilgili ¢arpici gozlemlerden biri de arilikta Varroa ile bulasik
kontrol kolonileri olmasina ragmen mutant kovanlar incelendigi zaman kolonide
Varroa’ya rastlanilmamis olmasidir (Sekil 4.19).

JHAMT geninin Varroa’ya etkisiyle ilgili literatiirde sadece bir ¢alisma
bulunmakla birlikte kimyasal ipuc¢larinin, ¢alismamizda elde edilen sonuglarda goriildiigii
gibi Varroa konukgu tercihinde 6nemli roller oynadigi bildirilmistir. Le Conte vd. (1989),
diiz zincirli yag asitlerinin metil ve etil esterlerinin Varroa’nin davranisina etkilerini
belirledikleri ¢alismalarinda, A. mellifera'nin hem erkek ar1 hem de is¢i larvalarinin
kiitikiilinden ekstrakte edilen; metil linolenat, metil palmitat ve etil palmitat’mn in vitro
kosullarda Varroa'y1 ¢ektigini gostermislerdir. Bu esterlerden 6zellikle metil palmitat
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tarafindan Varroa’larin erkek ar1 larvalarina cekildigini bildirmislerdir. Y tiipi testi ve
petri testi kullanan Kraus (1990), bal aris1 zehir bezlerinin trettigi kokunun ve alarm
feromonu bilesenlerinin biiyilk kisminin akarlara karsi caydirict etkisi oldugunu
bildirmistir. Varroa’nin aridan ayrilmasi i¢in énemli kimyasal tetikleyici olarak da 1-
octanol bildirilmistir. Pernal vd. (2005), Bal aris1 Nasonov feromon bilesigi olan geraniol
ve nerolik asidin konuk¢u se¢im siirecinde caydirici etki gosterdigini, kimyasallardaki
kiiglik miktar farkliliklarmin dahi akar aktivitesinde onemli etkilere neden oldugu
bildirilmistir. Baska bir c¢alismada, Piccolo vd. (2010) tarafindan toplayicilarin
kiitikiillerinde bakicilara gore daha yiiksek miktarda bulunan (Z)-8-heptadecene, disi
Varroa’lar i¢in caydirici etki gosterdigi bildirilmistir. Bal arilarindaki kimyasal profilde
plastisitenin de miimkiin oldugu durumlar mevcuttur (Cervo vd. 2014). Cervo vd. (2014),
orta ya da yiiksek Varroa yiikii olan kolonilerde, bal arilariin kimyasal profillerini
degistirebildiklerini ve bu sekilde akarlarin tarlaci arilara gegmesine neden olarak
kolonideki akar yiikiinii azalttigini bildirmislerdir.

Bununla birlikte bazi ¢alismalarda Varroa tercihinin direkt olarak kimyasal
ipuglarindan degil baz1 ek faktorlerden de etkilenmesi s6z konusudur. Bakic arilar veya
larva ve tarlaci arilar igin yapilan tercih testinin, akarlarin test icin laboratuvara
getirilmeden o6nce bakici arilar, larvalar veya tarlaci arilardan hangisinin tizerinde
tutulduguna bagl olarak etkilendigi bildirilmistir. Foretik donemdeki akarlar, yine isci
arilar1 larvalara gore daha fazla tercih etmistir. Bu nedenle konukgu tercihi, yalnizca
gelecekteki konukgudan kaynaklanan faktorlerden degil, ayn1 zamanda disi akarin iireme
asamasina bagl olan ge¢mis deneyimlerinden veya igsel faktorlerden de etkilendigi
bildirilmigtir (Dillier vd. 2006). Calderone ve Lin (2001), disi Varroa akarlarinin iireme
icin uygun gozlere nasil yonlendirildigine dair farkli hipotezleri tartismislar ve konukgu
tercihinin farkli bilesenleri olduguna dikkat ¢ekmislerdir. Bunlar; kimyasal ipuglart,
fiziksel parametreler, kimyasal ve fiziksel ipuclarinin etkilesimi ve bakici arilar
tarafindan pasif tasinma olmak iizere 4 farkli hipotezden olugmaktadir. Bu hipotezler
konukgu tercihindeki mekanizmanin kompleksligini basit bir sekilde 6zetlemistir. Bu
hususlar dikkate alinarak, tamamlanan bu tez calismasinin basaris1 hem laboratuvar
kosullarinda hem de sahada kovan igerisinde gosterilmistir. Ancak, JHAMT geni
susturulmus larvalarin in vitro tercih testlerinde %30 oraninda da olsa Varroa’lar
tarafindan tercih edilmis olmasi1 mekanizmanin kompleksligi ile aciklanabilir. /n vitro
kosullarda kontrol ve mutant larvalarin aynmi petri kutusunda bir arada bulunmasi
sebebiyle iki larvanin feromonlarinin birbirine karismis olmasi ihtimalinden dolay: tercih
testine tabi tutulan Varroa’larin %30 oraninda bir yanilma ile mutant larvalara yonelmis
olmalar1 da s6z konusu olabilir.

JHAMT geninin B. mori’de tanimlanmasindan itibaren JHAMT geni ortologlari
Drosophila melanogaster, Tribolium castaneum, Aedes aegypti, Acyrthosiphon pisum,
Apis mellifera, Leptinotarsa decemlineata, Blattella germanica gibi birgok bocekte
karakterize edilmistir. JHAMT geninin susturulmasmin JH titresini diisiirecegi ve
larvalarda erken metamorfoza neden olacagi bu sebeple vitellogenin sentezini inhibe
edecegi bildirilmistir (Yang vd. 2021). Ipek bécegi (B. mori) ve meyve sinegindeki (D.
melanogaster) gelisimsel ekspresyon profili calismalarinda JHAMT transkripsiyonunun
baskilanmasimin larva-pupa metamorfozunun indiiklenmesi i¢in kritik oldugu, ancak
bunu ispartlamak i¢in in vivo kanitlarin eksik oldugu 6ne siirilmektedir (Minakuchi vd.
2008). Minakuchi vd. (2008) yaptiklar1 ¢alismada; kirmizi un bocegi (Tribolium
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castaneum), B. mori ve D. melanogaster ‘de JHAMT genine homolog olan iig
metiltransferaz geni (TcMT1, TcMT2 ve TcMT3) belirlemislerdir. Larva asamasinda
TcMT3%n RNA interferans aracili susturulmasinin, erken gelismis larva-pupa
metamorfozu ile sonuglandigini ve TCMT1 veya TcCMT2'nin susturulmasmin metamorfoz
tizerinde goriiniir bir etki olusturmadigini bildirmiglerdir. Yang vd. (2021), golet kurt
ortimceginde (Pardosa pseudoannulata) JHAMT-1, JHAMT-2 ve JHAMT-3 genlerinin
transkripsiyonel susturulmasi sonucunda ériimcek yavrularinin daha iri olmasina ve erken
deri degistirmesine neden oldugunu gostermislerdir. Bir baska c¢alismada, ¢ol
cekirgesinde (Schistocerca gregaria) JHAMT'in RNA interferans aracili susturulmasi
gerceklestirilmistir. Bu tiirde JHAMT transkripsiyon seviyelerinin baskilanmasi, JH
salmimii 6nemli Sl¢lide azaltmistir ve daha kiiglik bazal oositler iiretmelerine sebep
olmustur. Bu da JHAMTn disi ¢ol ¢ekirgelerinin iiremesinde etkili oldugunu
gostermistir (Marchal vd. 2011). Aslinda direkt olarak JHAMT geninin biiyiime ve
gelismeyi etkilemeyecegine dair de kanitlar mevcuttur. Niwa vd. (2008), JHAMT geninin
D. melanogaster'da in vivo islevini belirlemek i¢in RNAI araciligiyla yikimini
gercgeklestirmislerdir. DmJHAMT geninin RNAi aracili yikiminin, biiylime ve gelisme
acisindan gozle goriiniir bir etki gostermedigini bildirmislerdir.

Bal arisinda JHAMT geni transkripsiyonel olarak ilk kez bu tez ¢alismasinda
susturulmus olup elde edilen mutantlarda {ireme performansinda artma ve nesiller
arasinda kisalma disinda dikkat ¢ekici morfolojik ve fizyolojik farkliliklar
saptanmamaigtir.

Gen diizenlemenin basarisi; hiicre materyali yogunlugu, inkiibasyon siiresi ve
CRISPR bilesenlerinin konsantrasyonu gibi ¢esitli faktorler tarafindan etkilenmektedir.
Calismamizda elde ettigimiz gen diizenleme verimliliginin yiizdesine bakildiginda ilk
olarak bilesenlerin konsantrasyonlarinin yeterli olmadig akillara gelmektedir. Ciinkii bal
aris1 semenindeki sperm hiicre miktar1 olduk¢a yogundur. 1 pl bal aris1 semeninde
yaklasik 2-9 milyon sperm hiicresi igcermektedir (Yaniz vd. 2020). Modifikasyon
basarisini yiikseltmek i¢in CRISPR bilesenlerinin konsantrasyonlarinin artirilmasi faydali
olacaktir. Ancak hiicrelere yliksek dozlarda CRISPR aktariminin toksisiteyi ve hedef disi
etkileri artiracagindan dolay1 yine de miimkiin olan en diisiik doz tercih edilmelidir (Wang
vd. 2016).

CRISPR-Cas9 sistemi igin secilen iletim stratejisi de gen diizenleme basarisini
etkileyen onemli faktorler arasindadir. Calismamizda RNP formunun kullanilmis olmasi
sistemin gonderilen hiicre igerisinde transkripsiyon ve translasyon ihtiyacini ortadan
kaldirarak oldukga hizli bir genom diizenlemesi saglamistir. RNP’nin, yiiksek diizenleme
verimliligi elde etmenin yaninda hedef dis1 etkileri, insersiyonal mutajenezi ve bagisiklik
tepkilerini de azaltmaktadir (Chandrasekaran vd. 2018; Lattanzi vd. 2019). Ancak,
Plazmid yerine RNP kullanilan ¢alismalarda daha kisa inkiibasyon siirelerinin
uygulanmas1 gerektigi; c¢linkii hiicrelerdeki RNP seviyelerinin, hiicresel bozulma
nedeniyle transfeksiyondan 24 saat sonra distigi bildirilmistir (Shalaby vd. 2022).
RNP’nin hiicrelere iletimi igin kullanilan en yaygimn ajan ise lipozomlardir (katyonik
lipidler). Lipozomlar yiiksek genom diizenleme verimliligi ve diistik hedef dis1 etkileri
acisindan avantajlar saglamaktadir. Mikroenjeksiyon, elektroporasyon ve biyolistik (gen
tabancasi) gibi diger yontemlerle kiyaslandiginda hiicre hasarina neden olmamaktadir
(Zhang vd. 2021). Yontemin sinirlamalari arasinda; Cas9 proteininin, elektrostatik
etkilesim yoluyla tasiyicilar tarafindan kompleks olusturmaya karst direngli olmast,
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oldukca katyonik ve biiyiik boyutlu bir protein olmasidir. Fakat yeni gelistirilen ticari
transfeksiyon reaktifleriyle bu sorun minimuma indirilmistir. Bununla birlikte, lipozom
bazli reaktiflerin hiicre gecirgenligini artirarak kullanilan antibiyotiklerin hiicrelere
gegcisine yol actigi, bunun toksisiteye ve iletim etkinliginin azalmasina neden oldugu da
bildirilmistir (Shalaby vd. 2022).

Diger yandan, bazi durumlarda gen diizenlemenin basarisi yiiksek olsa bile elde
edilen basar1 fenotipte yeteri kadar kendini gosteremeyerek beklentileri
karsilamamaktadir. Fenotipik belirti eksikliginin olas1 bir agiklamasi, diizenlenmis hiicre
miktarindaki yetersizliktir. Sperm ya da yumurta gibi canlinin daha erken adimlarinda
CRISPR iletimi, istenen basarinin elde edilmesinde avantaj saglayacaktir (Lamas-
Toranzo vd. 2019). Bal arilarinda CRISPR ve transgen ¢alismalarinda, yumurta ve larva
mikroenjeksiyonu gibi segenekler mevcut olsa da bu segenekler sadece transfer basarisini
degil bireylerin yetistirilmesini de etkilemektedir. Ciinkii is¢i arilar, manipiile edilmis
yumurta ve embriyolarda normal gelisimdeki bozulmalar1 fark etmekte ve bunlara
bakmay1 reddetmektedir. Bu durum g6z oniine alindiginda, manipiile edilmis bal arisi
embriyolarini yetiskinlere dontistiirmek gibi zor bir isle bas etmek zorunda kalinmaktadir.
Ortaya koydugumuz sperm aracili transfeksiyon protokolii ile sperm hiicreleri basarili
sekilde transfekte edilerek hizli ve pratik olarak gen diizenlenmis ergin arilar elde
edilmistir.

Bal arlarindaki CRISPR ve transgen uygulamalarinda, uygulama hasari
olusturmadan calisma yapma imkani saglayan sperm transfeksiyonu ilk olarak Robinson
vd. (2000) tarafindan kullanilmistir. Sperm aracili gen transferi (SMGT: Sperm Mediated
Gene Transfer/ Sperm Aracilt Gen Transferi) ile bal arilarina yabanci bir DNA materyali
aktararak transgenik arilar tiretmeyi basarmislardir ve birkag nesil boyunca transgenik
hatt1 koruyabilmislerdir. Bal arilar1 ve diger organizmalarin arasindaki ilging fark ise ar1
spermasina yabanci bir DNA aktarmadan 6nce yikama islemi gerekmemesidir (Pen
2018). Bal arilarinda sperme CRISPR (plazmit) uygulama (STAGE: Sperm Transfection
Assisted Gene Editing/ Sperm Transfeksiyon Yardimli Gen Diizenleme) girisimi ilk kez
Pen (2018) tarafindan gerceklestirilmis ancak spermi transfekte edememis ve bir
modifikasyon basarisi saglanamamistir. Aslinda Sperm aracili ¢alismalarda en 6nemli
asama hiicrelerin transfekte edilmesidir. Bu agidan, gelecekte yapilacak olan CRISPR ile
sperm transfeksiyonlarimda bir GFP ya da farkli bir isaretleyici kullanilmasi ile
transfeksiyon bagarisinin, transkripsiyon ve translasyonun test edilmesi onerilmektedir.
Bu sayede istenilen hedefe ulasmada basarinin artacagina inanilmaktadir.

Bu calisma kapsaminda ortaya konan miicadele stratejisi, basarisi ve
stirdiiriilebilirligi bakimindan degerlendirildiginde diger miicadele yontemlerine gore
olduk¢a avantaj saglamaktadir. Son yillarda en ¢ok ilgi gosterilen Varroa’ya karsi
davranissal direng temelli 1slah ¢alismalar1 kapsaminda seleksiyon programinin yavas ve
siirh diizeyde isledigi bilinmektedir. Bu durumun, sebebinin ise hala kesin bir sekilde
ortaya konulmamis olan fizyolojik mekanizmalardan kaynaklanabilecegi bildirilmistir
(Biichler 2010). Islah ¢alismalarinda ¢evresel faktorlerin oldukga etkili oldugu dolayisiyla
cevre varyansinin yiiksek olmast da yontemin dezavantajlar1 arasindadir. Varroa
akarlarmma  karst  davramigsal  direnglerin  etkinliginin @ ve  yogunlugunun
degerlendirilmesinin oldukga zor oldugu da yontemin kisitlayici faktorlerindendir (Yildiz
ve Karabag 2022). Ote yandan hem hijyenik davranista hem de timar davranisinda elde
edilen basar1 oranlar1 nispeten diisiiktiir. Dogal kosullarda; Afrika bal arisinda (A.m
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scutellata) %32 (Vandame vd. 1996), A.m. intermissa’da %15,5, A.m. carnica’ %16,6
(Boecking ve Drescher 1992), Avusturalya arilarinin %20'sinin (Oxley vd. 2008) hijyenik
davranig gosterdigi bildirilmistir. Kontrollii kosullar altinda yapilan bir ¢alismada ise 76
kolonide sadece %9.2'si %50'den fazla bulasik yavrulari uzaklastirmistir (Boecking ve
Drescher 1998). Timar davranisinda hijyenik davranisa gore oranlar biraz daha yiiksek
(Rosenkranz vd. (1997): %45; Aumeier (2001): %66; Bak ve Wilde (2015): % 86; Yildiz
ve Karabag (2022): %65) gibi goriinse de gosterilen timar davranigi sadece yetiskin
akarlarin ar1 tizerinden atilarak uzaklastirilmasi prensibine dayanmaktadir ve g¢ogu
durumda akara herhangi bir zarar verilmemektedir. Literatiirde miicadeleye yardimci
biyoteknolojik teknikler arasinda sadece RNAi teknolojisi bulunmaktadir. Strateji genel
olarak RNAI ile Varroa’nin yasamsal ve iireme ile ilgili genlerinin hedeflenmesini
icermektedir. dsRNA iletim yolu olarak; direk olarak enjeksiyon, topikal uygulama,
dsRNA soliisyonuna daldirma, beslenme yoluyla bal arisina verilen dsRNA’nin
Varroa'ya yatay olarak aktarilmasi, bakteriler tarafindan eksprese edilen dsSRNA’larinin
arilara beslenme yoluyla verilmesi ve yine yatay olarak akara aktarilmasi gibi yontemler
bulunmaktadir. Elde edilen basarilar ise; %55, %85 (Campbell vd. 2016), %60 (Garbian
vd. 2012) oranlar1 arasinda degismektedir. Yontem umut vadediyor gibi goriinse de RNAi
teknolojisinin maliyetli olmasi ve dsSRNA stabilitesinin, pratik olarak RNAI kullanimini
etkilemesi en Onemli dezavantajlar arasindadir. Ciinkii dsRNA aktivitesi canlinin
hemolenfinde siirlt bir siireye kadar dayanmaktadir ve bu siirenin sonunda tekrardan
dsRNA verilmesi gerekmektedir (72 saat (Campbell vd. 2010)). Diger yandan, Varroa’da
hedeflenen genlerin, bal arisindaki genlerle yiiksek homoloji géstermesinin, bal arilarinda
da mortaliteye neden olabilecegi biiyiik endise konusudur.
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6. SONUCLAR

Amag ve hedeflere basariyla ulagilarak tamamlanan bu tez calismasinda CRISPR-
Cas9 teknolojisi araciligryla Anadolu bal arisinin bir ekotipi olan Mugla bal arisinda
Varroa destructor ile ar1 arasindaki molekiiler iliskiyle ilgili olabilecegi diisliniilen
JHAMT geni susturularak mutant is¢i arilar elde edilmistir. JHAMT geni bakimindan
mutant isci arilar ile normal is¢i arilar Varroa’nin konukgu tercihi bakimindan in vitro ve
in vivo kosullarda karsilastirilarak JHAMT geninin tercih iizerine etkisi belirlenmistir. /n
vitro tercih testine tabi tutulan Varroa’lara, JHAMT mutant isci larvasi ve yabani tip isci
larvasi sunuldugunda Varroa’lar yiiksek oranda (%70) yabani tip is¢i larvalarini tercih
etmistir (p=0,002). [n vivo kosullarda ise kontrol grubu kolonilerden alman petek
ornekleri ve gen diizenlenmis kolonilerden alinan petek 6rnekleri incelendiginde, mutant
peteklerde Varroa tespit edilememistir (p=0,037). Bu sonuglar, Varroa’nin konuk¢u
tercihinde JHAMT geninin etkili oldugu kanaatini dogrulamustir.

Bu tez calismasindan elde edilen sonuglar jiivenil hormon yolagi manipiile
edilerek Varroa’ya kars1 yeni ve siirdiiriilebilir bir ¢oziim Onerisi gelistirilebilecegini
gostermistir. Molekiiler yontemler kullanilarak yapilan gen diizenlemeler sonucunda
akarlar tarafindan tercih edilmeyen kolonilerin yetistirilebilme olasilig1 bu alanda yeni
ufuklar acacaktir. Bu sayede, akarla miicadelede kullanilan kimyasal gerekliligi ortadan
kalkacaktir. Tarimsal girdiyi azaltip maliyeti diisiirecek ve kimyasallarin basta arilar
olmak tizere insan sagligima ve cevreye verdigi zarar engellenebilecektir. Gen
diizenlemenin arilarda olusturabilecegi fizyolojik ve metabolik sonuglarin arazi
kosullarinda daha kapsamli sekilde degerlendirilmesi ve koloni performansi iizerine
etkilerinin arastirilmasi ayrica gerekmektedir.

Mevcut literatiir incelendiginde, Varroa’nin kompleks konukc¢u tercih
mekanizmasina ragmen konuyla ilgili molekiiler ¢ikt1 sayisi oldukg¢a azdir. Bu durum goz
Ontine alindiginda, farkli molekiiler tekniklerin de konuya adapte edilerek mekanizmanin
aydmlatilmaya devam edilmesi gerekmektedir. Molekiiler verilerin Varroa sorununu
ortadan kaldirmaya yardimci olacak etkin yontemler gelistirmeye ciddi katkilar
saglayacagi ¢alisma sonucunda ortaya koyulmustur.

Yakin zamanda kesfedilmis, adaptif bir bakteriyel bagisiklik sisteminden tiiretilen
CRISPR-Cas teknolojisi giiclii bir gen diizenleme yontemi sunmustur. Bir¢ok canli
tiriinde kullanim1 hizla yayginlasan ve bir¢cok gen fonksiyonun ortaya g¢ikarilmasinda
basar1 saglayan bu teknolojinin diinyadaki yerine bakildiginda 6zellikle ¢iftlik hayvanlari
bakimindan iilkemizin istenilen seviyede olmadigi goriilmektedir. Bu sebeple, benzer
caligmalarin tilkemizde de yapilmasinin zorunluluk haline geldigi anlasilmaktadir.

Bu ¢alisma; CRISPR-Cas9 yonteminin, bal aris1 kayiplarinin en biiyiik sorumlusu
olan Varroa ile miicadelede kullanilmasiyla alaninda ilk olma 6zelligi tasimaktadir.
Ayrica literatiirdeki bal aris1 CRISPR ¢alismalari arasinda, CRISPR RNP kompleksinin
kullanilmasi ve CRISPR’1n bal aris1 sperm hiicrelerine basarili bir sekilde uygulanmasi
bakimindan da ilktir. Alanindaki bir¢ok ilkleri barindiran bu g¢alismadaki sonuglar
titizlikle yorumlanmali ve Varroa ile miicadelede sundugu yeni stratejiye
odaklanilmalidir. Ortaya koyulan miicadele stratejisi ve biyoteknolojik tekniklerin
kullanim sekli, sadece bal arillarinda degil yakin tiirlere ya da diger ¢iftlik hayvanlarina
adapte edilerek etkin sonuglar saglama potansiyeli bulundurmasi agisindan da 6nemlidir.
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