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OZET
Doktora Tezi

Siine (Eurygaster maura) Vitellogenin genlerinin karakterizasyonu ve ifade diizeylerinin

belirlenmesi
Asli Dageri
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Dog. Dr. Nurper Giiz

Siine, Eurygaster maura, bugday tarlalarinin en 6nemli zararlisidir. Siine yagsam dongiisi “aktif” ve
“pasif” olmak lizere ikiye ayrilir. Zararli aktif donemde beslenme, lireme, yumurta birakma gibi
faaliyetlerini yerine getirir ve sonra oliir. Yumurtadan ¢ikan nimflerin gelismesiyle olusan yeni
nesil ergin bireyler bugday tarlalarinda beslenip bugday hasadini takiben pasif doneme gegerler.
Pasif donem yar1 uyku (yazlama) ve diyapoz (kislama) dénemlerini kapsar. Siine diyapoz siiresince
yasamini siirdiirebilmek i¢in viicudunda yag olarak depoladigi besinleri kullanir ve ilkbaharda
ovalara gd¢ ederek biyolojik dongiisiinii tamamlar. Boceklerde iireme basarisi ovarilere besin
saglayan vitellogenin (Vg) sentezine baglidir. Vg genelde yag dokusundan sentezlenip, hemolimfe
salgilanir ve gelisen oositler tarafindan oosite alinir. Disi bireylerle 6zdeslesmis bu proteinin son
yillarda iireme disinda farkli gorevlerde de bulunabildigi saptanmistir. Bu tez ¢alismasinda siine
yag dokusu cDNA Kkiitiiphanesinde saptanan {i¢ adet vitellogenin proteinini kodlayan genler
(EmVgl, EmVg2 ve EmVg3) sunulmus, PCR, RACE PCR ve dizileme teknikleri kullanilarak
tahmini aminoasit dizilerinin karakterizasyonu yapilmistir. Niikleotid ve tahmini aminoasit dizileri
EmVg’lerin en fazla Hemiptera takimindan Plautia stali Vg’lerine benzerlik gosterdigini ortaya
koymustur. Filogenetik agaclar Neighbour Joining yontemiyle, tahmini protein yapilarina iligskin
tahmini {i¢ boyutlu yapilar ise Hidden Markov modeli kullanilarak tespit edilmistir. Real Time PCR
teknigi ile Vg ifade diizeyleri siinenin farkli gelisme donemleri, farkli doku ve organlari ile 6nemli
biyolojik dénemlerinde arastirtlmigtir. Analiz sonucu, EmVg’lerin sinir sistemi, yag dokusu, ovari,
kas sistemi, malpigi tiipleri, orta bagirsak, bas ve trake gibi doku ve organlar arasinda en yiiksek
bocek basinda ifade oldugu goriiliirken, gelisme donemine iliskin ise en fazla ergin donemde
sentezlendigi ortaya ¢ikmustir. VQ’lerin ayrica disi bireylerde en fazla ovalara gd¢ Oncesinde,

erkekler bireylerde ise yazlama doneminde en yiiksek ifadeye sahip oldugu saptanmistir.

2016, 99 sayfa
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ABSTRACT
PhD Thesis
Molecular characterization of Vitellogenin genes and their expression levels in Eurygaster maura
Asli Dageri
Ankara University Biotechnology Institute
Assoc. Prof. Nurper Guz

Sunn pest, Eurygaster maura, is one of the major harmful pests for cereal crops. The biological
cycle of the sunn pest consists of active and passive stages. During the active stage, sunn pest
completes the processes of feeding, mating, laying eggs and later dies. Following the wheat
harvest, the new generation adults emerged from the hatched eggs enter a passive stage after
feeding on grains. Passive stage comprises semi-sleep (aestivation) and diapause (overwintering)
phases. Nutrition stored as fat body is consumed in order to survive during the diapause phase and
sunn pest completes its biological cycle in the spring by migrating to the fields. Reproductive
success of insects depends on vitellogenin (Vg) synthesis, which supplies nutrients to the ovaries.
Vg is usually synthesized by fat body, secreted into the hemolymph and then sequestered by
developing oocytes. In recent decades, it has been demonstrated that this protein, which has mainly
been associated with females, also has different functions besides reproduction. In this thesis, three
genes (EmVgl, EmVg2 and EmVg3) encoding Vg proteins were presented in cDNA libraries
generated from the fat body of overwintering adults and the characterization of the deduced amino
acid sequences were carried out using PCR, RACE PCR and sequencing techniques. Nucleotide
and deduced amino acid sequences reveal that EmV/gs show high similarities to VVgs of Plautia stali
from Hemipteran. Phylogenetic trees were inferred using the Neighbor-Joining method, while
predicted three dimensional structures of the putative proteins were created using the Hidden
Markov model. Vg expression levels of different tissues and organs, developmental stages, and
biologically-important times were examined using Real Time PCR. High abundance of EmVg
MRNAs were detected in the head among tissues and organs including the nervous system, fat
body, ovary, muscles, Malpighian tubules, midgut, head, and trachea, while it is highly synthesized
in adults relevant to developmental stages. Also highest expression of EmVgs was found in females

in the pre-migration phase and in males during the aestivation phase.

2016, 99 pages
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1. GIRIS

Gilinliik insan beslenmesinin en 6nemli kaynagi bugdaydir. Siine, Eurygaster maura
(Hemiptera: Scutelleridae), bugdayin en énemli zararlisidir. Zararli sahip oldugu sokucu-
emici agiz yapisi ile bugday tanesini sokup emerek “akbasak™ ve “kurtbogazi1” zararlarini

olusturur. Siine zarar1 gérmiis iiriinde kalite ve verim kayb1 meydana gelir.

Siine basta Giineydogu Anadolu Bolgesi olmak iizere, 1920’li yillardan bu yana iilkemizde
yayilis gostermekte ve her yil ortalama 70-80 milyon dekar alana bugday ekilmektedir.
Mevcut tiretim alanlarinin yarisina yakin boliimi siine tehditi altinda kalmakta ve etkili
miicadele yapilmadig: takdirde, iiretimde %100’e ulasan iiriin ve kalite kayiplar ile karsi
karsiya kalinmaktadir. Siine ile miicadelede bugiine kadar fiziksel, mekanik, kimyasal ve
biyolojik miicadele yontemlerinden faydalanilmistir. Giiniimiizde ise siine miicadelesinde
tim miicadele yontemlerini bir arada barindiran entegre miicadele ydnetim sistemi

uygulanmaya ¢aligilmaktadir (1).

Siine yasam dongiisii “aktif” ve “pasif” olmak tizere ikiye ayrilir. Zararli aktif donemde
beslenme, tireme, yumurta birakma gibi faaliyetlerini yerine getirirken, bu dénemde bir
disi ortalama 80 adet yumurtayi, yumurta paketleri halinde bugday yapraklar {izerine
birakir. Pasif donemi ise kendi icerisinde “yazlama” ve “kislama” olarak ikiye ayirmak
mimkiindiir. Yazlama doneminde yar1 uyku halinde olan siineler, yer degistirme ve
hareket etme davraniglarini siirdiirebilirler. Kislama doneminde ise, tam uyku hélinde olan
stineler diyapoz siiresince yasamlarini siirdiirebilmek i¢in yag dokusunu rezerv olarak
kullanirlar. Havalarin 1sinmasi ile birlikte gruplar halinde ovalara inen kislamis erginler
yumurta biraktiktan sonra Oliirler (2-4). Yumurtadan ¢ikan nimfler ve daha sonra ergin
halini alan bu bireyler bugday basaklarinda oburca beslenip, bugday hasadini takiben pasif
doneme gegerler. Pasif donemdeki siineler yazlama siireci sonrasi kislaklara gekilirler (3,
5).

Boceklerde ovarilere besin saglayan en 6nemli proteinlerden birisi vitellogeninlerdir (6).
Vitellogenin genellikle ekstraovarial olarak abdominal yag dokusunda sentezlenir,
hemolimfe salinir ve gelisen oositlerde bulunan reseptorler tarafindan oosite alinir (7-9).
Disi tireme sistemindeki 6nemli rolii nedeni ile vitellogenin, disilere 6zellesmis bir protein

olarak bilinmektedir (9). Ancak yapilan ¢alismalar bu proteinin erkek bireylerde ve seksiiel



acidan gelismemis canlilarda da sentezlendigini ortaya koymus ve vitellogeninin {ireme
disinda baska gorevlerde de bulunabilecegini akillara getirmistir (10, 11). Son yillarda
vitellogeninin is¢i arilarda sosyal agidan hormonal diizeni sagladigi, antioksidan goérevi
yaptig1l, ayrica sosyal bodceklerde kast olusumunda gorev paylasimi ve davranis

ozellesmesinde rol aldig1 rapor edilmistir (12-17).

Giliniimiizde Molekiiler Biyoloji ve Biyoteknoloji alanlarinda kaydedilen ilerlemeler ile
fonksiyonel genomiks c¢alismalart adi altinda, hedef genlerin karakterizasyonu,
organizmadaki ifade seviyelerinin belirlenmesi ve bu genlerin ifadesine miidahele
yontemleri gelistirilmekte ve uygulanmaktadir. Bdoceklerde yapilan bu caligmalarla
organizma fizyolojisinde yer alan yolaklar anlasilarak, Bitki Koruma alaninda zararlilarla
miicadelede alternatif teknikler gelistirilebilmektedir. Bu alanda siine ilgili yapilan

calismalarin sayisi, diger boceklere kiyasla oldukca azdir.

Bu tez calismasi ile vitellogenin proteinlerinin siine iireme fizyolojisindeki roliiniin
anlasilmasi ve bu kapsamda elde edilen bilgilerin kullanilmasiyla siine miicadelesinde yeni
stratejilerin  gelistirilmesine olanak saglamak hedeflenmektedir. Siinede vitellogenin
proteinini kodlayan ii¢ gen bulunmustur. EmVgl, EmVg2 ve EmVg3 olarak isimlendirilen
bu ii¢ genin karakterizasyonlar1 yapilmistir. Disi lireme sistemiyle Ozdeslestirilen bu
genlerin siinenin farkli gelisme donemlerinin yani sira, farkli doku ve organlarindaki ifade
profilleri arastirilmigtir. Ayrica siine biyolojisinde yer alan 6nemli dénemlerde, her iki

cinsiyete ait 6rnekler toplanarak, bu genlerin ifade seviyeleri tespit edilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. SUNENIN TANIMI

Siine, Eurygaster sp., Hemiptera takimindan Scutelleridae familyasina ait yaklagik 1 cm
boyunda, toprak renginde, yassi viicutlu, sokucu emici agiz yapisina sahip bir zararlhdir.
Diinyada Yakin ve Orta Dogu iilkeleri ile Dogu ve Giineydogu Avrupa iilkelerinin tahil
alanlarinda baskin tiir olan siine, 1927 yilindan beri Tiirkiye’de en fazla Giineydogu
bolgesi olmak lizere, birgok kesimde yayilis gosteren onemli tarimsal zararlilardan biridir
(18-22). Diinyada Eurygaster cinsine ait on bes tiir bulunmaktadir. Ulkemizde ise
ekonomik olarak zarar yapan Eurygaster integriceps Put., Eurygaster maura L. ve
Eurygaster austriaca Schrank tiirlerinin yani sira, ayrica zarar yapmayan Eurygaster
dilaticollis Dofhrn, Eurygaster hottentota F., Eurygaster schreiberi Mont. ve Eurygaster

testudinoria Geoff. tiirleri ile birlikte toplam yedi tiiri saptanmustir (2-4).

Tez ¢alismasinin ana materyalini olusturan E. maura oval goriiniimlii, genis ve yassi
yapida viicuda sahiptir. Zararlinin tiggen seklindeki basi protoraks igerisine dahil olmustur.
Bas kisminda iki adet petek goz ve bes segmentli bir ¢ift anten bulunmaktadir. E.
integriceps’e biiyiikk oranda benzerlik gosteren tiiriin ayrimi, erkek bireylerde {ireme
organinin kitin yapisindaki ¢ikintilariin kivrik olmasi ile disi bireylerde ise orta genital

plakalanin VII. abdominal sternumun kenarina ulagmasi ile yapilabilmektedir (3, 23).
2.1.1. SUNE BIYOLOJiSI

Stine yasam dongiisiinii aktif ve pasif olmak iizere iki evrede tamamlayan, yilda tek dol
veren bir zararlidir. Erginler dokuz ay siiren pasif donemini, basta yaz mevsiminin bir
boliimii olmak iizere, sonbahar ve kig mevsimlerinin tamamint ve ayrica ilkbaharin bir
boliimiinti kislak alanlarda diyapoz halinde gegirirler. Yiiksek yerlerde kislayan bdcegin
pasif donemi de kendi icerisinde ‘“yazlama” ve “kislama” olarak ikiye ayrilir. Siine
yazlama doneminde yart uyku halinde hareket yetenegini slirdlrip, yer
degistirebilmektedir. Kiglama doneminde ise EKim-Kasim aylarindan Mart-Nisan aylarina
kadar tam diyapoz halinde yasamin siirdiirmektedir. Yazlama doneminde yiiksek yerlere
gbc eden siineler, kis aylarinda soguklardan korunmak maksadiyla asagi bolgelere

yerlesirler (2-4). Zararl kis aylarini kislak alanlarin bitki ortiisiine baglh olarak mese, cam,



kirpi otu, geven gibi bitkilerle, yere dokiilmiis yapraklarin altinda gizlenerek gecirir.
Kislamis erginler bahar mevsimi ile beraber kisladiklari bdlgelerde toprak sicakligi
15°C’ye ulagtiginda, tahil alanlarina gog ederler. Erginler gog ettikleri bolgede beslenir,
ciftlesir ve hububat yapraklarinin alt ylizeyine yumurta biraktiktan yaklasik 1-4 hafta sonra
Olirler. Disilerin yumurtlama siiresi 1-2 ay kadar devam eder. Disi bireyler ortalama 80

adet yumurtay1 5-6 yumurtlamada 12-14 adetlik yumurta paketleri seklinde birakirlar (3).

Siine yumurtalarinda gelisime bagli olarak bazi degisiklikler goriilir (Sekil 2.1).
Yumurtalar ilk birakildiklarinda ¢aplar1 1-1,2 mm, renkleri ise iizerinde bulundugu
yapragin filiz yesili rengindedir (Sekil 2.1.1). Yumurtalar bulunduklar1 bolgenin iklim
sartlarina gore ortalama 3-4 giin sonra esmerlesmeye baglarlar. Yaklagik 5 giin gectikten
sonra, yumurta iizerinde siyah yuvarlak bir leke meydana gelir (Sekil 2.1.2). Lekeler 2-3
giin sonra kaybolur ve ¢apa seklinde kirmizi renkler olusur (Sekil 2.1.3) (2-4). Yaklasik bir
hafta sonra agilan yumurtalardan 1. donem nimfler ¢ikar. Besinci donem nimfe
ulasildiginda ise yeni nesil erginler meydana gelir. Yumurtadan ergin olusumuna dek

gecen bu siire yaklasik 1,5-2 ay siirer.

Yeni nesil erginler kislama Oncesi enerji depolayabilmek i¢in bugdayda oburca beslenir
(Sekil 2.2) ve hasat donemi sona erdiginde kigslama alanlarina gekilirler (3, 5). Kislaklarda
pasif donemlerini gegiren siineler, beslenme sonrasi viicutlarinda depoladiklar1 yag
dokusunu enerji kaynagi olarak kullanarak, hayatlarimni siirdiiriirler. Bu donemde harcanan

yag orani iklim ve c¢evre kosullarina baglh olarak, kislama doneminde yazlama donemine

gore daha fazladir (3, 24).

Sekil 2.1. Siine yumurtalarinda gelisime bagli olarak gézlenen degisimler



Sekil 2.2. Bugday bitkisi iizerinde beslenen ergin siine

Yeni nesil erginlerin ovalarda goriilmesi o yilin iklim ve ¢evre kosullarina gére degismekle
beraber, genellikle Mayis ve Temmuz aylar1 arasindadir. Yeni nesil erginler kisi
gecirebilmek i¢in bugday tarlalarinda oburca beslenirken, sadece 1-2 giinde bugdayda
%100’e varan ekonomik zarar meydana getirebilirler. Bugdaym olgunlasip sertlesmeye

baslamas1 ve havalarin sogumasi ile beraber ovalardan kislak alanlara dogru go¢ ederler

(3).
2.1.2. SUNE ZARARI

Siine, erken dénemdeki bugdaylarin saplarini1 sokup emerek beslenmek suretiyle, bitkinin
kurumasina neden olur. Bu zarara “kurtbogazi” zarar1 ad1 verilir. Cigeklenme donemindeki
bugday saplarinda beslenerek, bugdaym basaklarinda beyazlasmaya ve basaklarin
kurumasina neden olur. Bu zarar sekline ise “akbagsak™ zarar1 adi verilmektedir. Siine siit
olum donemindeki bugdayin tanelerinde beslendiginde, ekmeklik, makarnalik ve tohumluk

olarak kullanilacak iiriiniin niteliklerini yitirmesine sebep olur (2, 3, 25).

Siine, sokucu emici agiz yapisiyla emgi yaparken, bugday tanesinin igerisine proteolitik
enzimler birakarak, bugdaydaki gluten proteininin hidrolizasyonuna sebep olur. Birakilan

proteaz enzimi siine zararina ugramis bugdayin islenmesi esnasinda, tanenin ogitiilmesiyle



una karigir, ancak su igerigi yeterli olmadigi igin enzim herhangi bir etki gostermez. Uygun
nem ve sicaklik kosullarinin saglanmasiyla un hamur haline geldiginde, enzim aktifleserek
bugdaydaki gluteni pargalar. Bunun sonucunda hamur yumusar, hamurun yogurma ve
bicim verme islemleri sirasinda esnekligi azalir, makine ve elde islenmesi zorlasir,
fermentasyonda gaz tutma potansiyeli azalarak ekmegin kabarmasi engellenir (26).
Ozellikle tane olusum doneminde meydana gelen siine emgi oran1 %35°’ten fazla ise, bugday

ekmeklik olma 6zelligini yitirir (27).
2.1.3. SUNE MUCADELESI

Siine miicadelesini ii¢ kademede incelemek miimkiindiir (2).
2.1.3.1. Siine Miicadelesinde 1927-1960 Yillar1

Gecmis yillarda hububat iireticileri egitim eksiklikleri nedeniyle siine miicadelesine iligkin
olarak, bugday tarlalarina muska asmak ve ip ¢ekmek gibi yontemleri kendi baglarina
tireterek uygulamuslardir (2, 28, 29). 1928 yilinda ise siine miicadelesine ilk kez devlet
tarafindan destek verilmistir. Ciftciler elle, atrapla ve kalburla siine toplamaya tesvik
edilerek, fiziksel miicadele uygulanmaya baslanmistir. Toplanilan kislamig ergin siineler
devlet tarafindan satin alinmis ve kire¢ ¢ukurlarinda imha edilmistir. Fiziksel miicadele
1954 yilina kadar siirdiirilmiistir (29). 1939 yilindan itibaren siinenin kislak alanlarda
altinda barindig1 bitkiler gaz yagi ve alev makinesi ile yakilarak, mekanik miicadele
uygulanmaya baslanmistir. Yapilan igslemler toprak erozyonu ve doga tahribatina neden
oldugu i¢in 1954 yilinda durdurulmustur. Bu siire zarfinda siine toplama makinesi ile
mekanik miicadele uygulanmaya devam edilmis, ancak herhangi bir verim saglanamamistir
(2, 29). 1955 yilinda ise kimyasal miicadele, zararlinin nimf ve yeni nesil ergin

donemlerinde uygulanmaya baslanmastir.

2.1.3.2. Siine Miicadelesinde 1960 — 2004 Yillar1

Kimyasal miicadelenin baslatildigi ilk on yil organik fosforlu ilaclar (parathion) ve
klorlandirilmis hidrokarbonlu bilesikler (DDT) kullanilmistir. Miicadele 1967 yilina kadar
toz ilaglarla siirdiiriiliirken, bu listeye daha sonra sivi formiilasyona sahip ilaglar da
eklenmistir (30). 1983 yilinda DDT’nin kullaniminin yasaklanmasiyla miicadeleye sivi

formiilasyonlu ilaglarla devam edilmistir. Genis alanlarda sentetik piretroidli ilaglarin



kullanimina 1985 yilinda, ULV (Ultra low volume—Cok diisiik hacimli) formiilasyonlu
ilaclarin kullanima gecis ise 1987 yilinda baglanmistir. ULV uygulamasinin kullanim orani
riizgarla bagka alanlara tasinma ve dogal diismanlarda olusturdugu olumsuz etkisinden
dolay1 2000’1i yillarda azalmistir (2, 28).

Stinenin biyolojik miicadelesinde kullanilabilecek dogal diismanlar; yumurta parazitoit ve
predatorleri, ergin i¢ ve dig parazitoitleri, ergin ve nimf predatorleri ile hastalik etmeni
Beauveria ve Aspergillus funguslaridir (1). Trakya’da 1995 yilinda bugday tarlalarina
Trissolcus grandis tiiriine ait parazitoidin salimi gercgeklestirilmis, ancak salim geciktigi

i¢in basarili sonug alinamamustir (1, 31).
2.1.3.3. Siine Miicadelesinde 2004— Giiniimiiz

Kimyasal miicadele uygulamasit 2006 yilina kadar ¢cogunlukla ucak ile siirdiiriilmiistiir.
2006 itibari ile bu uygulamaya son verilmis ve sadece yer aletleri ile kimyasal miicadeleye
devam edilmistir. Siine ile miicadele, ilk uygulanmaya baglandig1 itibaren devlet
miicadelesi seklinde yiiriitiilmiistiir. 2005 yili itibariyle bu miicadele kademeli olarak
Devlet Yardim Miicadelesi’ne, 2009 yilindan itibaren ise Yonetimli Ciftci Miicadelesi’ne

doniistiiriilmiis ve glinlimiizde bu uygulama halen devam etmektedir (1, 30).

Glinlimiizde siine ile miicadele ¢alismalar1 entegre miicadele seklinde siirdiiriilmektedir.
Cevre ve Orman Bakanlig: ile Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlig: siine ile biyolojik
miicadelede gorev alan parazitoidlerin etkinligini arttirmak amaci ile “Agaclandirma
Projesi” baslatmistir. Proje kapsaminda siine ile yogun miicadelenin gergeklestirildigi
illerde Ahlat, Akasya, Badem, Dut ve Sarisalkim agaclari dikilmistir. Bu amagla Konya
Seker Fabrikasi, Konya ve Ankara’da bulunan tahil alanlarinin etrafina bir milyonun

tizerinde agag¢ dikimi gergeklestirmistir (1).

2004 yilinda Adana Zirai Miicadele Arastirma Enstitiisii “Ulkesel Siine Projesi”
kapsaminda Trissolcus semistriatus yumurta parazitoitinin kitle iretimini gerceklestirerek,
proje cercevesinde enstitiide kitle liretim ve salim caligmalar1 yapmistir. Adana Zirai
Miicadele Arastirma Enstitiisi’nlin teknik destegi ile T. semistriatus kitle iretim

merkezleri 2007 yilinda Konya, 2009 yilinda ise Kirklareli Gida, Tarim ve Hayvancilik il



Miidiirliikleri’nde de kurulmustur. Uretim ve salim calismalar1 giiniimiizde de devam

etmektedir (1).

2.2.  BOCEKLERDE DiSi UREME FiZYOLOJiSi
2.2.1. BOCEKLERDE DiSI UREME SISTEMINE GENEL BiR BAKIS

Boceklerde disi tireme sistemi, vajina, yardimei bezler, ovari (yumurtalik), genel ovari
kanali, spermateka, yan ovari kanali, ovariyol (yumurta tiipleri) ve oosit (yumurta hiicresi)
gibi temel yapilardan olusmaktadir (Sekil 2.3). Vajina, bocegin genital organi ve ovari
kanalinin uzantisidir. Ovariyoller konik bigimli yumurta tiipleri olup, oositlerin gelisimi ve
biiyiimesi burada gergeklesir. Ovariyollerin sayis1 bocegin biiyiikliigii ve lireme stratejisine
gore her bocekte farklik gostermektedir. Ortak ovari kanalindan koken alan lateral ovariyol
kanallari, ovarilerin birlesmesini saglar. Yardimci bezler sement, zehir ve yag gibi
maddelerin salgilanmasinda goérev alir. Ciftlesme sonrasi, yumurtanin ddllenebilmesi i¢in

spermlere ihtiya¢ duyulana kadar, spermler “spermateka’ adi verilen kapsiil benzeri kesede

depo edilir (32).

Ovariyol
Lateral ovidiikt kanali — Spermateka
Ortak ovidiktkanalr
= Spermatekal bez
Yardimei bezler — Genital bolme

Vajina

Sekil 2.3. Disi lireme sistemi (32)



2.2.2. VITELLOGENEZ

Oviparius (yumurta ile tireyen) canlilar yumurtanin gelisimi igin “vitellin” adindaki yolk
proteinine ihtiya¢ duyarlar. Boceklerde vitellin proteininin onciili vitellogenin, genellikle
abdominal yag dokusunda sentezlenir, hemolimfe salinir ve gelisen oositler tarafindan
alinir (7-9). Daha sonra embriyolarin gelisimi i¢in gerekli besini saglamak iizere, 00sit
sitoplazmasinda kristal formda “vitellin” olarak depo edilir (33). Vitellogenez,
vitellogeninin yag dokusu tarafindan sentezlenip, oosit tarafindan alindig: ve sitoplazmada
depolanana kadar gegirdigi siireye denilir (32). Vitellogenez siirecinde bocek oositleri yolk
proteini vitellini depolayarak, embriyonun gelisimi i¢in gerekli olan besini saglar ve hizl
bir sekilde biiytirler (9).

Vitellogenezde folikiil hiicrelerinde hiicre igi bosluklar olusarak vitellogenin alinimi
kontrol edilir. Juvenil hormon ise folikiil hiicrelerinde olusan agikligi Na'/K* ATPaz
aktivitesini arttirarak regiile eder. Vitellogeninin oosit membranina gegisi, reseptor-aracili
endositoz araciligiyla saglanmaktadir. Reseptor-aracili endositoz asamasinda hiicre
membraninda bulunan vitellogenin reseptdrii, vitellogenini tantyip sikica baglanir ve
iceriye alir. Endositoz islemlerinin ¢ogunda goérev alan. Klatrin proteini, reseptoriin
vitellogenine baglandig1 yerde birikir ve reseptor-vitellogenin kompleksi, klatrin kaplh
vezikiille bir biitiin olusturur. Sonrasinda klatrin kaplama kaybolarak, transisyonel
(gecisken) yolk yapilarimi olusturmak tiizere endozom formunu meydana getirir.
Vitellogenezin son asamasinda vitellogenin ile reseptor birbirinden ayrilarak,
vitellogeninler kristalize bir formda olgun yolk yapilarina eklenirken, reseptorler tekrar

kullanilabilir formda tiibiiler bolmelerde kalirlar (32) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Sivrisinekte vitellogenezde meydana gelen reseptor-aracili endositoz (32)

Pan et al. (1969) Hyalophora cecropia ve Periplaneta americana’nin disi ve erkek
bireylerinde yaptiklari ¢caligmada, disilerde vitellogeninin yag dokusundan sentezlendigini
gozlerken, erkek yag dokusunda ise vitellogenin sentezine rastlamamistir. Bu caligsma ile
beraber arastirilan protein “vitellogenin” adint almistir (9). Sonraki yillarda yapilan
calismalar da vitellogeninin genellikle yag dokusundan sentezlendigini ortaya koymustur.
Chino et al. (1976) Philosamia cynthia’nin pupa dénemi hemolimfinden izole etikleri
diagilgliserol barindiran 6nemli lipidleri, lipoprotein I ve II olarak tanimlamistir. Yapilan
vitellogenin arastirmalar1 sonrasinda, bu bocekte tanimladiklar1 lipoprotein II’nin esasen
vitellogenin proteini oldugunu tespit etmislerdir (34). Koeppe ve Ofengand (1976),
Leucophaea maderae vitellogenininin bes adet heterolog alt {iiniteden olustugunu
bildirmistir (35). Della-Cioppa ve Engelmann (1987) ise, L. maderae yag dokusundan
vitellogenin sentezini in vivo ve in vitro ortamlarda galismis, 215 kDa agirligindaki heniiz
salgilanmamis pre-Vg’nin (vitellogenin onciilil) yag dokusu ile beraber fosforile oldugunu

ve proteolitik olarak kesime ugradigini rapor etmistir (36). Sivrisinekte vitellogenin
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mRNA’sinin vitellin halinde depolanana kadar gegen siiregte meydana gelen islemler Sekil

2.5°de verilmistir.
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Sekil 2.5. Sivrisinekte Vg mRNA’sindan vitellin olusana dek gergeklesen islemler (32)
2.2.3. VITELLOGENIN REGULASYONU

Vitellogenin gen regiilasyonunda juvenil hormon, ekdisteroidler ve noéropeptitler rol alir
(37-40). Tufail et al., Vg transkriptininin hormonal regiilasyonununda gérev alan etmenleri
i grupta incelemistir (41). Buna gore birinci gruptaki bocekler Vg transkripsiyonunda
sadece juvenil hormon kullanirken, ikinci gruptakiler ekdisteroidlere gereksinim duyar.
Ucgiincii grupta yer alan bocekler ise juvenil hormon ve ekdisteroidlerin yan1 sira ilave

hormonlara ihtiya¢ duyarlar.
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Hemimetabol (yar1 baskalasim gegiren) boceklerin de dahil oldugu birinci grupta juvenil
hormon vitellogeninin translasyonu, regiilasyonu ve oositler tarafindan alinmasinda gorev
almaktadir (32). Ikinci grup bdcekler Vg regiilasyonu igin ekdisteroidlere ihtiyag duyarlar.
Dipterlerde juvenil hormon vitellogenin salinimini diizenlerken, 20-hidroksiekdizon (20E)
ise iiretim miktarini diizenlemektedir (32). Lepidopterlerin dahil oldugu tglincii grup
boceklerde ise Vg transkripsiyonu i¢in juvenil hormon ve ekdisteroidlerin yani sira ilave
hormonlara ihtiyag duyulmaktadir. Bunlardan insiilin-benzeri peptid sinyal sistemi,

yumurta olgunlagsmasinda regiilator gorevi géormektedir (32, 42).

2.3. BOCEKLERDE GEN VE PROTEIN KARAKTERIZASYONU, iFADE
DUZEYLERININ BELIRLENMESINDE KULLANILAN YAKLASIMLAR

Bocek Biyokimyas: ve Molekiiler Biyolojisi alanlarinda yapilan ¢aligmalarda, bocegin
verdigi zararla ilgili genlerin ve bocek fizyolojisinin anlasilmasinda arastirilan genlerin
ifade diizeylerininin belirlenmesi, gen dizilerinin tanimlanarak karakterizasyonlarinin
yapilmasi; mevcut dizi tizerinden hedef genlerin inaktive edilmesi ve ilgili yolaklarin
anlasilmasi acgisindan biiyilk énem arz etmektedir. Giinlimiizde bu caligmalarda yaygin
olarak kullanilan analizler arasinda Transkriptom analizleri, Es zamanli PCR, Northern
Blot, Western Blot, DNA dizi analizi ve RNA interferans teknikleri bulunmaktadir. Bu

yaklagimlarla ilgili agiklamalar asagida verilmistir:
2.3.1. TRANSKRIPTOM ANALIZLERI

Genomik DNA’dan yola ¢ikarak protein sentezinin gergeklestirilmesindeki ilk asama olan
MRNA (mesajct RNA) sentezine “transkripsiyon” adi verilir. Transkripsiyon siirecinde gen
ifade diizeylerinde meydana gelen degisiklikleri her bir organizma igin farkli morfolojik ve
fenotipik karakterler, hiicresel cevaplar belirlemektedir. Genomik DNA’dan transkribe ya
da ifade olmus genlerin tiimii i¢in, cogu zaman “ifade profili” tanimlamas1 yeterli olsa da,
giinlimiizde yaygin olarak “transktiptom” kavrami kullanilmaktadir Transkriptom hiicresel
fenotip ve fonksiyonlarin en Onemli belirleyicisidir. Transkriptom, siradan hiicresel
faaliyetlerin gerceklesmesi dahil olmak ilizere, meydana gelen herhangi bir durumda hizl
degisebilme ozelligine sahiptir (43). Bu analizlerin yapilmasinda kullanilan iki 6nemli

yontem, cDNA kiitliphanesinin olusturulmasi ve mikrodizin yontemleridir.
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2.3.1.1. Yeni Nesil Dizileme

Yeni nesil dizileme basta DNA dizi bilgisinin saglanmasi, gen ifade profilinin
belirlenmesi, karakterizasyon ve genom anotasyonunun olusturulmasi ve kodlanmayan
RNA’larin kesfinde kullanilan yiiksek verimin alindidi, pirosekanslama teknolojisine
dayali bir transkriptom analiz teknigidir (44). ilk olarak 1986 yilinda kesfedilen bu
teknigin temeli, DNA zincirine niikleotid eklenmesi esnasinda DNA polimeraz aktivitesini
takiben aciga ¢ikan pirofosfatin analizine dayanir (45). Eklenen niikleotidlerden sadece
komplementerine baglanan niikleotidin sinyal olusturmas: ile liiminesans bir 1sima

meydana gelir (46) (Sekil 2.6).

"GCATGCATGCATGCATGC

| Lusiferin |

Sekil 2.6. Pirosekanslama tepkimesi (47)

Mevcut yeni nesil dizileme teknolojileri o6zellikle en kalabalik hayvan grubu olan
boceklerin calisilmasinda, model organizmalarin haricinde yeni genetik kaynaklarin
olusturulmasi adina biiyiik 6nem arz etmektedir (48). Son yillarda 5000 farkli bocegin

genomunun dizilenmesi projesi baslatilmigtir (49).

Bu teknikle ozellikle sicaklik, stres, diyapoz, gdc gibi bocegin fizyolojisini etkileyen
durumlardaki gen ifade diizeyleri izlenerek, bocek fizyolojisinin anlasilmasi i¢in gerekli
analizlerin yapilmasina olanak saglanmaktadir. De novo dizi analizleri sonucu ulasilan dizi
bilgilerinin biyoinformatik analizleri ile organizmada daha Once tanimlanmamis aday
genlerin  kesfi ve karakterizasyonu miimkiindiir. Giliniimiizde bir¢cok kurulus
pirosekanslama prensibinden yola ¢ikarak, c¢esitli yeni nesil dizileme sistemleri

gelistirmekte ve bu sistemler bilim diinyasi tarafindan verimli bir sekilde kullanilmaktadir.
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2.3.1.2. Mikrodizin

Transkriptom analizlerinde yaygin olarak kullanilan yontemlerden biri olan mikrodizin
teknigi, DNA/RNA hibridizasyon analizleri prensibine dayanarak, gen ifade profilleri ve
SNP  (Single nucleotide  polymorphisms=Tek  niikleotid polimorfizmi)’lerin
goriintiilenmesine olanak verir. Hibridizasyonlar genellikle cam, silikon ve plastik gibi
maddelerin iizerinde gergeklestirilir. Haberci probun hedef DNA ya da RNA’ya
baglanmasi ile bir sinyal meydana gelir. Olusan hibridizasyonlar sistemde yapilan tarama

araciligi ile goriintiilenebilmektedir (50).

Mikrodizin analizi ile bocek fizyolojisine iligkin yapilan aragtirmalarda meydana gelen gen
ifadesi degisiklikleri, bu yontem sayesinde detayli olarak incelenebilmektedir. Yeni nesil
dizilemenin  aksine  mikrodizin  teknolojisi, yeni transkriptlerin analiz  ve
karakterizasyonuna olanak saglamamaktadir. Bu teknik ayrica, spesifik olmayan
hibridizasyonlar ve diisiik ifade olan genlerden alinan yetersiz sinyaller gibi bazi

dezavantajlara sahiptir (51).

23.2. ES ZAMANLI POLIMERAZ ZINCiR TEPKIMESI (REAL TIME
POLYMERASE CHAIN REACTION)

Polimeraz Zincir Tepkimesi (PZT/PCR), DNA igerisinde dizisi bilinen iki fragment
arasindaki 0zglin bir bolgenin sentetik primerler yardimiyla enzimatik olarak
cogaltilmasinda kullanilan tekniktir. PCR tekniginin kesfinden bu yana, gen ifadesinin
kantitatif tayinine yonelik birgok uygulama gelistirilmistir (52).

Es Zamanli PCR (Q-PCR) yonteminde amplifikasyonun goriinebilirligini saglamak igin
boya veya prob kullanilmaktadir. Bu amacgla yaygin olarak kullanilan SYBR green |
boyasinin ¢ift zincirli DNA’ya baglanma 6zelliginden yararlanilmaktadir (53). Bir digeri,
cift isaretli (dual-labeled) florojenik hidroliz problaridir (TagMan). Bu teknigin prensibi ise
hedef diziye baglanma &zelligine sahip ¢ift-isaretli probun, hibridizasyon esnasinda Taq
polimerazin 5'-3' ekzoniikleaz aktivitesinden yararlanarak kesilmesi ve floresan 1sima
yapmasi esasina dayanmaktadir (54). Revers Transktiptaz PCR (RT-PCR)’in es zamanli
olarak kantitatif analizi de bu uygulama sayesinde gergeklestirilebilmekte ve kisaca RT-
qPCR seklinde yazilmaktadir (54, 55).
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Es zamanli PCR’da elde edilen verilerin analizinde mutlak 6l¢iim (absolute quantification)
ve goreceli Olgtim (relative quantification) yontemleri kullanilmaktadir. Mutlak 6lgtim
yonteminin analizinde ilgili transkriptin kopya sayist genellikle bir standart egri

hazirlanarak belirlenir ve hesaplamalarda 22" formiilii kullanilir.

ACT (6rnek) -9 (CT hedef-CT referans)

= ACT

CT (threshold cycle=esik dongli degeri) amplifikasyon siirecinde PCR’mn iistel
(exponential) fazda oldugunu belirten degerdir ve reaksiyondaki amplikon sayisiyla ters
orantilidir (56). Goreceli Olgiim yontemi ise c¢ogunlukla muamele c¢alismalarinda
kullanilirken, analizin yapilmasinda muamele edilmis oOrneklerle birlikte, muamele
edilmemis bir kontrol grubu bulunmaktadir. Kontrol grubu referans alinarak gen ifadesinde
meydana gelen degisimler tespit edilirken hesaplamalarda 272" formiilii kullanilmaktadir
(57). Bocek Molekiiler Biyolojisi ¢alismalarinda Es zamanli PCR tekniginin kullanimi1
olduke¢a yaygindir.

2.33. RACE PCR (RAPID AMPLIFICATION OF cDNA ENDS=cDNA
UCLARININ HIZLI COGALTIMI)

RACE PCR, hedef ¢cDNA’nin 5’ ve 3’ uglarinin PCR metoduyla ¢ogaltilmasi prensibine
dayanir. Yontem, ilgili mRNA’nin bilinen kisa bir dizisinden yola ¢ikarak, 5° ve 3’
uglarma dogru dizi bilgisi mevcut olmayan bélgelerin ¢ogaltilmasina imkan verir (58). Bu
teknik genellikle diisiik kopya sayisina sahip mRNA’larin ¢ogaltilmasinda ve ¢cDNA
kiitiiphanelerinden elde edilen parga cDNA’larin tamamlanmasinda kullanilir. RT-PCR ve
PCR tekniklerinin uygulandigi yontemde gene 6zgii primerler, revers trankriptaz enzimi,
adaptorler, oligo-dT ankor primerleri gibi bilesenler kullanilir. Molekiiler Biyoloji ve
Genetik alaninda gen karakterizasyon amagh calismalarda siklikla uygulanilan bu yontem

sayesinde, transkripsiyon baglama bolgeleri belirlenebilmektedir.
2.3.4. NORTHERN BLOT

James Alwine ve George Stark tarafindan gelistirilmis Northern Blot teknigi ile spesifik
RNA seviyelerinde meydana gelen degisikliklerin analizi yapilabilmektedir (59). Bu
teknikte izlenen genel yol su sekilde 6zetlenebilir (60): Calisilacak materyalden RNA
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izolasyonu yapilir. Daha sonra RNA’lar formaldehit iceren jele yiiklenerek elektroforez
teknigi ile ayristirilir. Kapiler blotlama sistemi yardimiyla bir gece boyunca negatif yiike
sahip RNA’nin naylon membrana aktarimi gergeklestirilir. RNA membranda isaretli probla
hibridize olur ve ¢ift zincirli bir yap1 kazanir. Otoradyografi veya fosfo goriintiileme

(Phosphoimager) sistemleri ile RN A’larin analizi yapilir.

Northern blot tekniginin uygulanmasinda fazla miktarda RNA’ya ihtiyag duyulmasi ve
teknigin uzun zaman almasi gibi dezavantajlar1 vardir (61). Boceklerde gen ifade
calismalarinda Northern Blot teknigi bir donem yaygin olarak kullanilirken, giintimiizde bu

teknige alternatif olarak genellikle RT-qPCR yontemi tercih edilmektedir.
2.3.5. WESTERN BLOT

Western blot, c¢alisilan materyalde spesifik proteinlerin belirlenmesinde kullanilan bir
yontemdir. Teknik genel olarak ii¢c asamadan olusmaktadir (62): 1) Protein kompleksinde
bulunan her bir proteinin, molekiil agirhgina gore SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulphate
Polyacrylamid Gel Electrophoresis=Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel
Elektroforezi)’de dikey elektroforez sistemi ile ayristirilmasi. 2) Proteinlerin membrana

aktarilmasi 3) Antikorlarla isaretlenmis hedef proteinlerin boyanarak gériintiilenmesi.

Western blot analizi ile bir genin proteine ifadesinin olup olmadigi kesin bir sekilde
anlasilmaktadir. Entomoloji alaninda gen ifade ve karakterizasyon analizlerinin yani sira

Western blot caligmast ile tahmini proteinlere yonelik karakterizasyonlar yapilmaktadir.
2.3.6. RNA INTERFERANS

RNA Interferans, dsRNA (double strand=¢ift zincirli RNA)’nin post-transkripsiyonel gen
ifadesinin regiilasyonunda kullanildig1 biyolojik bir mekanizmadir. Fire and Mello (1998),
Ceanorhabditis elegans’ta gen ifadesini manipiile etme c¢alismalart ile dSRNA’nin RNA
interferans mekanizmasinin potansiyel indiikleyicisi oldugunu bildirmislerdir (63). Bu
mekanizmada small interfering RNA (siRNA) ve mikroRNA (miRNA) olmak tizere iki tip
RNA goérev almaktadir. siRNA hedef gene tam komplomenter ve transkriptin
degredasyonuna neden olurken, miRNA ise hedef gene tam komplementerlik gostermez ve

translasyonun baskilanmasinda gorev alir. Bunlarin disginda PIWI-interacting RNA
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(piRNA)’lar bulunmakta ve memeli hiicre hatlarinda transpozon transkriptlerini hedef

almaktadirlar (64).

Boceklerle miicadelede spesifik bir geni baskilamak amaciyla “RNA interferans”, diger
adiyla “gen susturulmasi” teknigi uygulanabilmektedir. Boceklerde uygulanan RNAi
yontemleri arasinda mikroenjeksiyon, yapay besi ortami ile besleme, daldirma, dSRNA
ifadesi iireten bakterilerle besleme, dsRNA’nin viriis araciligi ile alinmasi, RNAI ile
transgenik boceklerin gelistirilmesi, RNAi ile zararliya direngli bitkilerin iiretilmesi
bulunmaktadir (65). Asagida bu yontemlerden yaygin olarak kullanilanlar1 ve ayrica yeni
gelistirilmis nanopartikiil araciligr ile boceklerde RNAI teknigine iliskin agiklamalara yer

verilmigtir.
2.3.6.1. Mikroenjeksiyon Yontemi

Boceklerde en sik uygulanan RNAi yontemi, in vitro ortamda sentezlenen uzun
dsRNA’nin hémosol igerisine mikroenjeksiyon araciligiyla aktarilmasidir. Bu yontem
sayesinde etkili bir sistemik RNAi cevabi olusturulabilmektedir. Enjeksiyon uygulamasi
genellikle larvalarin dorsaline ya da segmentleri arasina, erginlerde ise kanatlar altindaki

dokuya yapilmaktadir (66).

2.3.6.2. Yapay Besi Ortamu ile Besleme

Bocekte hedef genlerin ifadesinin baskilanmasinda, dsSRNA’nin bir diyet bileseni olarak
bocek besinine katilmasinin oldukga etkili oldugu bir¢ok ¢alisma ile bildirilmistir (67-72).
Uygulama kolayligi agisindan diger yontemlere gore daha kullanighdir. Mikroenjeksiyon

uygulamasinin zarar verebilecegi boceklerde bu uygulama tercih edilebilir.

2.3.6.3. Daldirma Yontemi

Bu yontem genellikle gelismekte olan kiigiik bocekler, hiicre kiiltiiri ve embriyolara
uygulanacak gen susturma calismalarinda, dsRNA’nin bulundugu soliisyondan
absorbsiyon yoluyla alinmasi ile uygulanabilmektedir. dSRNA’nin ekonomik ve kolay
olarak uygulandigi bu yontemle, basarili sonuclar alindigi bir¢ok c¢alisma ile rapor

edilmistir (73-75).
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2.3.6.4. dsRNA ifadesi Yapan Bakterilerle Besleme Yéntemi

Bu yontem, dsSRNA ifadesini saglayacak vektor yapisinin konakg1 bir bakteriye aktarilip,
hedef bocegin bu bakteri ile beslenmesi prensibine dayanmaktadir. Yontem ilk defa C.
elegans’'m dsRNA iireten Escherichia coli ile beslenmesi ile uygulanmistir. Yontemin

basarili oldugu pek ¢ok ¢alisma mevcuttur (76-78).

2.3.6.5. RNAI ile Zararh Bocek Tiirlerine Direncli Bitki Uretimi

Bu teknik ile bitkilerle beslenen bdceklerde ifade olan spesifik genlere 6zgii, transgenik
bitkide dsSRNA sentezi gergeklestirilerek, zararlilara kars1 bitkilerde koruma
saglanabilmektedir. Ekonomik a¢idan 6nemli tarimsal zararlilardan yesil kurt (Helicoverpa
armigera Hiibner, Lepidoptera: Noctuidae) ve misir kok kurduna (Diabrotica virgifera
Leconte, Coleoptera: Chrysomelidae) karsi dayanikli transgenik bitkiler gelistirilerek,

zararlilar ile etkili bir miicadele saglanmistir (67, 69).

2.3.6.6. Nanopartikiil Aracihigi ile Boceklerde RNAI

Nanopartikiil nanometre boyutlarindaki inorganik bilesiklere verilen addir (1-100 nm). Bu
yontem ile nanaopartikiill gen tasiyicilar1 kullanilarak ilgili genin baskilanmasi
saglanabilmektedir. dSRNA ve nanopartikiil karisiminin bocek diyetine eklenmesi ile
bocegin gelismesinde anahtar role sahip genlerin susturulmasiyla, bocegin yasamina son

verilmektedir. Nanopartikiiliin uygulama siiresince takip edilebilme avantaji vardir (79).

He et al. (2013), katyonik c¢ekirdek kilifli floresan nanopartikiiller (FNP) ile gen
susturulmasi teknigini Drosophila’da uygulamistir. Bu yontemle nanopartikiiller canli
hiicreleri hizli bir sekilde igerisine almaktadir. dsRNA ve FNP kompleksinin bdcek
diyetine karistirtlmasi ile FNP’nin etkili bir gen tasiyicisi olarak gorev aldigi calismada,
bocegin gelismesine iligkin genlerin hizli bir sekilde baskilandig1 ve bocegin kisa siirede
oldigli gozlenmistir. Yontem diistik sitotoksitesi, floresansla isaretleyebilme ve in vivo
ortamda uygulanabilmesi ag¢isindan boceklere uygulanan siradan mikroenjeksiyon ve

dsRNA ile bocek besleme yontemlerine kiyasla daha avantajlidir (79).
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2.4. BOCEKLERDE VITELLOGENIN PROTEINi VE GENIN REGULASYONU
ILE ILGILI YAPILAN ARASTIRMALAR

2.4.1. BOCEKLERDE VG GEN VE PROTEIN KARAKTERiIZASYON
CALISMALARI

Fasulye bocegi, Riptortus clavatus’ta RACE PCR yontemi ile elde edilen Vgl proteini
aminoasit dizisinde vitellogeninlere karakteristik iki adet poliserin bolgesinin bulundugu,
ayrica RIRR, RWSR, KFKKAN, KFKK kesim bolgelerinin yer aldig1 bildirilmistir (80).

Blattella germanica vitellogeninin karakterize edildigi bir ¢alismada, genin 5749
niikleotitten olustugu, ilk 17’si sinyal peptidi olmak {izere 1862 aminoasidi kodladigi;
aminoasit dizisinin 6 adet RXRR konsensus kesim dizisi, ayrica iki adet uzun serin bolgesi
icerdigi rapor edilmistir. Proteinin diger bocek vitellogeninlerine %32-42 oraninda
benzerlik gosterdigi ve hizalama sonrasinda diger tiirlerde bulunan GLCG motifinin bu
tirde de korundugu gozlenmistir. GLCG/GICG motifleri ve sistein rezidiilerinin islevleri

ise heniiz bilinmemektedir (81).

Tufail et al. (2000), Amerikan hamam bdcegi, Periplaneta americana, disilerinin yag
dokusundan olusturduklar1 cDNA kiitiiphanesinde 5854 bg¢ uzunlugunda, 1896 aminoasit
kodlayan acik okuma gercevesine sahip vitellogenin proteini tespit etmislerdir. Analiz
edilen proteinin aminoasit dizisinde GL/ICG motifi, bu motifi takiben korunmus
bolgelerde bes adet sistein rezidiisii ve GL/ICG motifinin iist kisminda Karboksi-terminal
(C-terminal) bolgesi yakininda DGXR motifine rastlanmistir. Amino-terminal (N-terminal)
dizi analizi ile vitellogenin proteininde 14 adet RXXR post-translasyonel kesim bolgesi

bulunmustur (82).

Bagka bir ¢alismada Plautia stali disi yag dokusundan adaptor-bagl ¢ift zincirli-CDNA
kiitliphanesi olusturulmustur. GL/ICG motifine 6zgii olarak hazirlanan dejenere niikleotid
dizileri ve adaptor dizileri PCR analizinde primer olarak kullanilmigtir. Elde edilen PCR
trtinlerinin klonlanarak niikleik asit dizilerinin tanimlanmasi ve ¢ikarilan aminoasit
dizisinin GL/ICG motifi ile baslayan dizilerle hizalanmasi sonucunda ii¢ adet vitellogenin

proteini tespit edilmistir. (83).
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Graptopsaltria nigrofuscata vitellogenin ¢cDNA dizisinin klonlama yoluyla ¢ikarildig:
calismada 1987 aminoasit rezidiisiinden olusan tahmini proteinin, ilk 16 rezidiisiiniin
tahmini sinyal peptidi oldugu bulunmustur. N-terminal dizi analizi ile vitellogenin
onciiliiniin (pro-Vg) RXXR kesim bolgesini takiben 379 ve 380. rezidiilerden bir uzun
(200kDa) ve bir kisa (43 kDa) altbirim olarak salindigi ve iki vitellin olarak depolandigi
bildirilmistir. Ayrica proteinin kesim bdolgesinin yakininda serince uzun zengin bir dizi
tespit edilmistir (84).

Farkli bir calismada Leucophaea maderae disi yag dokusundan cDNA Kkiitiiphanesi
olusturularak, dizileme g¢alismalari neticesinde elde edilen vitellogenin proteinin 1913
aminoasitten olustugu, ilk 15 rezidiisiiniin tahmini sinyal peptidi oldugu tespit edilmistir.
C-terminal bolgesinde serince zengin bir bolge bulunduran proteinin, ti¢ adet RXXR kesim
dizisi bulundurdugu ve dort altbirime ayrildigi N-terminal dizileme yontemi ile
saptanmistir. Ayrica yumurtaya ait vitellogeninde de kesim noktalar1 gozlenmis ve

yumurtada 90-kDa agirliginda bir vitellin polipeptidinin yer aldigi tespit edilmistir (85).

Bal arisi, Apis mellifera’da 5440 niikleotid uzunlugundaki vitellogenin dizisinin 1770
aminoasit kodladigr ve bunun ilk 16’sinin tahmini sinyal peptidinden olustugu yapilan
RACE PCR ve klonlama ¢aligmalar1 sonucunda tespit edilmistir. Vitellogenin aminoasit
dizisi Hymenoptera takimindan Pimpla nipponica’ya %58 oraninda, Athalia rosae’ye ise
%54 oraninda benzerlik gostermektedir. Dizinin C-terminal’e yakin bdlgesinde GL/ICG
motifi, bu motifi takiben 9 adet sistein rezidiisii ve motifin 18 rezidii yukarisinda ise
DGXR motifi bulunmaktadir (11).

Bocek tiirleri farkli sayida vitellogenin bulundurabilmektedir. Tufail et al. (2007) L.
maderae’da Vg2 adin1 verdikleri ikinci bir vitellogenin kesfetmislerdir. 5915 bg, 1911
aminoasit uzunlugunda ve sinyal peptidinin 16 aminoasit rezidiiden olustugu goriilen
Vg2’nin, daha Once rapor ettikleri Vgl’den farkliligini Southern Blot yontemi ile
arastirmiglar ve iki vitellogeninin esasinda ayr1 genlerden kdken aldigini saptamislardir.
Immunoblot analizi ile LmVg'nin farkli iki vitellogenin onciiliinden kodlandigi tespit
edilmis, vitellogeninlerin aminoasit seviyesinde %96 oraninda benzerlik gosterdigi
bildirilmistir (86).
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Spodoptera litura Vg cDNA’s1 5247 niikleotid, 1748 aminoasit uzunlugunda ve tahmini
protein aminoasit dizisinin ilk 17’sini tahmini sinyal peptidi olusturmaktadir. Vg nin C-
terminal bolgesinde iyi derecede korunmus GL/ICG, DGXR motifleri ve sistein rezidiileri
bulunmaktadir (87).

Bombus hypocrita vitellogenini 5478 niikleotid uzunlugunda ve 1772 aminoasidi kodlayan
bir ORF (Open Reading Frame=Ag¢ik Okuma Cercevesi)’den olusmaktadir. Tahmini B.
hypocrita Vg’si Bombus ignitus (%95) ve Apis mellifera’ya (%52) yiikksek oranda
benzerlik gostermektedir. C-terminal bolgesinde 9 adet sistein rezidiistinii takiben DGXR
motifi, bunun da 18 rezidii yukarisinda GL/ICG motifi yer almaktadir. Calismada ayrica
SWISS MODEL WORKSPACE programi kullanilarak proteinin tahmini 3 boyutlu yapisi
hazirlanmistir (88).

Ornithodoros moubata’da Vg (OmVQ) tiim dizisine RACE PCR yo6ntemiyle ulagilmistir.
[k 15 aminoasiti sinyal peptidi olmak iizere 5502 b¢ uzunlugundaki niikleotid dizisi, 1834
aminoasit kodlamaktadir. Dizide R3s5VLR, R31NVR ve RgsIlRR olmak iizere ii¢ tane
kesim bolgesi bulunmustur. OmVg’nin en fazla Dermacentor variabilis vitellogenin

dizisine benzerlik gosterdigi rapor edilmistir (89).

Nilaparvata lugens’in iireme stratejisini anlamak i¢in yapilan bir arastirmada vitellogenin
geni klonlanarak, RACE PCR yontemiyle Vg mRNA transkriptininin 6314 bg, 2063
aminoasit uzunlugunda ve aminoasit dizisinin ilk 18’inin tahmini sinyal peptidinden
olustugu tespit edilmistir. Aminoasit dizisinde N-terminal bolgesi yakininda iki adet
Vitellogenin-N domaini yer almaktadir. Ugiincii domain olan von Willebrand faktor D tipi
(VWD) ise, C-terminal bolgesi yakinindadir. C-terminal bolgesi yakinlarinda ayrica ii¢
adet poliserin bolgesi, ti¢c adet RXXR kesim bolgesi, GL/ICG motifi ve sistein rezidiileri
bulunmaktadir (90).

Blariza et al. (2014) Amerikan Tripanozomiyaz hastaligi vektorii Triatoma infestans’ta
vitellogenin-1 ve 2 genlerini ¢alismistir. Vg2 proteinin 5553 bg tarafindan kodlanan, 1851
aminoasitten olustugu goézlenmistir. T. infestans’in tahmini Vgl ve Vg2 aminoasit
dizilerinin yapilan karsilastirilmasinda, proteinler birbirine %58,94 oraninda benzerlik
gosterirken, aralarindaki homoloji ise %76,43 olarak bulunmustur. Elde edilen Vg

aminoasitleri ve hemimetabol boceklerle birlikte olusturulan filogenetik agacin belirgin bir
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sekilde iki kiimeye ayrildigi, kiimelerden birinin Dictyoptera takimina ait Vg dizileri

bulunudururken, digerinin ise Hemiptera takimina ait dizileri igerdigi gbzlenmistir (91).

Zhong et al. (2015) turunggil kirmizi ortimcegi Panonychus citri’de Vitellogenin 1
(PcVgl) ve Vitellogenin reseptér (PcVgR) genlerini karakterize etmislerdir. PcVgl’in
5748 niikleotid uzunlugunda, 1851 aminoasit uzunlugundaki ORF’yi kodladigini,
PcVgR’nin ise 6090 niikleotid uzunlugunda 1891 aminoasit biiyiikliigiindeki aminoasit
ORF’sini kodladigimi tespit etmislerdir. PcVgl’in vitellogeninler ig¢in tipik kabul edilen
GLCG domainine ve K/RXXR kesim noktalarina sahip oldugu bulunmustur. Aminoasit
dizi bilgisi ve filogenetik analizler, her iki genin keneler ve boceklerden genetik olarak

uzak oldugunu gostermistir (92).

2.4.2. BOCEKLERDE VITELLOGENIN IiFADESININ TESPIiTi VE GEN
SUSTURMA CALISMALARI

P. americana’da vitellogenin geninin 2 giinliik ergin disilerin yag dokusunda ifade olmaya
basladigi, ancak ovari ve erkek yag dokusunda hi¢ ifade olmadigi Northern Blot analizi ile

gozlenmistir (82).

Leucophaea maderae’de vitellogenin geni ifadesi sadece disi yag dokusu RNA’larinda

saptanirken, ovari ve erkek yag dokusunda ise vitellogenin ifadesine rastlanmamaistir (85).

A. mellifera’da, vitellogenin ifadesininin kralige arilarda orta yasl pupa doneminde, isci
artlarda ise son donem pupalarda sentezlendigi bildirilmistir. Ayrica yeni ergin olan erkek

arilarda vitellogenin ifadesine rastlanmigtir (11).

Isci bal arilarinda RNAI uygulanarak, vitellogenin gen ifadesinin baskilanmasiyla,
hemolimfte juvenil hormon ve reseptoriiniin Seviyesinde artis meydana gelmistir. Bu

durum vitellogenin geninin arilarda juvenil hormonu regiile ettigine isaret etmistir (15).

Seehuus et al. (2006) is¢i arilarda vitellogeninin antioksidan oOzelligini aragtirmistir.
Vitellogenin ifadesinin baskilanmasi ile is¢i arilarda oksidatif strese direncin azaldig:

gorilmistiir (17).

Corona et al. (2007) tarafindan vitellogeninin kralige bal arilarinda yasam siiresini uzatan

bir antioksidan gorevi yaptig1 one siiriilmiistiir. RT-gPCR ve in situ hibridizasyon analizleri
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ile is¢i ve yash kraligelerin gogiis ve bas bdlgesinde yer alan yag dokusundaki vitellogenin
ifadesi incelenmistir. Vitellogeninin yagh krali¢elerde daha fazla ifade oldugu goriilmiistiir.
Bir oksidativ stres indiikleyicisi olan paraquatin is¢i ve kralige arilara enjekte edilmesi
sonucunda, krali¢e arilarin is¢i arilara kiyasla oksidaif strese daha direngli oldugu tespit
edilmistir. Bu sonu¢ dogrultusunda vitellogeninin bal arilarinda kasta 6zgii bir farklilik

olan, kraligelerin uzun 6miirlii olmasinda gorev aldigi ortaya koyulmustur (93).

B. germanica’nin ergin disi bireylerinde ifade olan vitellogenin geninin RNAi yontemi ile
in vivo ortamda basaril1 bir sekilde inhibe edilmesiyle, yabanil tipin aksine gelisimi sekteye

ugramis kiigiik ovarilerin meydana geldigi goriilmistiir (94).

Nelson et al. (2007) RNAi galismasi ile vitellogenin geninin balarisinin gegmisinde ve
bugiiniinde ne kadar biiylik bir 6neme sahip oldugunu géstermistir. Yapilan ¢alisma ile
vitellogenin gen aktivitesinin bal arisinda yiyecek arama davranisinin baslangicin1 kontrol
ettigi, arilarin bu gorevi yapmada Ozellesmesini sagladigi ve vitellogeninin isgi arilarin
yasam siresini etkiledigi saptanmistir. Bu sonuglarla vitellogeninin is¢i arilarin sosyal
acidan Ozellesmesinde, zar kanatlilar takiminda sosyallesme bakimindan evrimlesmesinde,

diizenli tiremenin saglanmasinda ve es se¢me 6zelliginde etkili oldugu belirtilmistir (16).

Seehuus et al. (2007), kolonisinde krali¢ce bulunduran ve bulundurmayan is¢i bal arilarinin
ovarilerinde vitellogenin aragtirmistir. Kolonisinde kralice arinin bulunmadigi is¢i bal
arilarinin ovarilerinin geliserek vitellogenin bulundurdugu, immunogold igaretleme teknigi
ile tespit edilmistir. Kolonilerde bakici arilar, is¢i ar1 larvalarinin beslenmesinde kullanmak
lizere, hipofaringeal bezlerinde ar1 siitii Uiretirler. Bu ¢alismanin ayni teknikle uygulanan
ikinci asamasinda, bakici arilarin hipofaringeal bezinde yer alan, yeni ari siitiiniin
sentezlendigi merkez kanalda vitellogenin bulundugu rapor edilmistir. Ayrica kralige arinin
ovari ve bas yag dokusunda, bakici arilarin hipofaringeal bezlerinde vitellogenin proteinin
yiiksek miktarda bulundugu, toplayici arilarin hipofaringeal bezlerinde ise vitellogenine

asir1 derecede diigiik miktarda rastlandigi western blot teknigi ile saptanmistir (95).

Shu et al. (2009), S. litura’da Vg mRNA’sinin 6zellikle disi yag dokusunda ifade oldugunu
RT-qPCR yontemiyle rapor etmistir. Farkli gelisme donemleri ile yapilan g¢alismada

vitellogenin ifadesinin en fazla 6 giinliik disi pupada oldugu, bocegin gelisimi ile beraber
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ifade seviyesinin arttigi gozlenmistir. En yliksek Vg mRNA’sina 24 saatlik erginlerde

rastlanmistir (87).

Tufail et al. (2010) N. lugens’te 6,8 kb biiyiikliigiindeki vitellogenin transktiptinin en fazla
ergin disi yag dokusunda bulundugunu Northern Blot yontemi ile gostermistir.
Brachypterous (gb¢ etmeyen) ve macropterous (go¢ eden) olmak iizere iki farkli kanat
morfolojisine sahip bu tiirde Brachypterlerde vitellogeninin Macropterlere gore bir giin
once ifade olmaya basladig1 tespit edilmistir. Elde edilen bulgular immunoblot analizi ile

dogrulanmustir (90).

Melipona quadrifasciata is¢i arilarinin bakicilik fazinda yumurta birakma 6zelliklerinden
yola cikilarak (96, 97), isci arilarin ovarilerinde vitellogenin varhig arastirilmustir. Isci ar1
ve kraligelerin yag dokusu ve ovarilerinde arastirilan vitellogeninin tayini immiinoblotlama
yontemleri ile gerceklestirilmis ve vitellogeninin sadece kralice arilarin ovarisinde ve yag

dokusunda bulundugu tespit edilmistir (98).

T. infestans’ta Vg1 ve Vg2 mRNA’lar1 en fazla ergin disilerin yag dokusu ve ovarilerinde
bulunmustur. Disilerde Vg2 geninin ifadesi, Vgl’in aksine az miktarda bas ve kas
dokusunda bulunurken, erkek bireylerin yag dokusu, bas ve kas dokusunda her iki genin

ifadesine rastlanmamuistir (91)

P. citri’de Vgl ve VgR genlerinin RT-qPCR yontemi ile transkripsiyonel profillerinin
incelenmesi sonucunda her iki genin yumurta, larva, nimf ve erginlerde benzer diizeyde

ifade olduklar1 goriilmiistiir (92).

2.43. BOCEKLERDE VITELLOGENIN REGULASYONUNA YONELIiK
YAPILAN CALISMALAR

Methoprene boceklerde biiyiime diizenleyicisi olarak kullanilan bir juvenil hormon
analogudur. R. clavatus’un ergin disi bireyleri ile yapilan bir arastirmada, diyapozun 25.
giiniindeki bireylere diyapozu sonlandirmak ve ovari gelisimini uyarmak i¢in methoprene
uygulanmistir. Muamele sonrasi Northern Blot teknigi ile R. clavatus Vgl mRNA’sinda
ifade artis1 gozlenmistir. Bu ¢alisma ile juvenil hormonun R. clavatus’ta vitellogeninin
transkripsiyonel regiilasyonunda rol aldigi ortaya konmustur (80). Farkli bir calismada S.

invicta’nin ¢iftlesmemis kraligelerine methoprene uygulanmasi sonucunda kraligelerin
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olgunlagmasi ile beraber vitellogenin reseptor geninin ifadesinde artis gozlenmistir. Bu
caligma ile S. invicta’da vitellogenin reseptoriiniin juvenil hormon tarafindan regiile

edildigi sonucuna varilmistir (99).

Son yillarda vitellogenin regiilasyonuna yonelik arastirmalarda RNAi uygulamasi ile gen
ve regiilatorleri arasindaki iliski kolaylikla anlasilabilmektedir. Is¢i bal arilarinda yapilan
bir ¢alismada, vitellogenin ifadesinin baskilanmasi sonucu, hemolimfte juvenil hormon ve
reseptOriiniin seviyesinde artis meydana gelmistir. Yapilan bu calisma ile organizmada

hormonal dengenin saglanmasinda vitellogenin geninin 6nemi vurgulanmistir (15).

Bal arilarmin sosyal yasamlarinda geng arilar genellikle larvalari besleme gibi kovanla
ilgili gorevlerde bulunurken, yetiskin arilar polen, nektar, su ve propolis toplamaktan
sorumludur. Olgunlagma stiresi ile degisen bu goérev dagilimindaki fizyolojik ve duyusal
degisimler, yetiskin arilarda daha yiiksek bir juvenil hormon seviyesine, dolayisi ile
hemolimfte disiik vitellogenin miktart bulunmasina neden olmaktadir (100-102). Amdam
et al. (2006), vitellogeninin bal arisinda davramigsal gelisimde rol alabilecegi
diisincesinden yola ¢ikarak vitellogeninin baskilanmasi sonucunda isgi arilarin tat almadan
sorumlu genlerinde artis gbzlemistir. Calisma sonucunda vitellogeninin bal arilarmin

davraniglarin1 diizenlemede 6nemli rolii oldugu bildirilmistir (103).

Bal arilarinda kralige arilar fertil ve uzun yasam siiresine sahipken, isci arilar steril ve kisa
omiirlidirler. Corona et al. (2007) bal arisinin yash kralice ve yasli is¢i arilarinda juvenil
hormon, insulin-benzeri peptid ve reseptorleri arasindaki iliskiyi calismustir. Insiilin-
benzeri peptid ve reseptorlerinin yash kraligelerde yasli is¢i arillara gore daha az ifade

oldugu goriilmiistiir (93).

FoxO transkripsiyon faktorii, Insiilin Reseptdr/Fosfatidilinozitol 3-kinaz (InR/PI3K)
yolaginin temel transkripsiyonel efektoriidiir (104, 105). Besin yoklugu durumunda, yolak
inaktif olur ve FoxO transkripsiyonel eylemini gergeklestirmek iizere gekirdege transloke
olur (106). Culex pipiens’te diyapozda olmayan sivrisinekte insiilin reseptoriiniin
uyarilmasi ile juvenil hormon salgilanir ve ergin disi bireylerde normal yumurta gelisimi
gozlenir. Diyapozda olan sivrisineklerde ise, insulin bulunmamasina bagl olarak reseptor
uyartlmamakta ve juvenil hormon salgilanmamaktadir. Bu noktada Forkhead-box O

(FoXO) transkripsiyon faktorii devreye girer (107, 108). Boylece sivrisinek diyapozda iken

25



yag depolayabilir ve soguk gibi cevresel streslere direng gosterir. Sinekte diyapoz
regiilasyonunun daha iyi anlagilmasi i¢in RNAi tekniginin kullanildigi bir c¢aligmada,
diyapoz disi donemde ifade olan insiilin reseptor genini kodlayan dsRNA’nin bocege
verilmesi ile gen ifadesinin baskilandigi ve ovarilerin tipki diyapozda bulunan
boceklerdeki gibi gelisimini tamamlayamadigi, kiiciik kaldigr gozlenmistir. Ayrica
diyapozdaki sivrisinekte FOXO transkripsiyon faktorii baskilanmig, islem sonrasinda
bocegin viicudunda normal yag depolanmasinin engellendigi ve transkripsiyon faktoriiniin
basarili bir sekilde baskilandig1 gézlenmistir. Bu ¢alisma ile insiilin reseptor geni ve FOXO

transkripsiyon faktoriiniin regiilasyondaki 6nemi vurgulanmistir (109).

Kawakami et al. (2009), Tetranychus urticae’nin diyapozda ve diyapozda olmayan ergin
disilerinin ovarilerinde vitellogenin genlerinin ifade diizeylerini kiyaslamistir. Yapilan
Northern Blot analizi ile diyapozdaki ergin disilerde vitellogenin mRNA’sinin

sentezlenmedigi gozlenirken, diyapozda olmayanlarda ise ifade goriilmistiir (110).

Tufail et al. (2010), N. lugens’te Juvenil hormon III’iin uygulanmas: ile vitellogenin
ifadesinin arttigini, bu durumdan yola ¢ikarak bu genin bu tiirde juvenil hormon Il ile

regiile edildigini tespit etmistir (90).

Parthasarathy et al. (2010), Tribolium castaneum’da ovari gelisimi ve oosit
olgunlagsmasinda ekdisteroid regiilasyonunu g¢alismistir. Ovarilerin RNA’larinda yapilan
mikrodizin ¢alismasi araciligi ile ekdisteroid sinyalizasyonunda yer alan bazi genlerin disi
bocegin ergin haline ulastiktan 4 giin sonra up regiile oldugu goriilmiistiir. Ekdisteroid ve
juvenil hormon sinyalizasyonun yolaklarinda yer alan proteinlerin fonksiyonel analizlerine
iliskin yapilan RNAi c¢alismalariyla, ekdisteroidlerin ovari gelisimini ve oosit

olgunlagmasini regiile ettigi sonucuna ulasilmistir (111).

Aclik durumundaki Blatella germanica disilerinde tireme, juvenil hormonun kismi sentezi
ve yag dokusundaki vitellogenin sentezi durur. Bu bilgilerden yola ¢ikarak Siiren-Castillo
et al. (2012), tireme olaylarinda besinsel sinyallerin transdiiksiyonunda FoxO’nun
muhtemel gorevini arastirmistir. Bu tiirde ilk defa vitellogenini klonlayarak, gen ifadesinin
besinsel acidan regiile olmadigini gostermistir. Ag¢lik durumundaki disilerde in vivo
ortamda FoxO geni susturulmus ve juvenil hormon sentezininin arttigi, yag dokusu ve

hemolimfteki vitellogenin oranlarinda da ciddi artis oldugu goézlenmistir. FoxO’nun bu
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tirde aclik durumundaki juvenil hormon ve vitellogenin iretimini inhibe ettigi rapor

edilmistir (106).

Polifenizm ad1 verilen gevresel uyaricilarin etkisi ile tek bir genotipten alternatif fenotipler
tiretilebilmektedir. Libbrecht et al. (2013), Pogonomyrmex rugosus’ta methoprene
muamelesi ile yapay hibernasyon ortami, hormonal miidahele, gen ifade analizleri, hormon
Olgtimleri, vitellogenin kantifikasyonlar1, ¢evresel uyarici ve hormonal sinyalizasyon
kombinasyonunun kast olusturmasindaki etkisini arastirmistir. Sonu¢ olarak, insiilin
sinyalizasyonu, juvenil hormon ve vitellogenin arasindaki etkilesimin alternatif fenotipler
tiretilmesi iizerinde maternal etkileri regiile ettigini ve nesiller arasi bilgi aktariminda
vitellogeninin anahtar goérevinin bulundugunu gostermistir. Bu calisma hibernasyonun
kolonide yeni kraligelerin {iretilmesini tetikledigini ortaya koymustur ve bir nesil
tarafindan deneyimlenen ¢evresel etmenlerin gelecek neslin fenotipik varyasyonunu nasil

etkiledigi acisindan aydinlatici olmustur (112).

Lu et al. (2015) N. lugens’te yaptiklar1 topikal juvenil hormon III uygulamasi ile NIVgR
ifadesinin dikkate deger bir sekilde arttigini gozlemlemistir. Bu sonuglarla, VgR’nin

oositlere Vg aliniminda ve bocek iiremesinde ciddi 6neme sahip oldugu rapor edilmistir

(113).
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3. GEREKCE VE AMAC

Ulkemizde bugday ekmegi tiiketimi giinliik insan beslenmesinin énemli bir boliimiinii
olusturmaktadir. Bugday, makarna, irmik, bulgur ve biskiivi iiretiminde, ayrica yem olarak
hayvan beslenmesinde kullanilmaktadir. Siine basta olmak {izere bugday ekilis alanlarinda
yayilis gosteren zararli bocekler, triinlerde ekonomik kayiplara neden olmaktadir.
Glinlimiizde tarimsal zararlilara karsi basta kimyasal miicadele olmak iizere fiziksel,
kiltiirel, biyolojik, biyoteknik savasim yontemleri kullanilmaktadir. Son yillarda zararlilara
kars1 direngli bitki yetistirme ve nanopartikiiller araciligi ile gen susturma c¢alismalari hiz

kazanmistir.

Bocekler 6zel tireme yetenekleri ve hayatta kalma stratejileri sayesinde diinyada bir
milyondan fazla tiirii ile en kalabalik hayvan grubunu olusturmaktadir. Boceklerde bulunan
biyolojik yolaklarin, metabolik siire¢lerin anlasilmasinda DNA dizi tayinleri ve gen ifade
profillerinin incelenmesi énemli bir yer tutar. Hedef genlere ya da genoma iliskin dizi
bilgilerinin ac¢iga ¢ikarilmasiyla birlikte, veri tabanlarina eklenen bilgiler her gegen giin
artmaktadir. Boylece zararlilarin genetigine iliskin verilerden yola ¢ikilarak, zararlilar ile
miicadelede yeni hedef noktalar1 belirlenebilmektedir. Bu baglamda gerek hedef genin
susturulmasi, gerek canlinin ve konukg¢unun genetik yoldan manipiile edilmesi, ayrica
canliya spesifik bir¢ok isleyis ve durumun taklit edilmesi ile yeni ¢oziimlerin, modellerin,

miicadelele yontemlerinin gelistirilmesine katki saglanmaktadir.

Boceklerde yeni neslin devaminin saglanmasinda dnemli bir yeri olan lireme sistemi,
boceklerle miicadelede uygun bir hedef yeridir. Bu anlamda disilerde ovarilerin
gelisiminde anahtar role sahip olan protein vitellogenindir. Vitellogenin geninin
susturulmasi ile ovarilerin gelisemedigi, dolayisi ile iiremenin ger¢eklesmedigi ortaya
konmustur (94, 114). Vitellogenin proteinlerinin ovariye besin tedariki disinda baska
gorevlerde de bulunabilecegi son yillarda yapilan ¢aligmalar araciligr ile bilinmektedir (15,

16, 93, 98, 103, 112).

Bu tez caligmasi sonucunda elde edilen siine vitellogenin genlerine iligkin verilerin
kullanilmastyla, siinede bu gen ifadelerinin susturulmasi miimkiin olabilecektir. Gen
susturma islemi sonrasinda siinede olusabilecek fonksiyon kaybi ile vitellogenin

proteinlerinin siine fizyolojisindeki 6nemi anlasilabilecektir. Ayn1 zamanda vitellogenin
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genlerinin fonksiyonunu yitirmesiyle, bu genin regiilasyonunda yer alan diger genler
anlagilabilecektir. Organizma Tlzerinde yapilan miidahelelerin haricinde, bdcegin
beslendigi bitkilerde, ifadesi engellenmek istenen hedef gene 0zgii dSRNA’larin iiretimi
saglanabilmektedir (67, 69). Bu sekilde her organizmaya 6zel miidaheleye gerek kalmadan,
tohum aracilig1 ile bitkinin kontrol altindaki tarlalarda yetistirilmesi saglanarak, bitkide
vitellogenin dsRNA’larinin iiretimi gercgeklestirilebilecektir. Bitkiden beslenen siinede
vitellogenin genleri inaktif hale getirilip, kontrol altindaki bu alanlarda siine liremesi
sekteye ugratilarak siine miicadelesinde alternatif yontemlerin gelistirilmesi s6z konusu

olacaktir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
41. MATERYAL

Calismanin ana materyalini E. maura olusturmaktadir. E. maura’daki vitellogenin
genlerinin karakterizasyonu igin siine RNA’s1 kullanilirken, vitellogenin genlerinin ifade
analizlerinde siinenin tiim gelisme donemleri, farkli doku ve organlar1 ayrica stinenin farkli

donemlerde toplanmis 6rneklerinden yararlanilmistir (Sekil 4.1 ve Sekil 4.4).

Doku ve organlar Donemler

dokusu Yumurta

Orta bagirsak
Malpigi tiipleri

1. donem nimf
2. donem nimf
3. donem nimf
4. donem nimf

5. donem nimf

il

Ergin

Sekil 4.1. E. maura ifade analizlerinde kullanilan doku, organ ve dénemler

Deneylerde Potasyum kloriir (KCI, Molekiil agirligi 74.56 g/mol, Fluka-Sigma Aldrich,
Cat. No. 60129 St Louis, MO, ABD), Sodyum kloriir (NaCl, Molekiil agirlig1 58.44 g/mol,
Fluka-Sigma Aldrich, Cat. No. 71289), Hidroklorik asit (HCI1, Molekiil agirlig1 36,5 g/mol,
Merck, Cat. No. 10030172500), Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat (Na,HPO42H,0,
Molekiil agirhigi 156.02 g/mol, Merck, Cat. No. 106,343.10), Potasyum dihidrojen fosfat
(KH2PO4, Molekiil agirligi 136.09 g/mol, BDH, Cat. No. 9268), Trizol (Invitrogen, Cat.
No. 15596-018), izopropanol (CH3CH(OH)CHj;, Molekiil agirhigr 60.1 g/mol, Merck, Cat.
No. 1096344000), Kloroform (CHCl3, Molekiil agirligt 119,38 g/mol, Merck, Cat. No.
1024454000), Etil Alkol (C,HsOH, Molekiil agirhigi 46.07 g/mol, Merck, Cat. No.
1009834000), Niikleid asit boyasi (Pronasafe, CK130), Agaroz (Scharlau, Cat. No.
AG00301000), Tris Asetik asit EDTA (TAE, Thermo Scientific, Cat. No. B49)

kimyasallar1 kullanilmistir.
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cDNA sentezi asamasinda Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, Cat. No.
04379012001) kullanilmistir. PCR reaksiyonlar1t Taq DNA Polimeraz (Go Taq Flexi DNA
Polymerase 100 units, Promega, Cat. No. M8291) ve Deoksiniikleotid soliisyon karigimi
(ANTP, Promega, Cat. No. C1141) kullanilarak, RACE PCR analizleri ise 5°/3° RACE Kit,
2" Generation (Roche, Cat. No. REF 03353621001) kullanilarak yapilmistir. Es zamanli
PCR reaksiyonlarinda LightCycler 480 SYBR Green Master I (Roche, Cat. No.
04707516001) kullanilmustir. Jel ekstraksiyonu i¢in Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen,
Cat. No. 28704) kullanilmistir. 100 b¢ markir (Gene Ruler Fermentas, Cat. No. SM0241),

agaroz jel markir1 olarak kullanilmistir. DNA dizilemeleri ise hizmet alimi ile saglanmustir.

4.2. YONTEM

Tez ¢alismasinin diseksiyon asamalar1 Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Boliimii Entomoloji Laboratuvari’nda, molekiiler analizler ise Ankara Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bitki

Koruma Bo6limii Boécek Molekiiler Entomoloji Laboratuvari’nda

yapilmistir.

Vitellogenin genlerinin karakterizasyon ve ifade analizlerine iliskin izlenen deney

asamalar1 Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’te verilmistir.

—

( PCR \ ( \ Tahmini

RACE-PCR protein Ug¢

vgl,2ve3 . Gen boyutlu_ yapi
cDNA PCR iiriinlerinin Dizileme Karaktelri?as_yon analizi
sentezi jel Analizleri . .

. Filogenetik

ekstraksiyonu Anali
\_ Al

Sekil 4.2. EmVg genlerinin karakterizasyon deney asamalari
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Cinsiyet

Gelisme
donemlerinin
ayristirilmasi
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Ayrimi

 —
L Erkek
RNA
izolasyonu
Dlsfeﬁgon ~ RNA L ~ RNA
izolasyonu izolasyonu izolasyonu

“

Doku ve organ, Biyolojik donemler ve Erkek-Disi
bireylerde cDNA Sentezi

v

Ifade Analizi (RTq-PCR) J

\

Sekil 4.3. EmV(g genlerinin ifade diizeyi deney asamalari

Bu analizler esnasinda kullanilan cihazlar arasinda ise hassas terazi (Marka: Precisa,
Model: XB 220A), pH metre (Marka: Inolab, Model: pH 720), manyetik karistirict (Marka:
Isolab, Cat. No. 613.01.001), su banyosu (Marka: Memmert, Model: WNB 14),
mikrodalga firin (Marka: Beko, Model: MD 1505), 1s1 blogu ( Thermo-Scientific, Model:
2001-1CE), PCR (Marka: Bio Rad, Model: MJ-Mini), es zamanli PCR (Marka: Roche,
Model: Light Cycler 480 Il 96-well version, Cat. No. 05015278001), yatay elektroforez
tanki (Marka: SCI-PLAS, Model: Hu-10) ve gii¢ kaynagi (Marka: Labnet, Model: Power
Station 300), jel gorintileme cihazi (Marka: (DNR Bio-Imaging Systems, Model:
LumiBIS 1.4), nanodrop (Marka: Thermo Scientific, Model: Nanodrop 2000),
mikrosantrifiij (Marka: Beckman Coulter, Microfuje 22R), saf su sistemi (Marka:
Millipore, Model: Elix 10 UV, Milli-Q Synthesis A10), vorteks (Marka: lka, Model:

Vortex Genius 3) yer almaktadir.
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Elde edilen sonuglarin analizinde ¢esitli biyoinformatik analiz programlarindan

faydalanilmisti. DNA ve aminoasit dizileri http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ sitesinden

BLAST programlar1 (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) kullanilarak analiz edilmistir.

Vitellogenin genlerine ait acgik okuma cerceveleri “ORF finder”

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html) programi ile tespit edilmistir. Proteinlere ait

domainler “Conserved Domains” programi

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)  aracihign  ile  bulunmustur.

Proteinlerin  yaklasik  molekiil — agirhg  “Bioinformatic  Tools”  programi

(http://www.bioinformatics.org/sms/prot_mw.html) aracilig: ile hesaplanmigtir. Tahmini

sinyal peptidi analizinde SignalP programi (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/),

tahmini fosforilasyon potansiyeli analizinde “NetPhos (2)” fosforilasyon tahmin programi

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/), tahmini N-tipi ve O-tipi glikozilasyon

potansiyeli analizlerinde sirastyla “NetNGlyc 1.0”
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) ve “NetOGlyc 3.1”

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) programlari kullanilmigtir. Siine vitellogenin

aminoasit dizilerinin diger boceklerde bulunan Vg aminoasitler ile hizalanmas1t MUSCLE

programi (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) ile yapilmistir. Filogenetik agaclarin

olusturulmasinda MEGA 6.06 programi kullanilmistir. Primerlerin tasarlanmasinda IDT

(https://eu.idtdna.com/pages/scitools) ve Primer-BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) sitelerinden yararlanilmigtir. Primerlerin

erime sicakliklarinin hesaplanmasinda OligoCalc

(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html)  sitesinden yararlanilmistir.

Proteinlerin ~ tahmini ¢  boyutlu  yapilanmin  olusturulmasinda  Phyre?

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cqi?id=index) programi kullanilmustir.

4.2.1. BOCEKLERIN TOPLANMASI

E. maura yumurtalar, yazlayan erkek ve disi bireyler Ankara-Haymana bugday
tarlalarindan, kiglayan erkek ve disiler ise Ankara-Beynam Ormanlari’ndan toplanmustir.
Stinenin yagam dongiisii donemlerine iligkin toplanan orneklerin ait oldugu aylar Sekil
4.4’te verilmistir. Toplanan ergin bireylerin tiir ve cinsiyet ayrimlart Abbas (1990)’dan
yararlanilarak stereomikroskop altinda, erkek bireylerin tireme organlarindaki ¢ikintilarin

kivrik yapida olmasi ile disi bireylerde ise orta genital plakalanin VII. abdominal
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sternumun kenarina ulagmasi ile yapilmistir (23). Araziden toplanan siine yumurtalari
laboratuvara getirilerek 25+1 °C sicaklik, %60-70 orantili nem, 16 saat aydinlik 8 saat
karanlik kosullarin saglandigr iklim odalarinda bekletilerek nimflerin ¢ikmasi saglanmistir.
Besin olarak sekerli su verilen nimfler giinliik kontrol edilerek, gémlek degistirenler

mikrosantrifiij tiipiine almarak RNA izolasyonu i¢in -80 °C’ye kaldirilmustir.

Yazlama
/ Eyliil \\
Beslenen Dﬁ'zigsciz
Temmuz Eleira
Goc etmis Diyapoz
Mayis Arahk
S~ Gé¢ 7
oncesi
Nisan

Sekil 4.4. Siine biyolojisine gore yapilan 6rnekleme

4.2.2. DISEKSIYON

Tiir ve cinsiyet ayrimi yapilan erginlerden diseksiyon islemi i¢in 50 adet disi birey
kullanilmistir. Yag, orta bagirsak, sinir sistemi, kas sistemi, malpigi borucuklari, bas, ovari,
trake doku ve organlart binokiiler mikroskop ve ince uglu diseksiyon pensleri yardimiyla
diger dokulardan ayrilmigtir. Dokularin bozulmamasi i¢in diseksiyonlar buz iizerinde
yapilmis ve disekte edilen ornekler soguk 1XPBS (phosphate buffered saline) ¢ozeltisine
alimmistir. Disekte edilen dokular, RNA izolasyonlar1 yapilmak {izere -80°C’de muhafaza

edilmistir. 1XPBS fizyolojik ¢6zeltisinin hazirlanis1 asagidaki gibidir:

Miktar Kimyasal

8¢ NaCl

0.2g KCI

1449 NayHPO,4 2H,0
0.24 g KH,PO,

34



Yukarida miktarlart belirtilen kimyasallar hassas terazide tartilarak 800 ml distile su

icerisinde manyetik balik yardimiyla karistirilarak ¢oziilmiistiir. HCl eklenerek pH 7,4’

ayarlanmistir. Hacim 1 litreye tamamlanip, otoklavda steril edildikten sonra +4°C’de

muhafaza edilmistir.

4.2.3.

RNA iZOLASYONU

RNA izolasyonu siineye ait Nisan, Mayis, Temmuz, Eyliil, Ekim, Aralik aylarinda

toplanan erkek ve disi bireyler, sline gelisme donemleri ve yag, orta bagirsak, sinir sistemi,

kas sistemi, malpigi borucuklari, bas, ovari, trake doku ve organlarina Trizol kullanilarak

uygulanmistir. RNA izolasyonunda yapilan asamalar agagida verilmistir:

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Agirhigr 50-100 mg olan o6rneklerin {izerine 200 pl Trizol eklenerek steril ezici
¢ubuk yardimiyla homojenize edilmistir. Homojenatin iizerine 800 ul Trizol daha

eklenerek, oda sicakliginda 5 dakika bekletilmistir.

Uzerine 200 pl kloroform eklenerek oda sicakliginda 3 dakika bekletilen érnekler,
4°C’de 12,000g devirde 15 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonrasi
Ornekler, altta kirmizi, ortada fenol kloroform fazi ve tistte renksiz faz olmak {izere
tic ayr1 kisma ayrilmigtir. RNA’nin bulundugu iist renksiz fazlar yeni mikrosantrifiij

tiiplerine aktarilmistir.

Orneklerin {izerine 0,5 ml izopropanol eklenerek oda sicakliginda 10 dakika siireyle

bekletildikten sonra 4°C’de 12,000g devirde 10 dakika santrifiij edilmistir.

Siipernatantin uzaklastirilmasinin ardindan goriiniir hale gelen RNA pelletleri
%75’1ik 1 ml etanol ile yikanarak 4°C’de 7,500g devirde 5 dakika santrifiij

edilmistir. Kuruyan pelletler 50 pl saf su ile ¢ozlilmiistiir.

Elde edilen RNA’larin kalitesi ve miktart %]1°lik agaroz jel elektroforezi ve
nanodrop yardimiyla analiz edilmistir. Izole edilen RNA’lar sonraki deneylerde

kullanilmak tizere -80°C’de saklanmustir.
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4.2.4. cDNA SENTEZi

RNA orneklerinden yapilan CDNA sentezinin ilk asamasinda 1 pg RNA iizerine 1 pul oligo-
dT primer eklenip, hacim ddH,0 ile13 pl’ye tamamlanmistir. Reaksiyon karisimi 65 °C’de
10 dakika bekletilerek denatiire edilmistir. Denatiire ornek iizerine eklenen reaktifler

asagida sunulan miktarlarda hazirlanmigtir:

Reaktif Hacim
5x Transcriptor Reverse Transcriptase Reaksiyon Tamponu 4 ul
Protector RNase Inhibitor 40 u/pl 0,5 ul
Deoksiniikleotid Karigimi (10 mM) 2 ul
Transcriptor Reverse Transcriptase Enzimi (20u/pl) 0,5 ul
Toplam hacim 20 pl

Hazirlanan reaksiyonlar 55 °C’de 30 dakika, 85 °C’de 5 dakika inkiibe edilerek cDNA

sentezi tamamlanmistir. Sentezlenen cDNA fiiriinleri -20 °C’de muhafaza edilmistir.

4.25. PCR

EmVQg2 genini kodlayan tim cDNA dizisine ulasabilmek amaciyla, E. maura’nin yag
dokusundan hazirlanan ¢cDNA kiitiiphanesinde bulunan (115), 5617 bg¢ uzunlugundaki
contig00013’e ait niikleotid dizisi N