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ÖZET 

Doktora Tezi 

Süne (Eurygaster maura) Vitellogenin genlerinin karakterizasyonu ve ifade düzeylerinin 

belirlenmesi 

Aslı Dağeri 

Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü 

Doç. Dr. Nurper Güz 

Süne, Eurygaster maura, buğday tarlalarının en önemli zararlısıdır. Süne yaşam döngüsü “aktif” ve 

“pasif” olmak üzere ikiye ayrılır. Zararlı aktif dönemde beslenme, üreme, yumurta bırakma gibi 

faaliyetlerini yerine getirir ve sonra ölür. Yumurtadan çıkan nimflerin gelişmesiyle oluşan yeni 

nesil ergin bireyler buğday tarlalarında beslenip buğday hasadını takiben pasif döneme geçerler. 

Pasif dönem yarı uyku (yazlama) ve diyapoz (kışlama) dönemlerini kapsar. Süne diyapoz süresince 

yaşamını sürdürebilmek için vücudunda yağ olarak depoladığı besinleri kullanır ve ilkbaharda 

ovalara göç ederek biyolojik döngüsünü tamamlar. Böceklerde üreme başarısı ovarilere besin 

sağlayan vitellogenin (Vg) sentezine bağlıdır. Vg genelde yağ dokusundan sentezlenip, hemolimfe 

salgılanır ve gelişen oositler tarafından oosite alınır. Dişi bireylerle özdeşleşmiş bu proteinin son 

yıllarda üreme dışında farklı görevlerde de bulunabildiği saptanmıştır. Bu tez çalışmasında süne 

yağ dokusu cDNA kütüphanesinde saptanan üç adet vitellogenin proteinini kodlayan genler 

(EmVg1, EmVg2 ve EmVg3) sunulmuş, PCR, RACE PCR ve dizileme teknikleri kullanılarak 

tahmini aminoasit dizilerinin karakterizasyonu yapılmıştır. Nükleotid ve tahmini aminoasit dizileri 

EmVg’lerin en fazla Hemiptera takımından Plautia stali Vg’lerine benzerlik gösterdiğini ortaya 

koymuştur. Filogenetik ağaçlar Neighbour Joining yöntemiyle, tahmini protein yapılarına ilişkin 

tahmini üç boyutlu yapılar ise Hidden Markov modeli kullanılarak tespit edilmiştir. Real Time PCR 

tekniği ile Vg ifade düzeyleri sünenin farklı gelişme dönemleri, farklı doku ve organları ile önemli 

biyolojik dönemlerinde araştırılmıştır. Analiz sonucu, EmVg’lerin sinir sistemi, yağ dokusu, ovari, 

kas sistemi, malpigi tüpleri, orta bağırsak, baş ve trake gibi doku ve organlar arasında en yüksek 

böcek başında ifade olduğu görülürken, gelişme dönemine ilişkin ise en fazla ergin dönemde 

sentezlendiği ortaya çıkmıştır. Vg’lerin ayrıca dişi bireylerde en fazla ovalara göç öncesinde, 

erkekler bireylerde ise yazlama döneminde en yüksek ifadeye sahip olduğu saptanmıştır. 

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 (EmVg1, 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 EmVgs show high similarities to Vgs 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. GİRİŞ 

Günlük insan beslenmesinin en önemli kaynağı buğdaydır. Süne, Eurygaster maura 

(Hemiptera: Scutelleridae), buğdayın en önemli zararlısıdır. Zararlı sahip olduğu sokucu-

emici ağız yapısı ile buğday tanesini sokup emerek “akbaşak” ve “kurtboğazı” zararlarını 

oluşturur. Süne zararı görmüş üründe kalite ve verim kaybı meydana gelir. 

Süne başta Güneydoğu Anadolu Bölgesi olmak üzere, 1920’li yıllardan bu yana ülkemizde 

yayılış göstermekte ve her yıl ortalama 70-80 milyon dekar alana buğday ekilmektedir. 

Mevcut üretim alanlarının yarısına yakın bölümü süne tehditi altında kalmakta ve etkili 

mücadele yapılmadığı takdirde, üretimde %100’e ulaşan ürün ve kalite kayıpları ile karşı 

karşıya kalınmaktadır. Süne ile mücadelede bugüne kadar fiziksel, mekanik, kimyasal ve 

biyolojik mücadele yöntemlerinden faydalanılmıştır. Günümüzde ise süne mücadelesinde 

tüm mücadele yöntemlerini bir arada barındıran entegre mücadele yönetim sistemi 

uygulanmaya çalışılmaktadır (1).  

Süne yaşam döngüsü “aktif” ve “pasif” olmak üzere ikiye ayrılır. Zararlı aktif dönemde 

beslenme, üreme, yumurta bırakma gibi faaliyetlerini yerine getirirken, bu dönemde bir 

dişi ortalama 80 adet yumurtayı, yumurta paketleri hâlinde buğday yaprakları üzerine 

bırakır. Pasif dönemi ise kendi içerisinde “yazlama” ve “kışlama” olarak ikiye ayırmak 

mümkündür. Yazlama döneminde yarı uyku hâlinde olan süneler, yer değiştirme ve 

hareket etme davranışlarını sürdürebilirler. Kışlama döneminde ise, tam uyku hâlinde olan 

süneler diyapoz süresince yaşamlarını sürdürebilmek için yağ dokusunu rezerv olarak 

kullanırlar. Havaların ısınması ile birlikte gruplar hâlinde ovalara inen kışlamış erginler 

yumurta bıraktıktan sonra ölürler (2-4). Yumurtadan çıkan nimfler ve daha sonra ergin 

hâlini alan bu bireyler buğday başaklarında oburca beslenip, buğday hasadını takiben pasif 

döneme geçerler. Pasif dönemdeki süneler yazlama süreci sonrası kışlaklara çekilirler (3, 

5).  

Böceklerde ovarilere besin sağlayan en önemli proteinlerden birisi vitellogeninlerdir (6). 

Vitellogenin genellikle ekstraovarial olarak abdominal yağ dokusunda sentezlenir, 

hemolimfe salınır ve gelişen oositlerde bulunan reseptörler tarafından oosite alınır (7-9). 

Dişi üreme sistemindeki önemli rolü nedeni ile vitellogenin, dişilere özelleşmiş bir protein 

olarak bilinmektedir (9). Ancak yapılan çalışmalar bu proteinin erkek bireylerde ve seksüel 
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açıdan gelişmemiş canlılarda da sentezlendiğini ortaya koymuş ve vitellogeninin üreme 

dışında başka görevlerde de bulunabileceğini akıllara getirmiştir (10, 11). Son yıllarda 

vitellogeninin işçi arılarda sosyal açıdan hormonal düzeni sağladığı, antioksidan görevi 

yaptığı, ayrıca sosyal böceklerde kast oluşumunda görev paylaşımı ve davranış 

özelleşmesinde rol aldığı rapor edilmiştir (12-17).  

Günümüzde Moleküler Biyoloji ve Biyoteknoloji alanlarında kaydedilen ilerlemeler ile 

fonksiyonel genomiks çalışmaları adı altında, hedef genlerin karakterizasyonu, 

organizmadaki ifade seviyelerinin belirlenmesi ve bu genlerin ifadesine müdahele 

yöntemleri geliştirilmekte ve uygulanmaktadır. Böceklerde yapılan bu çalışmalarla 

organizma fizyolojisinde yer alan yolaklar anlaşılarak, Bitki Koruma alanında zararlılarla 

mücadelede alternatif teknikler geliştirilebilmektedir. Bu alanda süne ilgili yapılan 

çalışmaların sayısı, diğer böceklere kıyasla oldukça azdır.  

Bu tez çalışması ile vitellogenin proteinlerinin süne üreme fizyolojisindeki rolünün 

anlaşılması ve bu kapsamda elde edilen bilgilerin kullanılmasıyla süne mücadelesinde yeni 

stratejilerin geliştirilmesine olanak sağlamak hedeflenmektedir. Sünede vitellogenin 

proteinini kodlayan üç gen bulunmuştur. EmVg1, EmVg2 ve EmVg3 olarak isimlendirilen 

bu üç genin karakterizasyonları yapılmıştır. Dişi üreme sistemiyle özdeşleştirilen bu 

genlerin sünenin farklı gelişme dönemlerinin yanı sıra, farklı doku ve organlarındaki ifade 

profilleri araştırılmıştır. Ayrıca süne biyolojisinde yer alan önemli dönemlerde, her iki 

cinsiyete ait örnekler toplanarak, bu genlerin ifade seviyeleri tespit edilmiştir.  
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2. KURAMSAL TEMELLER 

2.1. SÜNENİN TANIMI 

Süne, Eurygaster sp., Hemiptera takımından Scutelleridae familyasına ait yaklaşık 1 cm 

boyunda, toprak renginde, yassı vücutlu, sokucu emici ağız yapısına sahip bir zararlıdır. 

Dünyada Yakın ve Orta Doğu ülkeleri ile Doğu ve Güneydoğu Avrupa ülkelerinin tahıl 

alanlarında baskın tür olan süne, 1927 yılından beri Türkiye’de en fazla Güneydoğu 

bölgesi olmak üzere, birçok kesimde yayılış gösteren önemli tarımsal zararlılardan biridir 

(18-22). Dünyada Eurygaster cinsine ait on beş tür bulunmaktadır. Ülkemizde ise 

ekonomik olarak zarar yapan Eurygaster integriceps Put., Eurygaster maura L. ve 

Eurygaster austriaca Schrank türlerinin yanı sıra, ayrıca zarar yapmayan Eurygaster 

dilaticollis Dofhrn, Eurygaster hottentota F., Eurygaster schreiberi Mont. ve Eurygaster 

testudinoria Geoff. türleri ile birlikte toplam yedi türü saptanmıştır (2-4).  

Tez çalışmasının ana materyalini oluşturan E. maura oval görünümlü, geniş ve yassı 

yapıda vücuda sahiptir. Zararlının üçgen şeklindeki başı protoraks içerisine dâhil olmuştur. 

Baş kısmında iki adet petek göz ve beş segmentli bir çift anten bulunmaktadır. E. 

integriceps’e büyük oranda benzerlik gösteren türün ayrımı, erkek bireylerde üreme 

organının kitin yapısındaki çıkıntılarının kıvrık olması ile dişi bireylerde ise orta genital 

plakalanın VII. abdominal sternumun kenarına ulaşması ile yapılabilmektedir (3, 23). 

2.1.1. SÜNE BİYOLOJİSİ 

Süne yaşam döngüsünü aktif ve pasif olmak üzere iki evrede tamamlayan, yılda tek döl 

veren bir zararlıdır. Erginler dokuz ay süren pasif dönemini, başta yaz mevsiminin bir 

bölümü olmak üzere, sonbahar ve kış mevsimlerinin tamamını ve ayrıca ilkbaharın bir 

bölümünü kışlak alanlarda diyapoz hâlinde geçirirler. Yüksek yerlerde kışlayan böceğin 

pasif dönemi de kendi içerisinde “yazlama” ve “kışlama” olarak ikiye ayrılır. Süne 

yazlama döneminde yarı uyku hâlinde hareket yeteneğini sürdürüp, yer 

değiştirebilmektedir. Kışlama döneminde ise Ekim-Kasım aylarından Mart-Nisan aylarına 

kadar tam diyapoz hâlinde yaşamını sürdürmektedir. Yazlama döneminde yüksek yerlere 

göç eden süneler, kış aylarında soğuklardan korunmak maksadıyla aşağı bölgelere 

yerleşirler (2-4). Zararlı kış aylarını kışlak alanların bitki örtüsüne bağlı olarak meşe, çam, 
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kirpi otu, geven gibi bitkilerle, yere dökülmüş yaprakların altında gizlenerek geçirir. 

Kışlamış erginler bahar mevsimi ile beraber kışladıkları bölgelerde toprak sıcaklığı 

15°C’ye ulaştığında, tahıl alanlarına göç ederler. Erginler göç ettikleri bölgede beslenir, 

çiftleşir ve hububat yapraklarının alt yüzeyine yumurta bıraktıktan yaklaşık 1-4 hafta sonra 

ölürler. Dişilerin yumurtlama süresi 1-2 ay kadar devam eder. Dişi bireyler ortalama 80 

adet yumurtayı 5-6 yumurtlamada 12-14 adetlik yumurta paketleri şeklinde bırakırlar (3).  

Süne yumurtalarında gelişime bağlı olarak bazı değişiklikler görülür (Şekil 2.1). 

Yumurtalar ilk bırakıldıklarında çapları 1-1,2 mm, renkleri ise üzerinde bulunduğu 

yaprağın filiz yeşili rengindedir (Şekil 2.1.1). Yumurtalar bulundukları bölgenin iklim 

şartlarına göre ortalama 3-4 gün sonra esmerleşmeye başlarlar. Yaklaşık 5 gün geçtikten 

sonra, yumurta üzerinde siyah yuvarlak bir leke meydana gelir (Şekil 2.1.2). Lekeler 2-3 

gün sonra kaybolur ve çapa şeklinde kırmızı renkler oluşur (Şekil 2.1.3) (2-4). Yaklaşık bir 

hafta sonra açılan yumurtalardan 1. dönem nimfler çıkar. Beşinci dönem nimfe 

ulaşıldığında ise yeni nesil erginler meydana gelir. Yumurtadan ergin oluşumuna dek 

geçen bu süre yaklaşık 1,5-2 ay sürer.  

Yeni nesil erginler kışlama öncesi enerji depolayabilmek için buğdayda oburca beslenir 

(Şekil 2.2) ve hasat dönemi sona erdiğinde kışlama alanlarına çekilirler (3, 5). Kışlaklarda 

pasif dönemlerini geçiren süneler, beslenme sonrası vücutlarında depoladıkları yağ 

dokusunu enerji kaynağı olarak kullanarak, hayatlarını sürdürürler. Bu dönemde harcanan 

yağ oranı iklim ve çevre koşullarına bağlı olarak, kışlama döneminde yazlama dönemine 

göre daha fazladır (3, 24).  

Şekil 2.1. Süne yumurtalarında gelişime bağlı olarak gözlenen değişimler 
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Şekil 2.2. Buğday bitkisi üzerinde beslenen ergin süne 

Yeni nesil erginlerin ovalarda görülmesi o yılın iklim ve çevre koşullarına göre değişmekle 

beraber, genellikle Mayıs ve Temmuz ayları arasındadır. Yeni nesil erginler kışı 

geçirebilmek için buğday tarlalarında oburca beslenirken, sadece 1-2 günde buğdayda 

%100’e varan ekonomik zarar meydana getirebilirler. Buğdayın olgunlaşıp sertleşmeye 

başlaması ve havaların soğuması ile beraber ovalardan kışlak alanlara doğru göç ederler 

(3). 

2.1.2. SÜNE ZARARI 

Süne, erken dönemdeki buğdayların saplarını sokup emerek beslenmek suretiyle, bitkinin 

kurumasına neden olur. Bu zarara “kurtboğazı” zararı adı verilir. Çiçeklenme dönemindeki 

buğday saplarında beslenerek, buğdayın başaklarında beyazlaşmaya ve başakların 

kurumasına neden olur. Bu zarar şekline ise “akbaşak” zararı adı verilmektedir. Süne süt 

olum dönemindeki buğdayın tanelerinde beslendiğinde, ekmeklik, makarnalık ve tohumluk 

olarak kullanılacak ürünün niteliklerini yitirmesine sebep olur (2, 3, 25). 

Süne, sokucu emici ağız yapısıyla emgi yaparken, buğday tanesinin içerisine proteolitik 

enzimler bırakarak, buğdaydaki gluten proteininin hidrolizasyonuna sebep olur. Bırakılan 

proteaz enzimi süne zararına uğramış buğdayın işlenmesi esnasında, tanenin öğütülmesiyle 
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una karışır, ancak su içeriği yeterli olmadığı için enzim herhangi bir etki göstermez. Uygun 

nem ve sıcaklık koşullarının sağlanmasıyla un hamur hâline geldiğinde, enzim aktifleşerek 

buğdaydaki gluteni parçalar. Bunun sonucunda hamur yumuşar, hamurun yoğurma ve 

biçim verme işlemleri sırasında esnekliği azalır, makine ve elde işlenmesi zorlaşır, 

fermentasyonda gaz tutma potansiyeli azalarak ekmeğin kabarması engellenir (26). 

Özellikle tane oluşum döneminde meydana gelen süne emgi oranı %5’ten fazla ise, buğday 

ekmeklik olma özelliğini yitirir (27). 

2.1.3. SÜNE MÜCADELESİ 

Süne mücadelesini üç kademede incelemek mümkündür (2). 

2.1.3.1. Süne Mücadelesinde 1927–1960 Yılları 

Geçmiş yıllarda hububat üreticileri eğitim eksiklikleri nedeniyle süne mücadelesine ilişkin 

olarak, buğday tarlalarına muska asmak ve ip çekmek gibi yöntemleri kendi başlarına 

üreterek uygulamışlardır (2, 28, 29). 1928 yılında ise süne mücadelesine ilk kez devlet 

tarafından destek verilmiştir. Çiftçiler elle, atrapla ve kalburla süne toplamaya teşvik 

edilerek, fiziksel mücadele uygulanmaya başlanmıştır. Toplanılan kışlamış ergin süneler 

devlet tarafından satın alınmış ve kireç çukurlarında imha edilmiştir. Fiziksel mücadele 

1954 yılına kadar sürdürülmüştür (29). 1939 yılından itibaren sünenin kışlak alanlarda 

altında barındığı bitkiler gaz yağı ve alev makinesi ile yakılarak, mekanik mücadele 

uygulanmaya başlanmıştır. Yapılan işlemler toprak erozyonu ve doğa tahribatına neden 

olduğu için 1954 yılında durdurulmuştur. Bu süre zarfında süne toplama makinesi ile 

mekanik mücadele uygulanmaya devam edilmiş, ancak herhangi bir verim sağlanamamıştır 

(2, 29). 1955 yılında ise kimyasal mücadele, zararlının nimf ve yeni nesil ergin 

dönemlerinde uygulanmaya başlanmıştır. 

2.1.3.2.  Süne Mücadelesinde 1960 – 2004 Yılları  

Kimyasal mücadelenin başlatıldığı ilk on yıl organik fosforlu ilaçlar (parathion) ve 

klorlandırılmış hidrokarbonlu bileşikler (DDT) kullanılmıştır. Mücadele 1967 yılına kadar 

toz ilaçlarla sürdürülürken, bu listeye daha sonra sıvı formülasyona sahip ilaçlar da 

eklenmiştir (30). 1983 yılında DDT’nin kullanımının yasaklanmasıyla mücadeleye sıvı 

formülasyonlu ilaçlarla devam edilmiştir. Geniş alanlarda sentetik piretroidli ilaçların 
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kullanımına 1985 yılında, ULV (Ultra low volume–Çok düşük hacimli) formülasyonlu 

ilaçların kullanıma geçiş ise 1987 yılında başlanmıştır. ULV uygulamasının kullanım oranı 

rüzgârla başka alanlara taşınma ve doğal düşmanlarda oluşturduğu olumsuz etkisinden 

dolayı 2000’li yıllarda azalmıştır (2, 28).  

Sünenin biyolojik mücadelesinde kullanılabilecek doğal düşmanlar; yumurta parazitoit ve 

predatörleri, ergin iç ve dış parazitoitleri, ergin ve nimf predatörleri ile hastalık etmeni 

Beauveria ve Aspergillus funguslarıdır (1). Trakya’da 1995 yılında buğday tarlalarına 

Trissolcus grandis türüne ait parazitoidin salımı gerçekleştirilmiş, ancak salım geciktiği 

için başarılı sonuç alınamamıştır (1, 31). 

2.1.3.3. Süne Mücadelesinde 2004– Günümüz 

Kimyasal mücadele uygulaması 2006 yılına kadar çoğunlukla uçak ile sürdürülmüştür. 

2006 itibari ile bu uygulamaya son verilmiş ve sadece yer aletleri ile kimyasal mücadeleye 

devam edilmiştir. Süne ile mücadele, ilk uygulanmaya başlandığı itibaren devlet 

mücadelesi şeklinde yürütülmüştür. 2005 yılı itibariyle bu mücadele kademeli olarak 

Devlet Yardım Mücadelesi’ne, 2009 yılından itibaren ise Yönetimli Çiftçi Mücadelesi’ne 

dönüştürülmüş ve günümüzde bu uygulama hâlen devam etmektedir (1, 30). 

Günümüzde süne ile mücadele çalışmaları entegre mücadele şeklinde sürdürülmektedir. 

Çevre ve Orman Bakanlığı ile Gıda, Tarım ve Hayvancılık Bakanlığı süne ile biyolojik 

mücadelede görev alan parazitoidlerin etkinliğini arttırmak amacı ile “Ağaçlandırma 

Projesi” başlatmıştır. Proje kapsamında süne ile yoğun mücadelenin gerçekleştirildiği 

illerde Ahlat, Akasya, Badem, Dut ve Sarısalkım ağaçları dikilmiştir. Bu amaçla Konya 

Şeker Fabrikası, Konya ve Ankara’da bulunan tahıl alanlarının etrafına bir milyonun 

üzerinde ağaç dikimi gerçekleştirmiştir (1).  

2004 yılında Adana Zirai Mücadele Araştırma Enstitüsü “Ülkesel Süne Projesi” 

kapsamında Trissolcus semistriatus yumurta parazitoitinin kitle üretimini gerçekleştirerek, 

proje çerçevesinde enstitüde kitle üretim ve salım çalışmaları yapmıştır. Adana Zirai 

Mücadele Araştırma Enstitüsü’nün teknik desteği ile T. semistriatus kitle üretim 

merkezleri 2007 yılında Konya, 2009 yılında ise Kırklareli Gıda, Tarım ve Hayvancılık İl 
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Müdürlükleri’nde de kurulmuştur. Üretim ve salım çalışmaları günümüzde de devam 

etmektedir (1).  

2.2. BÖCEKLERDE DİŞİ ÜREME FİZYOLOJİSİ 

2.2.1. BÖCEKLERDE DİŞİ ÜREME SİSTEMİNE GENEL BİR BAKIŞ 

Böceklerde dişi üreme sistemi, vajina, yardımcı bezler, ovari (yumurtalık), genel ovari 

kanalı, spermateka, yan ovari kanalı, ovariyol (yumurta tüpleri) ve oosit (yumurta hücresi) 

gibi temel yapılardan oluşmaktadır (Şekil 2.3). Vajina, böceğin genital organı ve ovari 

kanalının uzantısıdır. Ovariyoller konik biçimli yumurta tüpleri olup, oositlerin gelişimi ve 

büyümesi burada gerçekleşir. Ovariyollerin sayısı böceğin büyüklüğü ve üreme stratejisine 

göre her böcekte farklık göstermektedir. Ortak ovari kanalından köken alan lateral ovariyol 

kanalları, ovarilerin birleşmesini sağlar. Yardımcı bezler sement, zehir ve yağ gibi 

maddelerin salgılanmasında görev alır. Çiftleşme sonrası, yumurtanın döllenebilmesi için 

spermlere ihtiyaç duyulana kadar, spermler “spermateka” adı verilen kapsül benzeri kesede 

depo edilir (32). 

 
Şekil 2.3. Dişi üreme sistemi (32) 
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2.2.2.  VİTELLOGENEZ 

Oviparius (yumurta ile üreyen) canlılar yumurtanın gelişimi için “vitellin” adındaki yolk 

proteinine ihtiyaç duyarlar. Böceklerde vitellin proteininin öncülü vitellogenin, genellikle 

abdominal yağ dokusunda sentezlenir, hemolimfe salınır ve gelişen oositler tarafından 

alınır (7-9). Daha sonra embriyoların gelişimi için gerekli besini sağlamak üzere, oosit 

sitoplazmasında kristal formda “vitellin” olarak depo edilir (33). Vitellogenez, 

vitellogeninin yağ dokusu tarafından sentezlenip, oosit tarafından alındığı ve sitoplazmada 

depolanana kadar geçirdiği süreye denilir (32). Vitellogenez sürecinde böcek oositleri yolk 

proteini vitellini depolayarak, embriyonun gelişimi için gerekli olan besini sağlar ve hızlı 

bir şekilde büyürler (9).  

Vitellogenezde folikül hücrelerinde hücre içi boşluklar oluşarak vitellogenin alınımı 

kontrol edilir. Juvenil hormon ise folikül hücrelerinde oluşan açıklığı Na
+
/K

+
 ATPaz 

aktivitesini arttırarak regüle eder. Vitellogeninin oosit membranına geçişi, reseptör-aracılı 

endositoz aracılığıyla sağlanmaktadır. Reseptör-aracılı endositoz aşamasında hücre 

membranında bulunan vitellogenin reseptörü, vitellogenini tanıyıp sıkıca bağlanır ve 

içeriye alır. Endositoz işlemlerinin çoğunda görev alan. klatrin proteini, reseptörün 

vitellogenine bağlandığı yerde birikir ve reseptör-vitellogenin kompleksi, klatrin kaplı 

vezikülle bir bütün oluşturur. Sonrasında klatrin kaplama kaybolarak, transisyonel 

(geçişken) yolk yapılarını oluşturmak üzere endozom formunu meydana getirir. 

Vitellogenezin son aşamasında vitellogenin ile reseptör birbirinden ayrılarak, 

vitellogeninler kristalize bir formda olgun yolk yapılarına eklenirken, reseptörler tekrar 

kullanılabilir formda tübüler bölmelerde kalırlar (32) (Şekil 2.4). 
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Şekil 2.4. Sivrisinekte vitellogenezde meydana gelen reseptör-aracılı endositoz (32) 

Pan et al. (1969) Hyalophora cecropia ve Periplaneta americana’nın dişi ve erkek 

bireylerinde yaptıkları çalışmada, dişilerde vitellogeninin yağ dokusundan sentezlendiğini 

gözlerken, erkek yağ dokusunda ise vitellogenin sentezine rastlamamıştır. Bu çalışma ile 

beraber araştırılan protein “vitellogenin” adını almıştır (9). Sonraki yıllarda yapılan 

çalışmalar da vitellogeninin genellikle yağ dokusundan sentezlendiğini ortaya koymuştur. 

Chino et al. (1976) Philosamia cynthia’nın pupa dönemi hemolimfinden izole etikleri 

diaçilgliserol barındıran önemli lipidleri, lipoprotein I ve II olarak tanımlamıştır. Yapılan 

vitellogenin araştırmaları sonrasında, bu böcekte tanımladıkları lipoprotein II’nin esasen 

vitellogenin proteini olduğunu tespit etmişlerdir (34). Koeppe ve Ofengand (1976), 

Leucophaea maderae vitellogenininin beş adet heterolog alt üniteden oluştuğunu 

bildirmiştir (35). Della-Cioppa ve Engelmann (1987) ise, L. maderae yağ dokusundan 

vitellogenin sentezini in vivo ve in vitro ortamlarda çalışmış, 215 kDa ağırlığındaki henüz 

salgılanmamış pre-Vg’nin (vitellogenin öncülü) yağ dokusu ile beraber fosforile olduğunu 

ve proteolitik olarak kesime uğradığını rapor etmiştir (36). Sivrisinekte vitellogenin 
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mRNA’sının vitellin hâlinde depolanana kadar geçen süreçte meydana gelen işlemler Şekil 

2.5’de verilmiştir. 

 

Şekil 2.5. Sivrisinekte Vg mRNA’sından vitellin oluşana dek gerçekleşen işlemler (32) 

2.2.3. VİTELLOGENİN REGÜLASYONU 

Vitellogenin gen regülasyonunda juvenil hormon, ekdisteroidler ve nöropeptitler rol alır 

(37-40). Tufail et al., Vg transkriptininin hormonal regülasyonununda görev alan etmenleri 

üç grupta incelemiştir (41). Buna göre birinci gruptaki böcekler Vg transkripsiyonunda 

sadece juvenil hormon kullanırken, ikinci gruptakiler ekdisteroidlere gereksinim duyar. 

Üçüncü grupta yer alan böcekler ise juvenil hormon ve ekdisteroidlerin yanı sıra ilâve 

hormonlara ihtiyaç duyarlar.  
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Hemimetabol (yarı başkalaşım geçiren) böceklerin de dâhil olduğu birinci grupta juvenil 

hormon vitellogeninin translasyonu, regülasyonu ve oositler tarafından alınmasında görev 

almaktadır (32). İkinci grup böcekler Vg regülasyonu için ekdisteroidlere ihtiyaç duyarlar. 

Dipterlerde juvenil hormon vitellogenin salınımını düzenlerken, 20-hidroksiekdizon (20E) 

ise üretim miktarını düzenlemektedir (32). Lepidopterlerin dâhil olduğu üçüncü grup 

böceklerde ise Vg transkripsiyonu için juvenil hormon ve ekdisteroidlerin yanı sıra ilâve 

hormonlara ihtiyaç duyulmaktadır. Bunlardan insülin-benzeri peptid sinyal sistemi, 

yumurta olgunlaşmasında regülatör görevi görmektedir (32, 42). 

2.3. BÖCEKLERDE GEN VE PROTEİN KARAKTERİZASYONU, İFADE 

DÜZEYLERİNİN BELİRLENMESİNDE KULLANILAN YAKLAŞIMLAR 

Böcek Biyokimyası ve Moleküler Biyolojisi alanlarında yapılan çalışmalarda, böceğin 

verdiği zararla ilgili genlerin ve böcek fizyolojisinin anlaşılmasında araştırılan genlerin 

ifade düzeylerininin belirlenmesi, gen dizilerinin tanımlanarak karakterizasyonlarının 

yapılması; mevcut dizi üzerinden hedef genlerin inaktive edilmesi ve ilgili yolakların 

anlaşılması açısından büyük önem arz etmektedir. Günümüzde bu çalışmalarda yaygın 

olarak kullanılan analizler arasında Transkriptom analizleri, Eş zamanlı PCR, Northern 

Blot, Western Blot, DNA dizi analizi ve RNA interferans teknikleri bulunmaktadır. Bu 

yaklaşımlarla ilgili açıklamalar aşağıda verilmiştir: 

2.3.1. TRANSKRİPTOM ANALİZLERİ 

Genomik DNA’dan yola çıkarak protein sentezinin gerçekleştirilmesindeki ilk aşama olan 

mRNA (mesajcı RNA) sentezine “transkripsiyon” adı verilir. Transkripsiyon sürecinde gen 

ifade düzeylerinde meydana gelen değişiklikleri her bir organizma için farklı morfolojik ve 

fenotipik karakterler, hücresel cevaplar belirlemektedir. Genomik DNA’dan transkribe ya 

da ifade olmuş genlerin tümü için, çoğu zaman “ifade profili” tanımlaması yeterli olsa da, 

günümüzde yaygın olarak “transktiptom” kavramı kullanılmaktadır Transkriptom hücresel 

fenotip ve fonksiyonların en önemli belirleyicisidir. Transkriptom, sıradan hücresel 

faaliyetlerin gerçekleşmesi dâhil olmak üzere, meydana gelen herhangi bir durumda hızlı 

değişebilme özelliğine sahiptir (43). Bu analizlerin yapılmasında kullanılan iki önemli 

yöntem, cDNA kütüphanesinin oluşturulması ve mikrodizin yöntemleridir. 
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2.3.1.1. Yeni Nesil Dizileme 

Yeni nesil dizileme başta DNA dizi bilgisinin sağlanması, gen ifade profilinin 

belirlenmesi, karakterizasyon ve genom anotasyonunun oluşturulması ve kodlanmayan 

RNA’ların keşfinde kullanılan yüksek verimin alındığı, pirosekanslama teknolojisine 

dayalı bir transkriptom analiz tekniğidir (44). İlk olarak 1986 yılında keşfedilen bu 

tekniğin temeli, DNA zincirine nükleotid eklenmesi esnasında DNA polimeraz aktivitesini 

takiben açığa çıkan pirofosfatın analizine dayanır (45). Eklenen nükleotidlerden sadece 

komplementerine bağlanan nükleotidin sinyal oluşturması ile lüminesans bir ışıma 

meydana gelir (46) (Şekil 2.6). 

 

Şekil 2.6. Pirosekanslama tepkimesi (47) 

Mevcut yeni nesil dizileme teknolojileri özellikle en kalabalık hayvan grubu olan 

böceklerin çalışılmasında, model organizmaların haricinde yeni genetik kaynakların 

oluşturulması adına büyük önem arz etmektedir (48). Son yıllarda 5000 farklı böceğin 

genomunun dizilenmesi projesi başlatılmıştır (49).  

Bu teknikle özellikle sıcaklık, stres, diyapoz, göç gibi böceğin fizyolojisini etkileyen 

durumlardaki gen ifade düzeyleri izlenerek, böcek fizyolojisinin anlaşılması için gerekli 

analizlerin yapılmasına olanak sağlanmaktadır. De novo dizi analizleri sonucu ulaşılan dizi 

bilgilerinin biyoinformatik analizleri ile organizmada daha önce tanımlanmamış aday 

genlerin keşfi ve karakterizasyonu mümkündür. Günümüzde birçok kuruluş 

pirosekanslama prensibinden yola çıkarak, çeşitli yeni nesil dizileme sistemleri 

geliştirmekte ve bu sistemler bilim dünyası tarafından verimli bir şekilde kullanılmaktadır.  
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2.3.1.2. Mikrodizin 

Transkriptom analizlerinde yaygın olarak kullanılan yöntemlerden biri olan mikrodizin 

tekniği, DNA/RNA hibridizasyon analizleri prensibine dayanarak, gen ifade profilleri ve 

SNP (Single nucleotide polymorphisms=Tek nükleotid polimorfizmi)’lerin 

görüntülenmesine olanak verir. Hibridizasyonlar genellikle cam, silikon ve plastik gibi 

maddelerin üzerinde gerçekleştirilir. Haberci probun hedef DNA ya da RNA’ya 

bağlanması ile bir sinyal meydana gelir. Oluşan hibridizasyonlar sistemde yapılan tarama 

aracılığı ile görüntülenebilmektedir (50). 

Mikrodizin analizi ile böcek fizyolojisine ilişkin yapılan araştırmalarda meydana gelen gen 

ifadesi değişiklikleri, bu yöntem sayesinde detaylı olarak incelenebilmektedir. Yeni nesil 

dizilemenin aksine mikrodizin teknolojisi, yeni transkriptlerin analiz ve 

karakterizasyonuna olanak sağlamamaktadır. Bu teknik ayrıca, spesifik olmayan 

hibridizasyonlar ve düşük ifade olan genlerden alınan yetersiz sinyaller gibi bazı 

dezavantajlara sahiptir (51). 

2.3.2. EŞ ZAMANLI POLİMERAZ ZİNCİR TEPKİMESİ (REAL TIME 

POLYMERASE CHAIN REACTION) 

Polimeraz Zincir Tepkimesi (PZT/PCR), DNA içerisinde dizisi bilinen iki fragment 

arasındaki özgün bir bölgenin sentetik primerler yardımıyla enzimatik olarak 

çoğaltılmasında kullanılan tekniktir. PCR tekniğinin keşfinden bu yana, gen ifadesinin 

kantitatif tayinine yönelik birçok uygulama geliştirilmiştir (52). 

Eş Zamanlı PCR (Q-PCR) yönteminde amplifikasyonun görünebilirliğini sağlamak için 

boya veya prob kullanılmaktadır. Bu amaçla yaygın olarak kullanılan SYBR green I 

boyasının çift zincirli DNA’ya bağlanma özelliğinden yararlanılmaktadır (53). Bir diğeri, 

çift işaretli (dual-labeled) florojenik hidroliz problarıdır (TaqMan). Bu tekniğin prensibi ise 

hedef diziye bağlanma özelliğine sahip çift-işaretli probun, hibridizasyon esnasında Taq 

polimerazın 5'-3' ekzonükleaz aktivitesinden yararlanarak kesilmesi ve floresan ışıma 

yapması esasına dayanmaktadır (54). Revers Transktiptaz PCR (RT-PCR)’ın eş zamanlı 

olarak kantitatif analizi de bu uygulama sayesinde gerçekleştirilebilmekte ve kısaca RT-

qPCR şeklinde yazılmaktadır (54, 55). 



 

15 

 

Eş zamanlı PCR’da elde edilen verilerin analizinde mutlak ölçüm (absolute quantification) 

ve göreceli ölçüm (relative quantification) yöntemleri kullanılmaktadır. Mutlak ölçüm 

yönteminin analizinde ilgili transkriptin kopya sayısı genellikle bir standart eğri 

hazırlanarak belirlenir ve hesaplamalarda 2
-ΔCT 

formülü kullanılır.  

ΔCT (örnek) = 2 (
CT

 
hedef–CT referans

) 

= 2
- ΔCT 

CT (threshold cycle=eşik döngü değeri) amplifikasyon sürecinde PCR’ın üstel 

(exponential) fazda olduğunu belirten değerdir ve reaksiyondaki amplikon sayısıyla ters 

orantılıdır (56). Göreceli ölçüm yöntemi ise çoğunlukla muamele çalışmalarında 

kullanılırken, analizin yapılmasında muamele edilmiş örneklerle birlikte, muamele 

edilmemiş bir kontrol grubu bulunmaktadır. Kontrol grubu referans alınarak gen ifadesinde 

meydana gelen değişimler tespit edilirken hesaplamalarda 2
-ΔΔCT

 formülü kullanılmaktadır 

(57). Böcek Moleküler Biyolojisi çalışmalarında Eş zamanlı PCR tekniğinin kullanımı 

oldukça yaygındır. 

2.3.3. RACE PCR (RAPID AMPLIFICATION OF cDNA ENDS=cDNA 

UÇLARININ HIZLI ÇOĞALTIMI) 

RACE PCR, hedef cDNA’nın 5’ ve 3’ uçlarının PCR metoduyla çoğaltılması prensibine 

dayanır. Yöntem, ilgili mRNA’nın bilinen kısa bir dizisinden yola çıkarak, 5’ ve 3’ 

uçlarına doğru dizi bilgisi mevcut olmayan bölgelerin çoğaltılmasına imkân verir (58). Bu 

teknik genellikle düşük kopya sayısına sahip mRNA’ların çoğaltılmasında ve cDNA 

kütüphanelerinden elde edilen parça cDNA’ların tamamlanmasında kullanılır. RT-PCR ve 

PCR tekniklerinin uygulandığı yöntemde gene özgü primerler, revers trankriptaz enzimi, 

adaptörler, oligo-dT ankor primerleri gibi bileşenler kullanılır. Moleküler Biyoloji ve 

Genetik alanında gen karakterizasyon amaçlı çalışmalarda sıklıkla uygulanılan bu yöntem 

sayesinde, transkripsiyon başlama bölgeleri belirlenebilmektedir.  

2.3.4. NORTHERN BLOT 

James Alwine ve George Stark tarafından geliştirilmiş Northern Blot tekniği ile spesifik 

RNA seviyelerinde meydana gelen değişikliklerin analizi yapılabilmektedir (59). Bu 

teknikte izlenen genel yol şu şekilde özetlenebilir (60): Çalışılacak materyalden RNA 
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izolasyonu yapılır. Daha sonra RNA’lar formaldehit içeren jele yüklenerek elektroforez 

tekniği ile ayrıştırılır. Kapiler blotlama sistemi yardımıyla bir gece boyunca negatif yüke 

sahip RNA’nın naylon membrana aktarımı gerçekleştirilir. RNA membranda işaretli probla 

hibridize olur ve çift zincirli bir yapı kazanır. Otoradyografi veya fosfo görüntüleme 

(Phosphoimager) sistemleri ile RNA’ların analizi yapılır.  

Northern blot tekniğinin uygulanmasında fazla miktarda RNA’ya ihtiyaç duyulması ve 

tekniğin uzun zaman alması gibi dezavantajları vardır (61). Böceklerde gen ifade 

çalışmalarında Northern Blot tekniği bir dönem yaygın olarak kullanılırken, günümüzde bu 

tekniğe alternatif olarak genellikle RT-qPCR yöntemi tercih edilmektedir. 

2.3.5. WESTERN BLOT 

Western blot, çalışılan materyalde spesifik proteinlerin belirlenmesinde kullanılan bir 

yöntemdir. Teknik genel olarak üç aşamadan oluşmaktadır (62): 1) Protein kompleksinde 

bulunan her bir proteinin, molekül ağırlığına göre SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulphate 

Polyacrylamid Gel Electrophoresis=Sodyum Dodesil Sülfat Poliakrilamid Jel 

Elektroforezi)’de dikey elektroforez sistemi ile ayrıştırılması. 2) Proteinlerin membrana 

aktarılması 3) Antikorlarla işaretlenmiş hedef proteinlerin boyanarak görüntülenmesi.  

Western blot analizi ile bir genin proteine ifadesinin olup olmadığı kesin bir şekilde 

anlaşılmaktadır. Entomoloji alanında gen ifade ve karakterizasyon analizlerinin yanı sıra 

Western blot çalışması ile tahmini proteinlere yönelik karakterizasyonlar yapılmaktadır. 

2.3.6. RNA İNTERFERANS  

RNA İnterferans, dsRNA (double strand=çift zincirli RNA)’nın post-transkripsiyonel gen 

ifadesinin regülasyonunda kullanıldığı biyolojik bir mekanizmadır. Fire and Mello (1998), 

Ceanorhabditis elegans’ta gen ifadesini manipüle etme çalışmaları ile dsRNA’nın RNA 

interferans mekanizmasının potansiyel indükleyicisi olduğunu bildirmişlerdir (63). Bu 

mekanizmada small interfering RNA (siRNA) ve mikroRNA (miRNA) olmak üzere iki tip 

RNA görev almaktadır. siRNA hedef gene tam komplomenter ve transkriptin 

degredasyonuna neden olurken, miRNA ise hedef gene tam komplementerlik göstermez ve 

translasyonun baskılanmasında görev alır. Bunların dışında PIWI-interacting RNA 
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(piRNA)’lar bulunmakta ve memeli hücre hatlarında transpozon transkriptlerini hedef 

almaktadırlar (64). 

Böceklerle mücadelede spesifik bir geni baskılamak amacıyla “RNA interferans”, diğer 

adıyla “gen susturulması” tekniği uygulanabilmektedir. Böceklerde uygulanan RNAi 

yöntemleri arasında mikroenjeksiyon, yapay besi ortamı ile besleme, daldırma, dsRNA 

ifadesi üreten bakterilerle besleme, dsRNA’nın virüs aracılığı ile alınması, RNAi ile 

transgenik böceklerin geliştirilmesi, RNAi ile zararlıya dirençli bitkilerin üretilmesi 

bulunmaktadır (65). Aşağıda bu yöntemlerden yaygın olarak kullanılanları ve ayrıca yeni 

geliştirilmiş nanopartikül aracılığı ile böceklerde RNAi tekniğine ilişkin açıklamalara yer 

verilmiştir. 

2.3.6.1. Mikroenjeksiyon Yöntemi 

Böceklerde en sık uygulanan RNAi yöntemi, in vitro ortamda sentezlenen uzun 

dsRNA’nın hömosol içerisine mikroenjeksiyon aracılığıyla aktarılmasıdır. Bu yöntem 

sayesinde etkili bir sistemik RNAi cevabı oluşturulabilmektedir. Enjeksiyon uygulaması 

genellikle larvaların dorsaline ya da segmentleri arasına, erginlerde ise kanatlar altındaki 

dokuya yapılmaktadır (66).  

2.3.6.2. Yapay Besi Ortamı ile Besleme 

Böcekte hedef genlerin ifadesinin baskılanmasında, dsRNA’nın bir diyet bileşeni olarak 

böcek besinine katılmasının oldukça etkili olduğu birçok çalışma ile bildirilmiştir (67-72). 

Uygulama kolaylığı açısından diğer yöntemlere göre daha kullanışlıdır. Mikroenjeksiyon 

uygulamasının zarar verebileceği böceklerde bu uygulama tercih edilebilir. 

2.3.6.3. Daldırma Yöntemi 

Bu yöntem genellikle gelişmekte olan küçük böcekler, hücre kültürü ve embriyolara 

uygulanacak gen susturma çalışmalarında, dsRNA’nın bulunduğu solüsyondan 

absorbsiyon yoluyla alınması ile uygulanabilmektedir. dsRNA’nın ekonomik ve kolay 

olarak uygulandığı bu yöntemle, başarılı sonuçlar alındığı birçok çalışma ile rapor 

edilmiştir (73-75). 



 

18 

 

2.3.6.4. dsRNA İfadesi Yapan Bakterilerle Besleme Yöntemi  

Bu yöntem, dsRNA ifadesini sağlayacak vektör yapısının konakçı bir bakteriye aktarılıp, 

hedef böceğin bu bakteri ile beslenmesi prensibine dayanmaktadır. Yöntem ilk defa C. 

elegans’ın dsRNA üreten Escherichia coli ile beslenmesi ile uygulanmıştır. Yöntemin 

başarılı olduğu pek çok çalışma mevcuttur (76-78). 

2.3.6.5.  RNAi ile Zararlı Böcek Türlerine Dirençli Bitki Üretimi 

Bu teknik ile bitkilerle beslenen böceklerde ifade olan spesifik genlere özgü, transgenik 

bitkide dsRNA sentezi gerçekleştirilerek, zararlılara karşı bitkilerde koruma 

sağlanabilmektedir. Ekonomik açıdan önemli tarımsal zararlılardan yeşil kurt (Helicoverpa 

armigera Hübner, Lepidoptera: Noctuidae) ve mısır kök kurduna (Diabrotica virgifera 

Leconte, Coleoptera: Chrysomelidae) karşı dayanıklı transgenik bitkiler geliştirilerek, 

zararlılar ile etkili bir mücadele sağlanmıştır (67, 69). 

2.3.6.6. Nanopartikül Aracılığı ile Böceklerde RNAi 

Nanopartikül nanometre boyutlarındaki inorganik bileşiklere verilen addır (1-100 nm). Bu 

yöntem ile nanaopartikül gen taşıyıcıları kullanılarak ilgili genin baskılanması 

sağlanabilmektedir. dsRNA ve nanopartikül karışımının böcek diyetine eklenmesi ile 

böceğin gelişmesinde anahtar role sahip genlerin susturulmasıyla, böceğin yaşamına son 

verilmektedir. Nanopartikülün uygulama süresince takip edilebilme avantajı vardır (79).  

He et al. (2013), katyonik çekirdek kılıflı floresan nanopartiküller (FNP) ile gen 

susturulması tekniğini Drosophila’da uygulamıştır. Bu yöntemle nanopartiküller canlı 

hücreleri hızlı bir şekilde içerisine almaktadır. dsRNA ve FNP kompleksinin böcek 

diyetine karıştırılması ile FNP’nin etkili bir gen taşıyıcısı olarak görev aldığı çalışmada, 

böceğin gelişmesine ilişkin genlerin hızlı bir şekilde baskılandığı ve böceğin kısa sürede 

öldüğü gözlenmiştir. Yöntem düşük sitotoksitesi, floresansla işaretleyebilme ve in vivo 

ortamda uygulanabilmesi açısından böceklere uygulanan sıradan mikroenjeksiyon ve 

dsRNA ile böcek besleme yöntemlerine kıyasla daha avantajlıdır (79). 
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2.4. BÖCEKLERDE VİTELLOGENİN PROTEİNİ VE GENİN REGÜLASYONU 

İLE İLGİLİ YAPILAN ARAŞTIRMALAR 

2.4.1. BÖCEKLERDE VG GEN VE PROTEİN KARAKTERİZASYON 

ÇALIŞMALARI 

Fasulye böceği, Riptortus clavatus’ta RACE PCR yöntemi ile elde edilen Vg1 proteini 

aminoasit dizisinde vitellogeninlere karakteristik iki adet poliserin bölgesinin bulunduğu, 

ayrıca RIRR, RWSR, KFKKAN, KFKK kesim bölgelerinin yer aldığı bildirilmiştir (80).  

Blattella germanica vitellogeninin karakterize edildiği bir çalışmada, genin 5749 

nükleotitten oluştuğu, ilk 17’si sinyal peptidi olmak üzere 1862 aminoasidi kodladığı; 

aminoasit dizisinin 6 adet RXRR konsensus kesim dizisi, ayrıca iki adet uzun serin bölgesi 

içerdiği rapor edilmiştir. Proteinin diğer böcek vitellogeninlerine %32-42 oranında 

benzerlik gösterdiği ve hizalama sonrasında diğer türlerde bulunan GLCG motifinin bu 

türde de korunduğu gözlenmiştir. GLCG/GICG motifleri ve sistein rezidülerinin işlevleri 

ise henüz bilinmemektedir (81). 

Tufail et al. (2000), Amerikan hamam böceği, Periplaneta americana, dişilerinin yağ 

dokusundan oluşturdukları cDNA kütüphanesinde 5854 bç uzunluğunda, 1896 aminoasit 

kodlayan açık okuma çerçevesine sahip vitellogenin proteini tespit etmişlerdir. Analiz 

edilen proteinin aminoasit dizisinde GL/ICG motifi, bu motifi takiben korunmuş 

bölgelerde beş adet sistein rezidüsü ve GL/ICG motifinin üst kısmında Karboksi-terminal 

(C-terminal) bölgesi yakınında DGXR motifine rastlanmıştır. Amino-terminal (N-terminal) 

dizi analizi ile vitellogenin proteininde 14 adet RXXR post-translasyonel kesim bölgesi 

bulunmuştur (82). 

Başka bir çalışmada Plautia stali dişi yağ dokusundan adaptör-bağlı çift zincirli-cDNA 

kütüphanesi oluşturulmuştur. GL/ICG motifine özgü olarak hazırlanan dejenere nükleotid 

dizileri ve adaptör dizileri PCR analizinde primer olarak kullanılmıştır. Elde edilen PCR 

ürünlerinin klonlanarak nükleik asit dizilerinin tanımlanması ve çıkarılan aminoasit 

dizisinin GL/ICG motifi ile başlayan dizilerle hizalanması sonucunda üç adet vitellogenin 

proteini tespit edilmiştir. (83). 
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Graptopsaltria nigrofuscata vitellogenin cDNA dizisinin klonlama yoluyla çıkarıldığı 

çalışmada 1987 aminoasit rezidüsünden oluşan tahmini proteinin, ilk 16 rezidüsünün 

tahmini sinyal peptidi olduğu bulunmuştur. N-terminal dizi analizi ile vitellogenin 

öncülünün (pro-Vg) RXXR kesim bölgesini takiben 379 ve 380. rezidülerden bir uzun 

(200kDa) ve bir kısa (43 kDa) altbirim olarak salındığı ve iki vitellin olarak depolandığı 

bildirilmiştir. Ayrıca proteinin kesim bölgesinin yakınında serince uzun zengin bir dizi 

tespit edilmiştir (84).  

Farklı bir çalışmada Leucophaea maderae dişi yağ dokusundan cDNA kütüphanesi 

oluşturularak, dizileme çalışmaları neticesinde elde edilen vitellogenin proteinin 1913 

aminoasitten oluştuğu, ilk 15 rezidüsünün tahmini sinyal peptidi olduğu tespit edilmiştir. 

C-terminal bölgesinde serince zengin bir bölge bulunduran proteinin, üç adet RXXR kesim 

dizisi bulundurduğu ve dört altbirime ayrıldığı N-terminal dizileme yöntemi ile 

saptanmıştır. Ayrıca yumurtaya ait vitellogeninde de kesim noktaları gözlenmiş ve 

yumurtada 90-kDa ağırlığında bir vitellin polipeptidinin yer aldığı tespit edilmiştir (85).  

Bal arısı, Apis mellifera’da 5440 nükleotid uzunluğundaki vitellogenin dizisinin 1770 

aminoasit kodladığı ve bunun ilk 16’sının tahmini sinyal peptidinden oluştuğu yapılan 

RACE PCR ve klonlama çalışmaları sonucunda tespit edilmiştir. Vitellogenin aminoasit 

dizisi Hymenoptera takımından Pimpla nipponica’ya %58 oranında, Athalia rosae’ye ise 

%54 oranında benzerlik göstermektedir. Dizinin C-terminal’e yakın bölgesinde GL/ICG 

motifi, bu motifi takiben 9 adet sistein rezidüsü ve motifin 18 rezidü yukarısında ise 

DGXR motifi bulunmaktadır (11). 

Böcek türleri farklı sayıda vitellogenin bulundurabilmektedir. Tufail et al. (2007) L. 

maderae’da Vg2 adını verdikleri ikinci bir vitellogenin keşfetmişlerdir. 5915 bç, 1911 

aminoasit uzunluğunda ve sinyal peptidinin 16 aminoasit rezidüden oluştuğu görülen 

Vg2’nin, daha önce rapor ettikleri Vg1’den farklılığını Southern Blot yöntemi ile 

araştırmışlar ve iki vitellogeninin esasında ayrı genlerden köken aldığını saptamışlardır. 

İmmunoblot analizi ile LmVg’nin farklı iki vitellogenin öncülünden kodlandığı tespit 

edilmiş, vitellogeninlerin aminoasit seviyesinde %96 oranında benzerlik gösterdiği 

bildirilmiştir (86).  
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Spodoptera litura Vg cDNA’sı 5247 nükleotid, 1748 aminoasit uzunluğunda ve tahmini 

protein aminoasit dizisinin ilk 17’sini tahmini sinyal peptidi oluşturmaktadır. Vg’nin C-

terminal bölgesinde iyi derecede korunmuş GL/ICG, DGXR motifleri ve sistein rezidüleri 

bulunmaktadır (87).  

Bombus hypocrita vitellogenini 5478 nükleotid uzunluğunda ve 1772 aminoasidi kodlayan 

bir ORF (Open Reading Frame=Açık Okuma Çerçevesi)’den oluşmaktadır. Tahmini B. 

hypocrita Vg’si Bombus ignitus (%95) ve Apis mellifera’ya (%52) yüksek oranda 

benzerlik göstermektedir. C-terminal bölgesinde 9 adet sistein rezidüsünü takiben DGXR 

motifi, bunun da 18 rezidü yukarısında GL/ICG motifi yer almaktadır. Çalışmada ayrıca 

SWISS MODEL WORKSPACE programı kullanılarak proteinin tahmini 3 boyutlu yapısı 

hazırlanmıştır (88).  

Ornithodoros moubata’da Vg (OmVg) tüm dizisine RACE PCR yöntemiyle ulaşılmıştır. 

İlk 15 aminoasiti sinyal peptidi olmak üzere 5502 bç uzunluğundaki nükleotid dizisi, 1834 

aminoasit kodlamaktadır. Dizide R350VLR, R391NVR ve R841IRR olmak üzere üç tane 

kesim bölgesi bulunmuştur. OmVg’nin en fazla Dermacentor variabilis vitellogenin 

dizisine benzerlik gösterdiği rapor edilmiştir (89).  

Nilaparvata lugens’in üreme stratejisini anlamak için yapılan bir araştırmada vitellogenin 

geni klonlanarak, RACE PCR yöntemiyle Vg mRNA transkriptininin 6314 bç, 2063 

aminoasit uzunluğunda ve aminoasit dizisinin ilk 18’inin tahmini sinyal peptidinden 

oluştuğu tespit edilmiştir. Aminoasit dizisinde N-terminal bölgesi yakınında iki adet 

Vitellogenin-N domaini yer almaktadır. Üçüncü domain olan von Willebrand faktör D tipi 

(VWD) ise, C-terminal bölgesi yakınındadır. C-terminal bölgesi yakınlarında ayrıca üç 

adet poliserin bölgesi, üç adet RXXR kesim bölgesi, GL/ICG motifi ve sistein rezidüleri 

bulunmaktadır (90).  

Blariza et al. (2014) Amerikan Tripanozomiyaz hastalığı vektörü Triatoma infestans’ta 

vitellogenin-1 ve 2 genlerini çalışmıştır. Vg2 proteinin 5553 bç tarafından kodlanan, 1851 

aminoasitten oluştuğu gözlenmiştir. T. infestans’ın tahmini Vg1 ve Vg2 aminoasit 

dizilerinin yapılan karşılaştırılmasında, proteinler birbirine %58,94 oranında benzerlik 

gösterirken, aralarındaki homoloji ise %76,43 olarak bulunmuştur. Elde edilen Vg 

aminoasitleri ve hemimetabol böceklerle birlikte oluşturulan filogenetik ağacın belirgin bir 
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şekilde iki kümeye ayrıldığı, kümelerden birinin Dictyoptera takımına ait Vg dizileri 

bulunudururken, diğerinin ise Hemiptera takımına ait dizileri içerdiği gözlenmiştir (91). 

Zhong et al. (2015) turunçgil kırmızı örümceği Panonychus citri’de Vitellogenin 1 

(PcVg1) ve Vitellogenin reseptör (PcVgR)  genlerini karakterize etmişlerdir. PcVg1’in 

5748 nükleotid uzunluğunda, 1851 aminoasit uzunluğundaki ORF’yi kodladığını, 

PcVgR’nin ise 6090 nükleotid uzunluğunda 1891 aminoasit büyüklüğündeki aminoasit 

ORF’sini kodladığını tespit etmişlerdir. PcVg1’in vitellogeninler için tipik kabul edilen 

GLCG domainine ve K/RXXR kesim noktalarına sahip olduğu bulunmuştur. Aminoasit 

dizi bilgisi ve filogenetik analizler, her iki genin keneler ve böceklerden genetik olarak 

uzak olduğunu göstermiştir (92). 

2.4.2. BÖCEKLERDE VİTELLOGENİN İFADESİNİN TESPİTİ VE GEN 

SUSTURMA ÇALIŞMALARI 

P. americana’da vitellogenin geninin 2 günlük ergin dişilerin yağ dokusunda ifade olmaya 

başladığı, ancak ovari ve erkek yağ dokusunda hiç ifade olmadığı Northern Blot analizi ile 

gözlenmiştir (82).  

Leucophaea maderae’de vitellogenin geni ifadesi sadece dişi yağ dokusu RNA’larında 

saptanırken, ovari ve erkek yağ dokusunda ise vitellogenin ifadesine rastlanmamıştır (85). 

A. mellifera’da, vitellogenin ifadesininin kraliçe arılarda orta yaşlı pupa döneminde, işçi 

arılarda ise son dönem pupalarda sentezlendiği bildirilmiştir. Ayrıca yeni ergin olan erkek 

arılarda vitellogenin ifadesine rastlanmıştır (11). 

İşçi bal arılarında RNAi uygulanarak, vitellogenin gen ifadesinin baskılanmasıyla, 

hemolimfte juvenil hormon ve reseptörünün seviyesinde artış meydana gelmiştir. Bu 

durum vitellogenin geninin arılarda juvenil hormonu regüle ettiğine işaret etmiştir (15). 

Seehuus et al. (2006) işçi arılarda vitellogeninin antioksidan özelliğini araştırmıştır. 

Vitellogenin ifadesinin baskılanması ile işçi arılarda oksidatif strese direncin azaldığı 

görülmüştür (17). 

Corona et al. (2007) tarafından vitellogeninin kraliçe bal arılarında yaşam süresini uzatan 

bir antioksidan görevi yaptığı öne sürülmüştür. RT-qPCR ve in situ hibridizasyon analizleri 
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ile işçi ve yaşlı kraliçelerin göğüs ve baş bölgesinde yer alan yağ dokusundaki vitellogenin 

ifadesi incelenmiştir. Vitellogeninin yaşlı kraliçelerde daha fazla ifade olduğu görülmüştür. 

Bir oksidativ stres indükleyicisi olan paraquatın işçi ve kraliçe arılara enjekte edilmesi 

sonucunda, kraliçe arıların işçi arılara kıyasla oksidaif strese daha dirençli olduğu tespit 

edilmiştir. Bu sonuç doğrultusunda vitellogeninin bal arılarında kasta özgü bir farklılık 

olan, kraliçelerin uzun ömürlü olmasında görev aldığı ortaya koyulmuştur (93).  

B. germanica’nın ergin dişi bireylerinde ifade olan vitellogenin geninin RNAi yöntemi ile 

in vivo ortamda başarılı bir şekilde inhibe edilmesiyle, yabanıl tipin aksine gelişimi sekteye 

uğramış küçük ovarilerin meydana geldiği görülmüştür (94). 

Nelson et al. (2007) RNAi çalışması ile vitellogenin geninin balarısının geçmişinde ve 

bugününde ne kadar büyük bir öneme sahip olduğunu göstermiştir. Yapılan çalışma ile 

vitellogenin gen aktivitesinin bal arısında yiyecek arama davranışının başlangıcını kontrol 

ettiği, arıların bu görevi yapmada özelleşmesini sağladığı ve vitellogeninin işçi arıların 

yaşam süresini etkilediği saptanmıştır. Bu sonuçlarla vitellogeninin işçi arıların sosyal 

açıdan özelleşmesinde, zar kanatlılar takımında sosyalleşme bakımından evrimleşmesinde, 

düzenli üremenin sağlanmasında ve eş seçme özelliğinde etkili olduğu belirtilmiştir (16).  

Seehuus et al. (2007), kolonisinde kraliçe bulunduran ve bulundurmayan işçi bal arılarının 

ovarilerinde vitellogenin araştırmıştır. Kolonisinde kraliçe arının bulunmadığı işçi bal 

arılarının ovarilerinin gelişerek vitellogenin bulundurduğu, immunogold işaretleme tekniği 

ile tespit edilmiştir. Kolonilerde bakıcı arılar, işçi arı larvalarının beslenmesinde kullanmak 

üzere, hipofaringeal bezlerinde arı sütü üretirler. Bu çalışmanın aynı teknikle uygulanan 

ikinci aşamasında, bakıcı arıların hipofaringeal bezinde yer alan, yeni arı sütünün 

sentezlendiği merkez kanalda vitellogenin bulunduğu rapor edilmiştir. Ayrıca kraliçe arının 

ovari ve baş yağ dokusunda, bakıcı arıların hipofaringeal bezlerinde vitellogenin proteinin 

yüksek miktarda bulunduğu, toplayıcı arıların hipofaringeal bezlerinde ise vitellogenine 

aşırı derecede düşük miktarda rastlandığı western blot tekniği ile saptanmıştır (95). 

Shu et al. (2009), S. litura’da Vg mRNA’sının özellikle dişi yağ dokusunda ifade olduğunu 

RT-qPCR yöntemiyle rapor etmiştir. Farklı gelişme dönemleri ile yapılan çalışmada 

vitellogenin ifadesinin en fazla 6 günlük dişi pupada olduğu, böceğin gelişimi ile beraber 
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ifade seviyesinin arttığı gözlenmiştir. En yüksek Vg mRNA’sına 24 saatlik erginlerde 

rastlanmıştır (87).  

Tufail et al. (2010) N. lugens’te 6,8 kb büyüklüğündeki vitellogenin transktiptinin en fazla 

ergin dişi yağ dokusunda bulunduğunu Northern Blot yöntemi ile göstermiştir. 

Brachypterous (göç etmeyen) ve macropterous (göç eden) olmak üzere iki farklı kanat 

morfolojisine sahip bu türde Brachypterlerde vitellogeninin Macropterlere göre bir gün 

önce ifade olmaya başladığı tespit edilmiştir. Elde edilen bulgular immunoblot analizi ile 

doğrulanmıştır (90).  

Melipona quadrifasciata işçi arılarının bakıcılık fazında yumurta bırakma özelliklerinden 

yola çıkılarak (96, 97), işçi arıların ovarilerinde vitellogenin varlığı araştırılmıştır. İşçi arı 

ve kraliçelerin yağ dokusu ve ovarilerinde araştırılan vitellogeninin tayini immünoblotlama 

yöntemleri ile gerçekleştirilmiş ve vitellogeninin sadece kraliçe arıların ovarisinde ve yağ 

dokusunda bulunduğu tespit edilmiştir (98).  

T. infestans’ta Vg1 ve Vg2 mRNA’ları en fazla ergin dişilerin yağ dokusu ve ovarilerinde 

bulunmuştur. Dişilerde Vg2 geninin ifadesi, Vg1’in aksine az miktarda baş ve kas 

dokusunda bulunurken, erkek bireylerin yağ dokusu, baş ve kas dokusunda her iki genin 

ifadesine rastlanmamıştır (91) 

P. citri’de Vg1 ve VgR genlerinin RT-qPCR yöntemi ile transkripsiyonel profillerinin 

incelenmesi sonucunda her iki genin yumurta, larva, nimf ve erginlerde benzer düzeyde 

ifade oldukları görülmüştür (92).  

2.4.3. BÖCEKLERDE VİTELLOGENİN REGÜLASYONUNA YÖNELİK 

YAPILAN ÇALIŞMALAR 

Methoprene böceklerde büyüme düzenleyicisi olarak kullanılan bir juvenil hormon 

analoğudur. R. clavatus’un ergin dişi bireyleri ile yapılan bir araştırmada, diyapozun 25. 

günündeki bireylere diyapozu sonlandırmak ve ovari gelişimini uyarmak için methoprene 

uygulanmıştır. Muamele sonrası Northern Blot tekniği ile R. clavatus Vg1 mRNA’sında 

ifade artışı gözlenmiştir. Bu çalışma ile juvenil hormonun R. clavatus’ta vitellogeninin 

transkripsiyonel regülasyonunda rol aldığı ortaya konmuştur (80). Farklı bir çalışmada S. 

invicta’nın çiftleşmemiş kraliçelerine methoprene uygulanması sonucunda kraliçelerin 
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olgunlaşması ile beraber vitellogenin reseptör geninin ifadesinde artış gözlenmiştir. Bu 

çalışma ile S. invicta’da vitellogenin reseptörünün juvenil hormon tarafından regüle 

edildiği sonucuna varılmıştır (99).  

Son yıllarda vitellogenin regülasyonuna yönelik araştırmalarda RNAi uygulaması ile gen 

ve regülatörleri arasındaki ilişki kolaylıkla anlaşılabilmektedir. İşçi bal arılarında yapılan 

bir çalışmada, vitellogenin ifadesinin baskılanması sonucu, hemolimfte juvenil hormon ve 

reseptörünün seviyesinde artış meydana gelmiştir. Yapılan bu çalışma ile organizmada 

hormonal dengenin sağlanmasında vitellogenin geninin önemi vurgulanmıştır (15). 

Bal arılarının sosyal yaşamlarında genç arılar genellikle larvaları besleme gibi kovanla 

ilgili görevlerde bulunurken, yetişkin arılar polen, nektar, su ve propolis toplamaktan 

sorumludur. Olgunlaşma süresi ile değişen bu görev dağılımındaki fizyolojik ve duyusal 

değişimler, yetişkin arılarda daha yüksek bir juvenil hormon seviyesine, dolayısı ile 

hemolimfte düşük vitellogenin miktarı bulunmasına neden olmaktadır (100-102). Amdam 

et al. (2006), vitellogeninin bal arısında davranışsal gelişimde rol alabileceği 

düşüncesinden yola çıkarak vitellogeninin baskılanması sonucunda işçi arıların tat almadan 

sorumlu genlerinde artış gözlemiştir. Çalışma sonucunda vitellogeninin bal arılarının 

davranışlarını düzenlemede önemli rolü olduğu bildirilmiştir (103).  

Bal arılarında kraliçe arılar fertil ve uzun yaşam süresine sahipken, işçi arılar steril ve kısa 

ömürlüdürler. Corona et al. (2007) bal arısının yaşlı kraliçe ve yaşlı işçi arılarında juvenil 

hormon, insulin-benzeri peptid ve reseptörleri arasındaki ilişkiyi çalışmıştır. İnsülin-

benzeri peptid ve reseptörlerinin yaşlı kraliçelerde yaşlı işçi arılara göre daha az ifade 

olduğu görülmüştür (93).  

FoxO transkripsiyon faktörü, İnsülin Reseptör/Fosfatidilinozitol 3-kinaz (InR/PI3K) 

yolağının temel transkripsiyonel efektörüdür (104, 105). Besin yokluğu durumunda, yolak 

inaktif olur ve FoxO transkripsiyonel eylemini gerçekleştirmek üzere çekirdeğe transloke 

olur (106). Culex pipiens’te diyapozda olmayan sivrisinekte insülin reseptörünün 

uyarılması ile juvenil hormon salgılanır ve ergin dişi bireylerde normal yumurta gelişimi 

gözlenir. Diyapozda olan sivrisineklerde ise, insulin bulunmamasına bağlı olarak reseptör 

uyarılmamakta ve juvenil hormon salgılanmamaktadır. Bu noktada Forkhead-box O 

(FoXO) transkripsiyon faktörü devreye girer (107, 108). Böylece sivrisinek diyapozda iken 
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yağ depolayabilir ve soğuk gibi çevresel streslere direnç gösterir. Sinekte diyapoz 

regülasyonunun daha iyi anlaşılması için RNAi tekniğinin kullanıldığı bir çalışmada, 

diyapoz dışı dönemde ifade olan insülin reseptör genini kodlayan dsRNA’nın böceğe 

verilmesi ile gen ifadesinin baskılandığı ve ovarilerin tıpkı diyapozda bulunan 

böceklerdeki gibi gelişimini tamamlayamadığı, küçük kaldığı gözlenmiştir. Ayrıca 

diyapozdaki sivrisinekte FOXO transkripsiyon faktörü baskılanmış, işlem sonrasında 

böceğin vücudunda normal yağ depolanmasının engellendiği ve transkripsiyon faktörünün 

başarılı bir şekilde baskılandığı gözlenmiştir. Bu çalışma ile insülin reseptör geni ve FOXO 

transkripsiyon faktörünün regülasyondaki önemi vurgulanmıştır (109).  

Kawakami et al. (2009), Tetranychus urticae’nın diyapozda ve diyapozda olmayan ergin 

dişilerinin ovarilerinde vitellogenin genlerinin ifade düzeylerini kıyaslamıştır. Yapılan 

Northern Blot analizi ile diyapozdaki ergin dişilerde vitellogenin mRNA’sının 

sentezlenmediği gözlenirken, diyapozda olmayanlarda ise ifade görülmüştür (110). 

Tufail et al. (2010), N. lugens’te Juvenil hormon III’ün uygulanması ile vitellogenin 

ifadesinin arttığını, bu durumdan yola çıkarak bu genin bu türde juvenil hormon III ile 

regüle edildiğini tespit etmiştir (90). 

Parthasarathy et al. (2010), Tribolium castaneum’da ovari gelişimi ve oosit 

olgunlaşmasında ekdisteroid regülasyonunu çalışmıştır. Ovarilerin RNA’larında yapılan 

mikrodizin çalışması aracılığı ile ekdisteroid sinyalizasyonunda yer alan bazı genlerin dişi 

böceğin ergin hâline ulaştıktan 4 gün sonra up regüle olduğu görülmüştür. Ekdisteroid ve 

juvenil hormon sinyalizasyonun yolaklarında yer alan proteinlerin fonksiyonel analizlerine 

ilişkin yapılan RNAi çalışmalarıyla, ekdisteroidlerin ovari gelişimini ve oosit 

olgunlaşmasını regüle ettiği sonucuna ulaşılmıştır (111). 

Açlık durumundaki Blatella germanica dişilerinde üreme, juvenil hormonun kısmi sentezi 

ve yağ dokusundaki vitellogenin sentezi durur. Bu bilgilerden yola çıkarak Süren-Castillo 

et al. (2012), üreme olaylarında besinsel sinyallerin transdüksiyonunda FoxO’nun 

muhtemel görevini araştırmıştır. Bu türde ilk defa vitellogenini klonlayarak, gen ifadesinin 

besinsel açıdan regüle olmadığını göstermiştir. Açlık durumundaki dişilerde in vivo 

ortamda FoxO geni susturulmuş ve juvenil hormon sentezininin arttığı, yağ dokusu ve 

hemolimfteki vitellogenin oranlarında da ciddi artış olduğu gözlenmiştir. FoxO’nun bu 
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türde açlık durumundaki juvenil hormon ve vitellogenin üretimini inhibe ettiği rapor 

edilmiştir (106).  

Polifenizm adı verilen çevresel uyarıcıların etkisi ile tek bir genotipten alternatif fenotipler 

üretilebilmektedir. Libbrecht et al. (2013), Pogonomyrmex rugosus’ta methoprene 

muamelesi ile yapay hibernasyon ortamı, hormonal müdahele, gen ifade analizleri, hormon 

ölçümleri, vitellogenin kantifikasyonları, çevresel uyarıcı ve hormonal sinyalizasyon 

kombinasyonunun kast oluşturmasındaki etkisini araştırmıştır. Sonuç olarak, insülin 

sinyalizasyonu, juvenil hormon ve vitellogenin arasındaki etkileşimin alternatif fenotipler 

üretilmesi üzerinde maternal etkileri regüle ettiğini ve nesiller arası bilgi aktarımında 

vitellogeninin anahtar görevinin bulunduğunu göstermiştir. Bu çalışma hibernasyonun 

kolonide yeni kraliçelerin üretilmesini tetiklediğini ortaya koymuştur ve bir nesil 

tarafından deneyimlenen çevresel etmenlerin gelecek neslin fenotipik varyasyonunu nasıl 

etkilediği açısından aydınlatıcı olmuştur (112).  

Lu et al. (2015) N. lugens’te yaptıkları topikal juvenil hormon III uygulaması ile NlVgR 

ifadesinin dikkate değer bir şekilde arttığını gözlemlemiştir. Bu sonuçlarla, VgR’nin 

oositlere Vg alınımında ve böcek üremesinde ciddi öneme sahip olduğu rapor edilmiştir 

(113). 
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3. GEREKÇE VE AMAÇ 

Ülkemizde buğday ekmeği tüketimi günlük insan beslenmesinin önemli bir bölümünü 

oluşturmaktadır. Buğday, makarna, irmik, bulgur ve bisküvi üretiminde, ayrıca yem olarak 

hayvan beslenmesinde kullanılmaktadır. Süne başta olmak üzere buğday ekiliş alanlarında 

yayılış gösteren zararlı böcekler, ürünlerde ekonomik kayıplara neden olmaktadır. 

Günümüzde tarımsal zararlılara karşı başta kimyasal mücadele olmak üzere fiziksel, 

kültürel, biyolojik, biyoteknik savaşım yöntemleri kullanılmaktadır. Son yıllarda zararlılara 

karşı dirençli bitki yetiştirme ve nanopartiküller aracılığı ile gen susturma çalışmaları hız 

kazanmıştır.  

Böcekler özel üreme yetenekleri ve hayatta kalma stratejileri sayesinde dünyada bir 

milyondan fazla türü ile en kalabalık hayvan grubunu oluşturmaktadır. Böceklerde bulunan 

biyolojik yolakların, metabolik süreçlerin anlaşılmasında DNA dizi tayinleri ve gen ifade 

profillerinin incelenmesi önemli bir yer tutar. Hedef genlere ya da genoma ilişkin dizi 

bilgilerinin açığa çıkarılmasıyla birlikte, veri tabanlarına eklenen bilgiler her geçen gün 

artmaktadır. Böylece zararlıların genetiğine ilişkin verilerden yola çıkılarak, zararlılar ile 

mücadelede yeni hedef noktaları belirlenebilmektedir. Bu bağlamda gerek hedef genin 

susturulması, gerek canlının ve konukçunun genetik yoldan manipüle edilmesi, ayrıca 

canlıya spesifik birçok işleyiş ve durumun taklit edilmesi ile yeni çözümlerin, modellerin, 

mücadelele yöntemlerinin geliştirilmesine katkı sağlanmaktadır.  

Böceklerde yeni neslin devamının sağlanmasında önemli bir yeri olan üreme sistemi, 

böceklerle mücadelede uygun bir hedef yeridir. Bu anlamda dişilerde ovarilerin 

gelişiminde anahtar role sahip olan protein vitellogenindir. Vitellogenin geninin 

susturulması ile ovarilerin gelişemediği, dolayısı ile üremenin gerçekleşmediği ortaya 

konmuştur (94, 114). Vitellogenin proteinlerinin ovariye besin tedariki dışında başka 

görevlerde de bulunabileceği son yıllarda yapılan çalışmalar aracılığı ile bilinmektedir (15, 

16, 93, 98, 103, 112).  

Bu tez çalışması sonucunda elde edilen süne vitellogenin genlerine ilişkin verilerin 

kullanılmasıyla, sünede bu gen ifadelerinin susturulması mümkün olabilecektir. Gen 

susturma işlemi sonrasında sünede oluşabilecek fonksiyon kaybı ile vitellogenin 

proteinlerinin süne fizyolojisindeki önemi anlaşılabilecektir. Aynı zamanda vitellogenin 
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genlerinin fonksiyonunu yitirmesiyle, bu genin regülasyonunda yer alan diğer genler 

anlaşılabilecektir. Organizma üzerinde yapılan müdahelelerin haricinde, böceğin 

beslendiği bitkilerde, ifadesi engellenmek istenen hedef gene özgü dsRNA’ların üretimi 

sağlanabilmektedir (67, 69). Bu şekilde her organizmaya özel müdaheleye gerek kalmadan, 

tohum aracılığı ile bitkinin kontrol altındaki tarlalarda yetiştirilmesi sağlanarak, bitkide 

vitellogenin dsRNA’larının üretimi gerçekleştirilebilecektir. Bitkiden beslenen sünede 

vitellogenin genleri inaktif hâle getirilip, kontrol altındaki bu alanlarda süne üremesi 

sekteye uğratılarak süne mücadelesinde alternatif yöntemlerin geliştirilmesi söz konusu 

olacaktır. 
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4. MATERYAL VE YÖNTEM 

4.1. MATERYAL 

Çalışmanın ana materyalini E. maura oluşturmaktadır. E. maura’daki vitellogenin 

genlerinin karakterizasyonu için süne RNA’sı kullanılırken, vitellogenin genlerinin ifade 

analizlerinde sünenin tüm gelişme dönemleri, farklı doku ve organları ayrıca sünenin farklı 

dönemlerde toplanmış örneklerinden yararlanılmıştır (Şekil 4.1 ve Şekil 4.4).  

 
Şekil 4.1. E. maura ifade analizlerinde kullanılan doku, organ ve dönemler 

Deneylerde Potasyum klorür (KCl, Molekül ağırlığı 74.56 g/mol, Fluka-Sigma Aldrich, 

Cat. No. 60129 St Louis, MO, ABD), Sodyum klorür (NaCl, Molekül ağırlığı 58.44 g/mol, 

Fluka-Sigma Aldrich, Cat. No. 71289), Hidroklorik asit (HCl, Molekül ağırlığı 36,5 g/mol, 

Merck, Cat. No. 10030172500), Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat (Na2HPO4.2H2O, 

Molekül ağırlığı 156.02 g/mol, Merck, Cat. No. 106,343.10), Potasyum dihidrojen fosfat 

(KH2PO4, Molekül ağırlığı 136.09 g/mol, BDH, Cat. No. 9268), Trizol (Invitrogen, Cat. 

No. 15596-018), İzopropanol (CH3CH(OH)CH3, Molekül ağırlığı 60.1 g/mol, Merck, Cat. 

No. 1096344000), Kloroform (CHCl3, Molekül ağırlığı 119,38 g/mol, Merck, Cat. No. 

1024454000), Etil Alkol (C2H5OH, Molekül ağırlığı 46.07 g/mol, Merck, Cat. No. 

1009834000), Nükleid asit boyası (Pronasafe, CK130), Agaroz (Scharlau, Cat. No. 

AG00301000), Tris Asetik asit EDTA (TAE, Thermo Scientific, Cat. No. B49) 

kimyasalları kullanılmıştır.  

Doku ve organlar 

Yağ dokusu 

Orta bağırsak 

Ovari 

Malpigi tüpleri 

Trake 

Baş 

Kas 

Sinir  

Dönemler 

Yumurta 

1. dönem  nimf 

2. dönem nimf 

3. dönem nimf 

4. dönem nimf 

5. dönem nimf 

Ergin 
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cDNA sentezi aşamasında Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, Cat. No. 

04379012001) kullanılmıştır. PCR reaksiyonları Taq DNA Polimeraz (Go Taq Flexi DNA 

Polymerase 100 units, Promega, Cat. No. M8291) ve Deoksinükleotid solüsyon karışımı 

(dNTP, Promega, Cat. No. C1141) kullanılarak, RACE PCR analizleri ise 5’/3’ RACE Kit, 

2
nd

 Generation (Roche, Cat. No. REF 03353621001) kullanılarak yapılmıştır. Eş zamanlı 

PCR reaksiyonlarında LightCycler 480 SYBR Green Master I (Roche, Cat. No. 

04707516001) kullanılmıştır. Jel ekstraksiyonu için Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen, 

Cat. No. 28704) kullanılmıştır. 100 bç markır (Gene Ruler Fermentas, Cat. No. SM0241), 

agaroz jel markırı olarak kullanılmıştır. DNA dizilemeleri ise hizmet alımı ile sağlanmıştır.  

4.2. YÖNTEM 

Tez çalışmasının diseksiyon aşamaları Ankara Üniversitesi Ziraat Fakültesi Bitki Koruma 

Bölümü Entomoloji Laboratuvarı’nda, moleküler analizler ise Ankara Üniversitesi Ziraat 

Fakültesi Bitki Koruma Bölümü Böcek Moleküler Entomoloji Laboratuvarı’nda 

yapılmıştır.  

Vitellogenin genlerinin karakterizasyon ve ifade analizlerine ilişkin izlenen deney 

aşamaları Şekil 4.2 ve Şekil 4.3’te verilmiştir. 

 

Şekil 4.2. EmVg genlerinin karakterizasyon deney aşamaları  

Vg1, 2 ve 3 
cDNA  

sentezi 

 

PCR 

 RACE-PCR  

 
PCR ürünlerinin 
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ekstraksiyonu 

 
 

Dizileme 
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Karakterizasyon 
Analizleri 

Tahmini 
protein üç 

boyutlu yapı 
analizi 

 
Filogenetik 

Analiz 
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Şekil 4.3. EmVg genlerinin ifade düzeyi deney aşamaları 

Bu analizler esnasında kullanılan cihazlar arasında ise hassas terazi (Marka: Precisa, 

Model: XB 220A), pH metre (Marka: Inolab, Model: pH 720), manyetik karıştırıcı (Marka: 

Isolab, Cat. No. 613.01.001), su banyosu (Marka: Memmert, Model: WNB 14), 

mikrodalga fırın (Marka: Beko, Model: MD 1505), ısı bloğu ( Thermo-Scientific, Model: 

2001-1CE), PCR (Marka: Bio Rad, Model: MJ-Mini), eş zamanlı PCR (Marka: Roche, 

Model: Light Cycler 480 II 96-well version, Cat. No. 05015278001), yatay elektroforez 

tankı (Marka: SCI-PLAS, Model: Hu-10) ve güç kaynağı (Marka: Labnet, Model: Power 

Station 300), jel görüntüleme cihazı (Marka: (DNR Bio-Imaging Systems, Model: 

LumiBIS 1.4), nanodrop (Marka: Thermo Scientific, Model: Nanodrop 2000), 

mikrosantrifüj (Marka: Beckman Coulter, Microfuje 22R), saf su sistemi (Marka: 

Millipore, Model: Elix 10 UV, Milli-Q Synthesis A10), vorteks (Marka: Ika, Model: 

Vortex Genius 3) yer almaktadır. 

Cinsiyet 
Ayrımı 

Dişi 

Diseksiyon 
RNA 

izolasyonu 

RNA 
izolasyonu 

Erkek 

RNA 
izolasyonu 

Gelişme 
dönemlerinin 
ayrıştırılması 

RNA 
izolasyonu 

Doku ve organ, Biyolojik dönemler ve Erkek-Dişi 
bireylerde cDNA Sentezi  

İfade Analizi (RTq-PCR) 
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Elde edilen sonuçların analizinde çeşitli biyoinformatik analiz programlarından 

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

BLAST programları (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) kullanılarak analiz edilmiştir. 

Vitellogenin genlerine ait açık okuma çerçeveleri “ORF finder” 

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

domainler “Conserved Domains” programı 

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

Proteinlerin yaklaşık molekül ağırlığı “Bioinformatic Tools” programı 

(http://www.bioinformatics.org/sms/prot_mw.html) aracılığı ile hesaplanmıştır. Tahmini 

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

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

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

potansiyeli analizlerinde sırasıyla “NetNGlyc 1.0” 

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

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) programları kullanılmıştır. Süne vitellogenin 

aminoasit dizilerinin diğer böceklerde bulunan Vg aminoasitler ile hizalanması MUSCLE 

programı (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) ile yapılmıştır. Filogenetik ağaçların 

oluşturulmasında MEGA 6.06 programı kullanılmıştır. Primerlerin tasarlanmasında IDT 

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

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

erime sıcaklıklarının hesaplanmasında OligoCalc 

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

Proteinlerin tahmini üç boyutlu yapılarının oluşturulmasında Phyre
2
 

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index) programı kullanılmıştır. 

4.2.1. BÖCEKLERİN TOPLANMASI 

E. maura yumurtaları, yazlayan erkek ve dişi bireyler Ankara-Haymana buğday 

tarlalarından, kışlayan erkek ve dişiler ise Ankara-Beynam Ormanları’ndan toplanmıştır. 

Sünenin yaşam döngüsü dönemlerine ilişkin toplanan örneklerin ait olduğu aylar Şekil 

4.4’te verilmiştir. Toplanan ergin bireylerin tür ve cinsiyet ayrımları Abbas (1990)’dan 

yararlanılarak stereomikroskop altında, erkek bireylerin üreme organlarındaki çıkıntıların 

kıvrık yapıda olması ile dişi bireylerde ise orta genital plakalanın VII. abdominal 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi
http://www.bioinformatics.org/sms/prot_mw.html
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/
https://eu.idtdna.com/pages/scitools
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index
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sternumun kenarına ulaşması ile yapılmıştır (23). Araziden toplanan süne yumurtaları 

laboratuvara getirilerek 25±1 °C sıcaklık, %60-70 orantılı nem, 16 saat aydınlık 8 saat 

karanlık koşulların sağlandığı iklim odalarında bekletilerek nimflerin çıkması sağlanmıştır. 

Besin olarak şekerli su verilen nimfler günlük kontrol edilerek, gömlek değiştirenler 

mikrosantrifüj tüpüne alınarak RNA izolasyonu için -80
 o
C’ye kaldırılmıştır. 

 
Şekil 4.4. Süne biyolojisine göre yapılan örnekleme 

4.2.2. DİSEKSİYON 

Tür ve cinsiyet ayrımı yapılan erginlerden diseksiyon işlemi için 50 adet dişi birey 

kullanılmıştır. Yağ, orta bağırsak, sinir sistemi, kas sistemi, malpigi borucukları, baş, ovari, 

trake doku ve organları binoküler mikroskop ve ince uçlu diseksiyon pensleri yardımıyla 

diğer dokulardan ayrılmıştır. Dokuların bozulmaması için diseksiyonlar buz üzerinde 

yapılmış ve disekte edilen örnekler soğuk 1XPBS (phosphate buffered saline) çözeltisine 

alınmıştır. Disekte edilen dokular, RNA izolasyonları yapılmak üzere -80°C’de muhafaza 

edilmiştir. 1xPBS fizyolojik çözeltisinin hazırlanışı aşağıdaki gibidir: 

Miktar                        Kimyasal 

8 g                                NaCl 

0.2 g                             KCl 

1.44 g                           Na2HPO4.2H2O 

0.24 g                           KH2PO4 

Yazlama  
Eylül 

Diyapoz 
öncesi 
Ekim 

Diyapoz 

Aralık 

Göç 
öncesi 
Nisan 

Göç etmiş  
Mayıs 

Beslenen 
Temmuz 
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Yukarıda miktarları belirtilen kimyasallar hassas terazide tartılarak 800 ml distile su 

içerisinde manyetik balık yardımıyla karıştırılarak çözülmüştür. HCl eklenerek pH 7,4’e 

ayarlanmıştır. Hacim 1 litreye tamamlanıp, otoklavda steril edildikten sonra +4°C’de 

muhafaza edilmiştir.  

4.2.3. RNA İZOLASYONU  

RNA izolasyonu süneye ait Nisan, Mayıs, Temmuz, Eylül, Ekim, Aralık aylarında 

toplanan erkek ve dişi bireyler, süne gelişme dönemleri ve yağ, orta bağırsak, sinir sistemi, 

kas sistemi, malpigi borucukları, baş, ovari, trake doku ve organlarına Trizol kullanılarak 

uygulanmıştır. RNA izolasyonunda yapılan aşamalar aşağıda verilmiştir:  

 Ağırlığı 50-100 mg olan örneklerin üzerine 200 µl Trizol eklenerek steril ezici 

çubuk yardımıyla homojenize edilmiştir. Homojenatın üzerine 800 µl Trizol daha 

eklenerek, oda sıcaklığında 5 dakika bekletilmiştir. 

 Üzerine 200 µl kloroform eklenerek oda sıcaklığında 3 dakika bekletilen örnekler, 

4°C’de 12,000g devirde 15 dakika santrifüj edilmiştir. Santrifüj işlemi sonrası 

örnekler, altta kırmızı, ortada fenol kloroform fazı ve üstte renksiz faz olmak üzere 

üç ayrı kısma ayrılmıştır. RNA’nın bulunduğu üst renksiz fazlar yeni mikrosantrifüj 

tüplerine aktarılmıştır.  

 Örneklerin üzerine 0,5 ml izopropanol eklenerek oda sıcaklığında 10 dakika süreyle 

bekletildikten sonra 4°C’de 12,000g devirde 10 dakika santrifüj edilmiştir.  

 Süpernatantın uzaklaştırılmasının ardından görünür hâle gelen RNA pelletleri 

%75’lik 1 ml etanol ile yıkanarak 4°C’de 7,500g devirde 5 dakika santrifüj 

edilmiştir. Kuruyan pelletler 50 µl saf su ile çözülmüştür.  

 Elde edilen RNA’ların kalitesi ve miktarı %1’lik agaroz jel elektroforezi ve 

nanodrop yardımıyla analiz edilmiştir. İzole edilen RNA’lar sonraki deneylerde 

kullanılmak üzere -80°C’de saklanmıştır. 
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4.2.4. cDNA SENTEZİ 

RNA örneklerinden yapılan cDNA sentezinin ilk aşamasında 1 µg RNA üzerine 1 µl oligo-

dT primer eklenip, hacim ddH2O ile13 µl’ye tamamlanmıştır. Reaksiyon karışımı 65
 o

C’de 

10 dakika bekletilerek denatüre edilmiştir. Denatüre örnek üzerine eklenen reaktifler 

aşağıda sunulan miktarlarda hazırlanmıştır: 

Reaktif         Hacim 

5x Transcriptor Reverse Transcriptase Reaksiyon Tamponu 4 µl 

Protector RNase İnhibitör 40 u/µl     0,5 µl 

Deoksinükleotid Karışımı (10 mM)     2 µl 

Transcriptor Reverse Transcriptase Enzimi (20u/µl)   0,5 µl 

Toplam hacim        20 µl 

Hazırlanan reaksiyonlar 55
 o

C’de 30 dakika, 85
 o

C’de 5 dakika inkübe edilerek cDNA 

sentezi tamamlanmıştır. Sentezlenen cDNA ürünleri -20
 o
C’de muhafaza edilmiştir. 

4.2.5. PCR 

EmVg2 genini kodlayan tüm cDNA dizisine ulaşabilmek amacıyla, E. maura’nın yağ 

dokusundan hazırlanan cDNA kütüphanesinde bulunan (115), 5617 bç uzunluğundaki 

contig00013’e ait nükleotid dizisi NCBI verileri ile kıyaslanmıştır. Vitellogenin-2 olduğu 

düşünülen tahmini proteine ilişkin “ORF Finder” programı ile yapılan analiz sonucunda, 

nükleotid dizisinde eksiklik olduğu ve dizinin “dur” kodonuna rastladığı görülmüştür 

(Şekil 4.5). Bu nedenle ilgili bölgeye spesifik primerler tasarlanarak dizileme aşamasına 

gidilmiştir.
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Şekil 4.5. Contig00013’ün ORF analizi 

00013 numaralı contigin “dur” kodonundan 131 bç öncesine ileri primeri (Forward (F)), 

128 bç sonrasına ise geri primeri (Reverse (R)) tasarlanmıştır (Şekil 4.6). 

5’…TCaATATGATGTCCCAGCTCGACGAATCAATGGGaAACAAATATTACAATATAAGTTACGTGGCACCTAA

TAGTGCAACAATTAtTCTTGCTTATAATACCACTTCAGAGATGAGTGAGCCCGGCCAAAtAAACTCCaaAATc

TTTCTCATAGATCAATGAGGCGCCGACtcaAAAATCATGACGAATCaAATAACATGGATCAACCATCTGCGGT

AAACAACCGTATGGAGGcaTTGTTGAGAAATGCCAACTCTGGCGTACAAAATGGGAAAGCATACGTCCTTGAT

GCGTCCGTCTCCTTTGATGAAAATCCAAACAAGGGGCAGTACTCACTCACTGTAGCACATGCAGAAAGTCCAG

TTTCGGAA…3’ 

Şekil 4.6. Hatalı olduğu düşünülen bölge üzerinde primerlerin gösterimi: Mavi işaretli 

bölge ileri primeri, kırmızı işaretli bölge “dur” kodonu, yeşil işaretli bölge geri primeri 

EmVg2’nin tüm dizisine ulaşabilmek için ilgili bölgelere tasarlanan primerlerle cDNA 

kullanılarak, aşağıda sunulan miktarlarda reaksiyon hazırlanıp, Çizelge 4.1’de verilen 

koşullarda PCR gerçekleştirilmiştir. Yapılan her PCR reaksiyonuna ddH2O ile negatif 

kontroller eklenerek, deneyde herhangi bir kontaminasyon olup olmadığı gözlenmiştir. 
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Reaktif       Hacim 

2,5 mM MgCl2 5 µl 

5x Reaksiyon Tamponu 10 µl 

10 mM dNTP 1 µl 

10mM İleri Primer 1 µl 

10mM Geri Primer 1 µl 

Taq DNA Polimeraz 0,5 µl 

cDNA 1 µl 

Çizelge 4.1. PCR analizinde kullanılan koşullar 

Aşama Sıcaklık (˚C) Süre (dk) Döngü 

Ön Denatürasyon 94 3 1 

Denatürasyon 94 1  

35 Bağlanma 60 1 

Uzama 72 2 

Son uzama 72 10 1 

E. maura kışlık cDNA kütüphanesinde bulunan contiglerin BLAST analizi sonucunda, 

contig00385 ve contig00092’nin EmVg3 dizisine ait iki ayrı parça olduğu tespit edilmiştir 

(Şekil 4.7). İki contig arasındaki boşluğu doldurmak üzere primerler tasarlanarak (Şekil 

4.8), Çizelge 4.3.’de verilen koşullarda bağlanma sıcaklığı 55
o
C olacak şekilde PCR 

yapılmıştır.  

 

Şekil 4.7. Contig00385 ve contig00092’nin BLAST analizi 
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>contig00385 

5’…TCCTCTTCATCTAGCGAGGATTCTTCGATCGACTCAAGTCAAGAGTATCTTCAATCTCCTCCTAAAATGA
AAGAATCACCGCGCATCGAATTCTTACCAGATCAAATGCTTAGACAAGGATCTCCTGACGGACAGACAGTT
GAAAAAATTGTCCAAGTCGCAAGGAAAAATTGGGCAAACAGTTGTTGATGCGAATAAGATCGTTCCGGC… 

>contig00092 

…ATAAAATCGCGCAAGGTTAAAGGGTTTGAAGCCTCTGCTCTGTTGGCAGCGTTACCTTACACAGCACGCT
ACCCTACCCCTGAATATAGGAACTACTTCTTTGAAATGGTAAAAAGCGATGAAGTTCAAAGCCAGAGGTAC
CTCAACACTTCAGCCTTTATAGCATTCGCTGAGCTCGTGAGAAAAACTGTAGTAGACAGCGACACCGCTCA
ACATCGTTACCCTATCCATGTTTCTGGTCCGCAATCCGATGCTGAGGTCTCAGAATATATAACATATAT…3’ 

Şekil 4.8. EmVg3 contigleri arasındaki bölgenin çoğaltımı için tasarlanan primerler (İleri 

primer yeşil taralı, geri primer sarı taralı) 

PCR sonrası PCR ürünleri %2’lik agaroz jele 100 bç’lik markır ile yüklenerek, 

amplifikasyon kontrol edilmiştir. 

4.2.6. PCR ÜRÜNLERİNİN GÖRÜNTÜLENMESİ 

Elde edilen PCR ürünleri agaroz jel elektroforezi ve jel görüntüleme sistemi kullanılarak 

görüntülenmiştir. %2 oranında agaroz jelin hazırlanmasında ilk olarak 200 mg agaroz 

hassas terazide tartılarak, 1xTAE tamponu ile 100 ml’ye tamamlanmıştır. Erlen 

içerisindeki karışım mikrodalga fırında kaynatılarak, agarozun tampon içerisinde 

çözülmesi sağlanmıştır. Oda sıcaklığında soğutulmaya bırakılan örnek üzerine 5 µl 

etidyum bromid (10 mg/ml) eklenmiştir. Karışım iyice sağlandıktan sonra jel, elektroforez 

kasetine dökülüp üzerine jel tarağı yerleştirilmiş ve 30 dakika donmaya bırakılmıştır. Tank 

içerisine yerleştirilen jelin kuyucuklarına yüklenen örnekler, 1xTAE içerisinde 1 saat 80-

90 voltta elektroforez aracılığı ile yürütülmüştür. Jel görüntüme sistemi kullanılarak UV 

aracılığı ile amplifiye ürünler görüntülenmiştir. 

4.2.7. RACE PCR 

EmVg3 cDNA tüm dizisinin elde edilmesinde 5’ ve 3’ RACE PCR teknikleri 

kullanılmıştır. Tekniklerin uygulanmasında yapılan çalışmalar aşağıda sunulmuştur: 

4.2.7.1.  RACE PCR Primer Tasarımı 

5’ RACE PCR için hedef cDNA’nın 5’ ucuna üç adet, 3’ RACE PCR için ise hedef 

cDNA’nın 3’ ucuna ise bir adet primer tasarlanmıştır. cDNA’nın 5’ ucuna özgü tasarlanan 
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primerlerden gene spesifik primer “SP1”, mRNA’nın revers komplementeri yönünde olup 

mRNA’dan cDNA’nın transkribe edilmesinde kullanılmıştır. SP1’in yukarı kısmında yer 

alan gene spesifik bölgenin amplifikasyonun sağlanmasında, ikinci bir primer olan “SP2” 

ile nested PCR yapılmıştır. İkinci bir PCR reaksiyonu için ise SP3 primeri, SP2 ile aynı 

amaç için kullanılmıştır. Bu primerler tasarlanırken, primerler arasında yaklaşık 100-150 

bç mesafe bırakılmıştır. 3’ RACE PCR için ise cDNA’nın 3’ ucuna doğru “SP5” primeri 

tasarlanmıştır. Her iki teknik için tasarlanan primerlerin GC içerikleri %50-60 arasında 

olup, uzunlukları 20 ila 25 bç arasında değişmektedir. EmVg3’ün tüm cDNA dizisine 

ulaşabilmek için tasarlanan RACE PCR primerleri Şekil 4.9’da, primerlere ait detaylar ise 

Çizelge 4.2’de verilmiştir.  

>5’ RACE 

GGAAAAAGGAAAGCAGTACACTTACCAGCTTCATGGTAGAACATTGGCTGGAATCCACCAAGTTAAGGAC

CAATATACTGGAGTACTTATCCGAGCTAAGCTTGTGGTGAACGCAGATGCCGACAACCAAATCACACTACA

GGTTTATGACGCTGAATCCGCGGAAGTCAACCAATACCTGAGCAATGGATGGGCAACTCCTATTGCAGATA

AAGAAGTGCAATACAAGGGTATCCAGCTCCACAACAGTCCTTTCCAATTGCATCTCAAAAATGGAGTTGTG

AAAAAATGCTTGTGGAAAAAAATGTACCGACTTGGGAAGTTAATTTACTGAAAGCAATTGCCAGCCAGTTC

CAGGTAGACACACAAGCAGTAAATCTTAAAAAATCTAAATGGAACAACGTGCCAAGTGGGAAACAGATGA

GTGGAATCTACAAGACCAAAGAAGATTCTGTCAATGGTGTTTATGAAACTTGCTATGAAGTCTACCCAATG

CAAGAATACGTCCTTCAAAGCCGACCAGAATTTGTACCTCTTCCCAGCCTTCAGGAAGATGGGCAAGTTAT

GAACATTGAAAAGTCAAGGAATTTCTCAAACAGTGACCACCACATGGTGTACCGATATGGGATGAATGGA

CATGAAGGATGGAAAGCAGCCACCAACCAGATGGGAAATTTGCTTGCTAGGTCATCTACAAGTCGAATTGT 

>3’ RACE 

ATGGAATCAATATCTTCTACGATGGTCATCGGGCGCAGGTCTACATTCCCAATATTTACAGGAACAAAGTTC

GAGGTCTATGCGGTACCTTCGACGGCGAACCTGTCAACGACTTTACCGCTCCAACCAACTGCGTCCTGAAG

AACTATCAACAATTCACAGCATCCTACGCTGTTGTGGATTCCCAATGTCAAGGTCCAGCTAACGAACTCAGT

CGACAAGCCCAGAGTGCACCCTGCTCAACGAAAGAAGTACTTTTTGCCGACGTTATATCCGATGCTGAAGC

AGGGCGAGCTTACAAGCATGCGAGCCCACGAGTCACCCCTAACATCATCAAATCCATCAGCAAGACCCCAC

AGGGCTGTACTGTTCACAGGGTCATGGTTGTCTCCAAGGAAGGAAAAACCTGCTTCTCCATCAAACCCCAA

CCATCCTGCAACACTAACTGCCAACCCCAAGGAACCCTTGAAAAGACTATTGAATTCCATTGCTTGAACCAA

TCAAGTGCTACTCAACACTGGGTGGCCATGGTCAAGAAAGGAGCCAACCC 

Şekil 4.9. EmVg3 RACE PCR primerleri 
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Çizelge 4.2. EmVg3 cDNA’sına özgü tasarlanan RACE PCR primer özellikleri 

Primer Primer Dizisi Bç Bağlanma Sıcaklığı 

(˚C) 

%G+C 

SP3 AGTTGCCCATCCATTGCTCA 20 58,4 50 

SP2 GGCTGGCAATTGCTTTCAGT 20 58,4 50 

SP1 TCTGGTCGGCTTTGAAGGAC 20 60,5 55 

SP5 TCCTACGCTGTTGTGGATTC 20 58,4 50 

4.2.7.2. 5’ RACE PCR 

EmVg3’ün 5’ ucuna doğru tüm cDNA dizisini elde edebilmek için, 5’/3’ RACE Kit, 2
nd

 

Generation kitinde detaylı olarak anlatılan, 5’RACE PCR prosedürüne uygun olarak 

çalışılmıştır (Şekil 4.10). 

 

Şekil 4.10. 5’ RACE PCR reaksiyonuna genel bir bakış 

5’ RACE PCR’ın ilk aşaması olan, mRNA’dan cDNA’nın transkribe edilmesinde SP1 

primeri kullanılmıştır. Reaksiyonda kullanılan reaktifler ve miktarları aşağıda sunulmuştur: 
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Reaktif      Hacim 

cDNA Sentez Tamponu     4 µl 

Deoksinükleotid Karışımı    2 µl 

cDNA Sentez Primeri SP1 (12.5 µM)   1 µl 

Total RNA       0,2-2 µg 

Transcriptor Revers Transkriptaz Enzimi   1 µl 

Toplam hacim      20 µl 

Hazırlanan reaksiyonlar 55
0
C’de 60 dakika, 85

0
C’de 5 dakika inkübe edilmiştir. Elde 

edilen reaksiyon ürünleri, High Pure PCR Product Purification Kit (Roche, Cat. No. 

11732668001) kullanılarak, kit prosedürüne uygun şekilde saflaştırılmıştır. Saflaştırılmış 

cDNA örneğinin 3’ ucunda poli (A) ucu oluşturulmak için kullanılan reaktifler, aşağıda 

sunulan miktarlarda hazırlanmıştır: 

Reaktif    Hacim 

Purifiye cDNA ürünü   19 µl 

10x Reaksiyon Tamponu  2.5 µl 

2 mM dATP     2.5 µl 

Karışım 94°C’de 3 dakika inkübe edilerek buza alınmıştır. Üzerine 1 µl Terminal 

Transferaz (80 u/ µl) eklenerek, 37°C’de 20 dakika, enzim inaktivasyonu için ise 70°C’de 

10 dakika inkübe edilmiştir. Elde edilen dA-kuyruklu cDNA’nın PCR reaksiyonunun 

hazırlanılmasında kullanılan reaktifler aşağıda sunulmuştur: 
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Reaktif        Hacim 

dA-kuyruklu cDNA        5 µl 

Oligo dT-Ankor Primer      1 µl 

Spesifik primer SP2 (12.5 µM)      1 µl 

Deoksinükleotid Karışımı       1 µl 

Expand High Fidelity Enzim Karışımı    0.75 µl 

10x Expand High Fidelity Tamponu     5 µl 

ddH2O         36.25 µl 

Toplam hacim        50 µl 

PCR reaksiyonu bağlanma sıcaklığı 55˚C olacak şekilde gerçekleştirilmiştir. Reaksiyon 

koşulları Çizelge 4.3’de verilmiştir.  

Çizelge 4.3. 5’ RACE PCR ikinci aşama PCR koşulları  

Aşama Sıcaklık (˚C) Süre Döngü 

Ön Denatürasyon 94 2 dk 1 

Denatürasyon 94 15 sn  

10 Bağlanma 55 30 sn 

Uzama 72 40 sn 

Denatürasyon 94 15 sn  

25 Bağlanma 55 30 sn 

Uzama 72 40 sn 

Son uzama 72 7 dk 1 

Elde edilen PCR ürünü ile SP3 primeri kullanılarak yeni bir amplifikasyon gerçekleştirmek 

üzere, aşağıdaki miktarlarda reaktifler hazırlanmıştır:  
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Reaktif       Hacim 

PCR ürünü       1 µl 

PCR Ankor Primer       1 µl 

SP3 (12,5 µM)       1 µl 

Deoksinükleotid Karışımı     1 µl 

10x Expand High Fidelity Tamponu    5 µl 

Expand High Fidelity Enzim Karışımı   0,75 µl  

ddH2O        40,25 µl 

Toplam hacim       50 µl 

PCR reaksiyonu bağlanma sıcaklığı 58˚C olacak şekilde gerçekleştirilmiştir. Reaksiyon 

koşulları Çizelge 4.4’de verilmiştir. 

Çizelge 4.4. 5’ RACE PCR üçüncü aşama PCR koşulları  

Aşama Sıcaklık (˚C) Süre Döngü 

Ön Denatürasyon 94 2 dk 1 

Denatürasyon 94 15 sn  

10 Bağlanma 58 30 sn 

Uzama 72 40 sn 

Denatürasyon 94 15 sn  

25 Bağlanma 58 30 sn 

Uzama 72 40 sn 

Son uzama 72 7 dk 1 

Elde edilen PCR ürününden 20 µl alınıp, %1’lik agaroz jele yüklenerek, amplifikasyon 

kontrol edilmiştir.  

4.2.7.3. 3’ RACE PCR 

EmVg3’ün 3’ ucuna doğru tüm cDNA dizisini elde edebilmek için, 5’/3’ RACE Kit, 2
nd

 

Generation kitinde ayrıntılı olarak sunulan, 3’RACE PCR prosedürüne uygun olarak 

çalışılmıştır. 3’ RACE PCR’a ilişkin deney akışı aşağıda sunulmuştur (Şekil 4.11). 
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Şekil 4.11. 3’ RACE PCR reaksiyonuna genel bir bakış 

Oligo-dt primerleri kullanılarak cDNA sentezinin gerçekleştirildiği reaksiyon reaktifleri ve 

miktarları aşağıda verilmiştir: 

Reaktif      Hacim 

cDNA Sentez Tamponu    4 µl 

Deoksinükleotid Karışımı    2 µl 

Oligo dT-Ankor Primer    1 µl 

Total RNA       0,5-2 µg 

Transcriptor Revers Transcriptaz Enzimi  1 µl 

Toplam hacim      20 µl 

Reaksiyon karışımı 55
0
C’de 60 dakika, 85

0
C’de 5 dakika inkübe edilmiştir. Çizelge 4.5’de 

koşulları verilen PCR reaksiyonu, elde edilen cDNA ürünü kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. Kullanılan reaktifler ve miktarları aşağıda sunulmuştur: 
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Reaktif       Hacim 

cDNA ürünü       1 µl 

PCR Ankor Primer      1 µl 

Spesifik Primer SP5 (12,5 µM)     1 µl 

Deoksinükleotid Karışımı     1 µl 

10x Expand High Fidelity Tamponu    5 µl 

Expand High Fidelity Enzim Karışımı   0,75 µl 

ddH2O        40,25 µl 

Toplam hacim       50 µl 

Çizelge 4.5. 3’ RACE PCR koşulları  

Aşama Sıcaklık (˚C) Süre Döngü 

Ön Denatürasyon 94 2 dk 1 

Denatürasyon 94 15 sn  

10 Bağlanma 55 30 sn 

Uzama 72 40 sn 

Denatürasyon 94 15 sn  

25 Bağlanma 55 30 sn 

Uzama 72 40 sn 

Son uzama 72 7 dk 1 

Elde edilen PCR ürününden 20 µl alınıp, %1’lik agaroz jele yüklenerek, amplifikasyon 

kontrol edilmiştir.  

4.2.7.4. Jel Saflaştırma 

PCR ve RACE PCR ürünleri Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Cat. No. 28704) 

prosedürüne uygun olarak, aşağıdaki sunulan aşamalarla jelden saflaştırılmıştır:  

 Agaroz jelde görüntülenen PCR ürünleri bistüri yardımıyla jelden kesilmiştir. 

 Jel parçacıkları hassas terazide tartılarak, miktarlarının 3 katı kadar (100 mg~100 

µl) Buffer QG eklenmiştir. 

 Örnekler 50˚C’de 10 dakika inkübe edilirken, 2-3 dakika aralıklarla karıştırılmıştır. 

Jel tamamen çözüldükten sonra, karışımın sarı renk aldığı gözlenmiştir. 
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 Örneklere jel parçacığıyla aynı miktarda izopropanol eklenerek, homojenizasyon 

sağlanmıştır. 

 Koleksiyon tüpü, Qiaquick Spin kolona yerleştirilerek, örnekler kolon üzerine 

eklenmiş ve 1 dakika boyunca 13000 rpm’de santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrası 

koleksiyon tüpünde toplanan kısım atılmış ve kolon tekrar tüpe yerleştirilmiştir. 

 Kolon üzerine 0,5 µl QG buffer eklenmiş ve 1 dakika 13000 rpm’de santrifüj 

edilmiştir. Santrifüj sonrası koleksiyon tüpünde toplanan kısım atılmış ve kolon 

tekrar tüpe yerleştirilmiştir. 

 0,75 ml Buffer PE yıkama işlemi için kolona eklenmiş ve 13000 rpm’de 1 dakika 

santrifüj edilmiştir. Koleksiyon tüpünde toplanan kısım atılmış ve kolon tüpe tekrar 

yerleştirilmiştir. Aynı işlem ikinci kez tekrar edilmiştir. 

 Mikrosantrifüj tüpüne yerleştirilen spin kolon membranı üzerine, 30 µl Buffer EB 

Qiaquick üzerine eklenerek, 1 dakika 13000 rpm’de santrifüj edilmiştir.  

 Örnekler %1’lik agaroz jelde ve nanodropta saflık ve miktar tayini için kontrol 

edilmiştir. 

Jel saflaştırılması yapılan örnekler için dizileme hizmeti alınarak, PCR ürünü ve tüm 

cDNA dizileri analiz edilmiştir. Her bir genin karakterizasyonu için hizalama, korunmuş 

domain, korunmuş motif, tahmini sinyal peptidi, tahmini fosforilasyon potansiyeli, tahmini 

glikozilasyon potansiyeli ve tahmini üç boyutlu yapı analizleri gerçekleştirilmiştir. 

4.2.7.5. Filogenetik Analiz 

Dizi analizi sonrası vitellogeninlere ait elde edilen diziler, GenBank’ta kayıtlı olan diğer 

böcek vitellogeninleri ile MUSCLE programı aracılığıyla hizalanmıştır. MEGA 6.06 

programı (116) kullanılarak yapılan analizde yöntem olarak Neighbour Joining Clustal-W 

seçilmiş, bootstrap değeri ise 1000 olarak alınmıştır. 

4.2.8. EŞ ZAMANLI PCR (RT-qPCR) 

EmVg genlerine spesifik RT-qPCR primerleri karakterize edilen EmVg‘lerden 

yararlanılarak tasarlanmıştır. Tasarlanan primerlerde şu özelliklere dikkat edilmiştir: 

Primer uzunlukları19-24 bç arasında, amplikon büyüklüğü ise <200 bç olmalıdır. İleri ve 

geri primerleri arasındaki sıcaklık farkı 3˚C’den fazla olmamalıdır. Erime sıcaklığının 57-

63
 
˚C arasında, %G+C oranının 50-60 arasında olması ve primerlerin saç tokası yapısı 
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oluşturacak formda olmamasına dikkat edilmiştir. Kullanılan primerlere ilişkin bilgiler 

Çizelge 4.6’da, RT-qPCR reaksiyon karışımı ise aşağıda verilmiştir:  

Reaktif      Hacim 

LightCycler
®
 480 SYBR Green I Master 2x  10 µl 

İleri Primer (10 µM)  0,8 µl 

Geri Primer (10 µM)     0,8 µl 

cDNA       1 µg 

Toplam hacim      20 µl 

Çizelge 4.6.Eş Zamanlı PCR analizlerinde kullanılan primerlere ait dizi bilgisi, bağlanma 

sıcaklığı ve %G+C oranı  

Primer adı Primer Dizisi 5’-3’ Bağlanma 

Sıcaklığı 
%G+C 

EmVg1 F AGCGATAAGAACAAGGGACAG 62 48 

EmVg1 R CTGATGTAGGCGAGGAATCTG 64 52 

EmVg2 F TTCGCATTCTCTGAGCTAGTAAG 66 43 

EmVg2 R AGCCGGTCTTTGAAATAGGG 60 50 

EmVg3 F AGCCGACCAGAATTTGTACC 60 50 

EmVg3 R TCCTTCATGTCCATTCATCCC 62 48 

Emß-Aktin F AATCGCTGACAGGATGCAG 58 53 

Emß-Aktin R GTTGGAAGGTAGACAGGGAAG 64 52 

Emα-Tubulin F CTCTACTTATGGAACGCCTGTC 66 50 

Emα-Tubulin R GTCGGAGTGTTCAAGAGTGG 62 55 

Eş zamanlı PCR analizlerinde hedef gen bölgelerinin amplifikasyonunu gerçekleştirmek 

üzere, biyolojik ve tekniksel üçlü tekrarlar hâlinde reaksiyonlar hazırlanmıştır. 

Reaksiyonlara negatif kontroller eklenmiş, ß-Aktin ve α-Tubulin ise housekeeping genler 

olarak kullanılmıştır. Primerlerin dimer yapısı oluşturup oluşturmadığı, reaksiyon sonunda 

erime eğrisi analizi ile kontrol edilmiştir. Eş zamanlı PCR analizinde kullanılan koşullar 

Çizelge 4.7’de verilmiştir. 
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Çizelge 4.7. Eş Zamanlı PCR analizlerinde kullanılan PCR koşulları 

Aşama İşlem Sıcaklık Süre 

Aktivasyon İlk Denatürasyon 95˚C 8 dakika 

 

Amplifikasyon 

Denatürasyon 95˚C 10 saniye 

Bağlanma 55-65˚C 20 saniye 

Uzama 72˚C 30 saniye 

 

Erime Eğrisi 

Denatürasyon 95˚C 5 saniye 

Yeniden bağlanma 55-65˚C 1 dakika 

Denatürasyon 95
o
C 0 

Soğuma Soğuma 40
o
C 10 saniye 

RT-qPCR analizi sonucunda elde edilen CT değerleri, ß-Aktin ve α-Tubulin housekeeping 

genlerine ait CT değerleri ile karşılaştırılmak üzere, 2
-ΔCT

 formülü kullanılarak normalize 

edilmiştir (56). İstatiksel değerlendirme, One-way ANOVA ve Duncan’s multiple range 

testleri kullanılarak, SPSS 16.0 (Schweiz AG, Zurich, Switzerland) yazılımı yardımı ile 

yapılmıştır. P-değerinin 0.05’ten küçük olması istatiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir.
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5. ARAŞTIRMA BULGULARI 

5.1. VİTELLOGENİN GENLERİNİN MOLEKÜLER KARAKTERİZASYONU 

Kışlayan sünelere ait yağ dokusundan oluşturulmuş cDNA kütüphanesinde bulunan bütün 

vitellogenin contiglerinin taranması sonucunda (115), 00358 numaralı contigin 

vitellogenin-1 proteinini kodlayan tüm cDNA dizisine sahip olduğu tespit edilmiştir. Diğer 

contigler arasında tüm cDNA dizisi yapısına en yakın olan diziler tespit edilip, mevcut dizi 

bilgisinden yararlanılarak, PCR ve RACE PCR yöntemleriyle EmVg2 ve EmVg3 

cDNA’larının tam nükleotid dizilerine ulaşılmıştır. 

5.1.1. EMVG1 GENİNİN MOLEKÜLER KARAKTERİZASYONU 

5.1.1.1.  EmVg1 Geninin cDNA Kütüphanesinde Taranması 

cDNA kütüphanesinde bulunan 00358 numaralı contigin vitellogenin-1 proteini (EmVg1) 

olduğu BLAST programı aracılığı ile tespit edilmiştir (Şekil 5.1). EmVg1 aminoasit dizisi 

incelenerek, tahmini proteinin Metionin (M) aminoasidi ile başladığı ve bir sonlanma 

kodonu (TAG) ile bittiği, 5580 nükleotid ve 1859 aminoasit uzunluğunda olduğu 

görülmüştür. “Bioinformatic Tools” programı aracılığı ile tahmini protein molekül 

ağırlığının yaklaşık 210 kDa olduğu gözlenmiştir. 

5.1.1.2. EmVg1’in BLAST Ve Domain Analizleri 

cDNA kütüphanesinde bulunan contig00358’in bir vitellogenin proteini olduğu NCBI 

BLAST analizi ile tespit edilmiştir. Bu analizle EmVg1’in, Plautia stali (Hemiptera: 

Pentatomidae) Vg1’ine %49 oranında benzerlik gösterdiği saptanmıştır (Şekil 5.1). 

 

  



 

51 

 

 

 
Şekil 5.1. EmVg1 proteinin BLAST analizi 

EmVg1’de bulunan vitellogenin domaini, tahmini protein dizisi kullanılarak “Conserved 

Domains” programı aracılığı ile yapılan analizle tespit edilmiştir (117). EmVg1 Şekil 

5.2’de görüldüğü üzere, 20..755 pozisyonunda Vitellogenin domainine, 1509..1686 

pozisyonunda ise Von Willebrand factor (VWF) domainine sahiptir. 

 
Şekil 5.2. EmVg1 proteinine ait korunmuş domainler 

5.1.1.3. EmVg1 Proteini Sinyal Peptidi Analizi 

EmVg1 tahmini proteinine ait sinyal peptidinin tahmininin gerçekleştirilmesinde, SignalP 

4.0 analiz programı kullanılmıştır (118). Tahmini 16 rezidülük sinyal peptidi tespit edilmiş 

ve 16. ve 17. rezidüler arasında muhtemel bir kesim noktasının (AAA-DY) olduğu 

görülmüştür (Şekil 5.3). Sinyal peptid dizisi, aminoasit dizisinin bulunduğu Şekil 5.7’de 

ayrıca altı çizili olarak gösterilmiştir. 
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Şekil 5.3. EmVg1 proteini sinyal peptit analizi 

5.1.1.4. EmVg1 Proteini Fosforilasyon Potansiyeli 

“NetPhos(2)” fosforilasyon tahmin programı EmVg1 proteininde sırası ile 14, 107 ve 41 

adet treonin, serin ve tirozin rezidüsünün fosforile olduğunu göstermiştir (119) (Şekil 5.4). 

Fosforilasyon potansiyeline sahip olan aminoasitler, Şekil 5.7’de ayrıca gösterilmiştir.  

Şekil 5.4. EmVg1 proteinin fosforilasyon potansiyeli 

5.1.1.5. EmVg1 Proteini Glikozilasyon Potansiyelleri 

“NetNGlyc 1.0” N-tipi glikozilasyon tahmin programı 7 asparajin rezidüsünün N-tipi 

glikozilasyon potansiyeline sahip olduğunu (120) (Şekil 5.5 ve Şekil 5.7), “NetOGlyc 3.1” 

O-tipi glikozilasyon tahmin programı ise 4 tane treonin ve 19 tane serin rezidüsünün O-tipi 

glikozilasyon potansiyeline sahip olduğunu göstermiştir (Şekil 5.6 ve Şekil 5.7) (121). 
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Şekil 5.5. EmVg1 proteini N-tipi glikozilasyon potansiyeli 

 Şekil 5.6. EmVg1 proteini O-tipi glikozilasyon potansiyeli 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

54 

 

>EmVg1 

MWSTALLFLLASLAAADYGWKPGHVYRYDFELRSAAGFHQVSDQYTGNLVRAKINIYVEAP

DKLVFQIQGAKHADYNQPQSEGWAADLQDAQLNYQPLAIKSGVFEVIFKNGVVEKIFTDNK

APQWERNFYRAIASQFQFDLQGQHLKPSHFNDVPKGEQQTGAFKTMEDCVSGRYEVLYDVG

VLPPYILQSRRELAPLPHLREEGEFYNVVKTKNFSSSEHHLSYRYGLSGHEKWHAGTNQMG

NFLSRTSQTRAVISGLLNKFTVQSVVTTEKVLIAPAMHDSQKGIVASRVNLTLEAVSDAKE

SAPTVNSPKALESLIYEFAHGKPVSGDSNEKYSSAPDQSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSAES

SQENSETSNSQESAPTRLTNRGSSSDSSSSSSSASISSSEEFFMPNPSLSDAPSFEFQPNI

PRYQHGNSAQVVEKIVQQARQIAQYLQNPSHITEKNVLSTFKTMTLMAQWANAQQLEEVAE

KLYYPQEKASQEAYQNVRAWQAFRDGLAYAGTGPALMVIAKLIKDKKLAGNEGAQIMATLP

MSARYPTTEYMNAFFDLIRSPEVQNQRFLNHSAILSFAELSRRSQVDHESSKSRYAVHLYG

PQSQEHRSVVSQKYIPYFQAQLQKAIAAGDSIKAQVYTFAIGKTGHTDALRVFEPYLEGKQ

QISEFQRLVIVAALGDMIQVHPNTARNVFYRIYKNQGEKEQLRVAAAIQLLRTKPPAHMLQ

IMAEQTNYDQSEHVNAVVKSGIESAAKGDLYESPEFTQDARSAANLLTPQTYDFQHSMNYF

QSHIAQEEENIAYEHDFSYIQGPDGNLPSAFYYHLQRTVGGYVPEPETVSFMTSSSEELID

LISKALGFQGHYRSHKNKQQRMASQKHAQKAQYSYQRVQEELNAEYDTPVQVEGHFSVELF

GAPRFFVFDNHTIEQFSEYFHKAQEKLQNGVKYHETKFHCPNTVELAFPLASGVQFTYSYA

EPRLYFADLQAKGQLEREQEAEGTYPVPYSASVEGTYKLSLATHKESILGFFAPHSEQRYF

AAVEKDTHFHVPFKHRFDFDGPENNLQFTFEPYTESNEQQKLFEHSSHAYTSYQSVYDSKP

YLESSKIQEIQSGPRKAYKQPFGHEHFGYAFQFEAQSESNFNEIGKYYQAFKNQDYDYLMS

ALYNGFSEGIGNSYYAINYSPQNSASQKAVFNFFYHSDQPGDEDRKSGRLLRPISKRRSHA

GLGANAAQPSSADNRVEELHANAVAGIQDARAHVFDFSASFGSDKNKGQYTFTVVHAESPV

SEKSRFLAYISGTPIQESQNAKPYRAAVHFNFKEPQVPIFNYREALEADPTSYIQGQVNFD

NSDSSKIVIEGKLQQSERRKQYVRQSPYTAVCEQQMEQNDYVMPACINASIHANALDKYQF

TVKYQNVPETVQGFAYYLFNTARHWGYKYNSEMYSGVKNQEGQFQIQTQISPDLEYFNVTL

VAPYFVSHFQNVELYHPLRPFVVHYPGYNQLPLFSRQYQYSLPYGTCSLDETHINTFNNRS

YPYNFGSNEYYVLATATPDREYQQSSEESSEEHYYDYQRNYAILVKETGSGNKEVQVVLDD

DIVTLQPSGSEGVSVNANGENIQVSEKKIAKWQNGENYIEVFATPGKKNAALYFPNHDFQL

YYDGHHVVLFFDNSHRDRVRGLCGTFDGESYNDFTTPANCIVMEPKQFVESYALQGSSSSA

RSRNQDQCYPKEVVYSDVIADSDYLGGGGQVYNQSHTLEEGFWRTHNSTHVNTIGGQKPSQ

VPQGCSGYKIHVVKEDGRTCFSVKPQVTCAAHCKAAMKIEKKVDFHCLPDSHSLTPHWLRM

VKAGAKPDFSKKPTTSSMRIMLPQSCSSS 

Şekil 5.7. EmVg1 proteini moleküler karakterizasyonu: Proteinin sinyal peptidi (altı çizili 

koyu), fosforile (serin rezidüleri mavi taralı, tirosin kırmızı taralı, treonin yeşil taralı), N-

tipi glikozile (asparajin rezidüleri mor taralı) ve O-tipi glikozile (treonin rezidüleri siyah 

taralı sarı renkli, serin rezidüleri sarı harfli) olarak tahmin edilmiş rezidüler  

EmVg1’in aminoasit dizisi incelendiğinde çok sayıda serin rezidüsünü barındıran, 388. ve 

405. aminoasitler arasında üç adet, 423. ve 443. aminoasitler arasında ise bir adet uzun 

zincir şeklindeki poliserin bölgeleri dikkat çekmektedir (Şekil 5.7 mavi taralı). C-terminal 

bölgesinde 1667-1670. pozisyonda, böcek vitellogenin dizilerinin tipik korunmuş motifi 

olan GLCG tetrapeptidi yer almaktadır (Şekil 5.7 kahverengi taralı bölge). 

Posttranslasyonel kesim noktalarının oluşmasında tanıma bölgesi görevi gören RXXR 

motifine ise 1207-1209. pozisyonda rastlanmıştır (Şekil 5.7 pembe taralı). Ayrıca C-

http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.8005,1,6
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.8005,1,173
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.8005,1,248
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.8005,1,286
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.8005,1,415
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.8005,1,476
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.8005,1,479
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.8005,1,530
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.8005,1,550
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.8005,1,555
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.8005,1,565
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.8005,1,693
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.8005,1,735
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.8005,1,739
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.8005,1,795
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.8005,1,850
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.8005,1,881
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.8005,1,1163
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.8005,1,1383
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.8005,1,1390
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.8005,1,1441
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.8005,1,1695
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.8005,1,1811
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.8005,1,1835
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.8005,1,1835
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.8005,1,1853
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.8005,1,1856
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terminal bölgesinde 872-875. ve 1306-1309. aminoasit dizilerinin KXXR motif yapısında 

olduğu saptanmıştır (Şekil 5.7 sarı taralı bölge). 

5.1.1.6. EmVg1 Filogenetik Analizi 

Hymenoptera, Parazitik Hymenoptera, Coleoptera, Hemiptera, Diptera ve Lepidoptera 

takımlarına ait vitellogenin aminoasit dizilerinin kullanımıyla yapılan filogenetik analiz 

sonucunda iki ana grup ortaya çıkmıştır. Birinci ana dalı Hymenoptera takımından Bombus 

ignitus, Bombus hypocrita, A. mellifera; Parazitik Hymenopterlerden Pimpla nipponica, 

Pteromalus puparum; Coleoptera takımından Tribolium castaneum, Tenebrio molitor; 

EmVg1’in de aralarında bulunduğu Hemiptera takımından Nilaparvata lugens, Riptortus 

clavatus, Plautia stali ve Diptera takımından Aedes aegypti ve Anopheles stephensi 

oluşturmuştur. İkinci ana dalı ise Lepidoptera takımından Spodoptera litura ve 

Helicoverpa armigera oluşturmuştur. Hemiptera takımına ait vitellogenin proteinleri ayrı 

bir klad içerisinde toplanırken, EmVg1 ve Plautia stali Vg1’inin de bu klad içerisinde aynı 

nodun altında iki dala ayrıldığı görülmüştür (Şekil 5.8). 

 
Şekil 5.8. EmVg1 proteini filogenetik ağacı: Analizde kullanılan vitellogenin proteinlerinin 

gen bankası kayıt numaraları Bombus ignitus (ACM46019), Bombus hypocrita 

(ACU00433), Apis mellifera (NP_001011578), Pimpla nipponica (AAC32024), 

Pteromalus puparum (ABO70318), Tribolium castaneum (XP_970210), Tenebrio molitor 

(AAU20328), Nilaparvata lugens (AEL22916), Riptortus clavatus (AAB72001), Plautia 

stali (BAA88075.1), Aedes aegypti (AAA18221.1), Anopheles stephensi (ABD97990.1), 

Spodoptera litura (ABU68426), Helicoverpa armigera (AGL08685.1). 
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5.1.1.7. EmVg1 Tahmini Proteininin Üç Boyutlu Tahmini Yapısı 

EmVg1’in tahmini üç boyutlu yapısı Hidden Markov modellemesini kullanan “Phyre
2
” 

programı (122) aracılığı ile analiz edilmiştir. Aminoasit dizisinin 939 rezidüsünün (%51) 

Protein Data Bank’ına kayıtlı C1lshA proteinine gösterdiği %22 oranında benzerlikten 

yararlanılarak, tahmini üç boyutlu yapısı oluşturulmuştur (Şekil 5.9). 

 
Şekil 5.9. EmVg1 proteininin tahmini üç boyutlu tahmini yapısı 

5.1.2.  EMVG2 GENİNİN MOLEKÜLER KARAKTERİZASYONU 

5.1.2.1. EmVg2 Geninin cDNA Kütüphanesinde Taranması 

E. maura yağ dokusu cDNA kütüphanesinde bulunan 5617 bç uzunluğundaki 

contig00013’e ait dizi NCBI verileri ile kıyaslandığında, vitellogenin-2 olduğu düşünülen 

bu proteinin nükleotid dizisinde eksiklik olduğu ve dizinin “dur” kodonuna rastladığı 

görülmüştür (Şekil 4.5). Bu sebeple ilgili bölgeye özgün primerler tasarlanıp, doğru dizi 

bilgisine ulaşmak için PCR yapılıp dizileme aşamasına gidilmiştir.  

5.1.2.2.  EmVg2 Geninin Eksik Dizisine Ait PCR ve Dizi Analiz Sonuçları 

cDNA sentez ürünü kullanılarak, EmVg2 genine özgü tasarlanmış primerlerle PCR 

gerçekleştirilmiştir. Oluşan PCR ürünü %2’lik agaroz jele yüklenmiş, elektroforez işlemi 

yapıldıktan sonra jel görüntüleme sistemi aracılığı ile görüntülenmiştir (Şekil 5.10). 
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Şekil 5.10. EmVg2 PCR ürünü agaroz jel görüntüsü (M:Markır 100 bç, NK: Negatif 

kontrol ve EmVg2) 

Purifiye edilen PCR ürünü, dizileme hizmeti alınarak, iki yönlü okumalarla analiz 

edilmiştir. Dizi analizi sonucu ileri ve geri primerlerin yönlerinden elde edilen dizi bilgisi 

ile eksik nükleotid bulunarak, tüm cDNA dizisi tamamlanmıştır (Şekil 5.11 ve Şekil 5.12). 

EmVg2’nin 5618 bç nükleotid dizi uzunluğuna, tahmini proteininin ise 1833 aminoasite 

sahip olduğu görülmüştür. Bioinformatic Tools” programı aracılığı ile tahmini protein 

molekül ağırlığının yaklaşık 207 kDa olduğu saptanmıştır. 

 

Şekil 5.11. Contig00013’ün dizi analizi sonuçları ile hizalanması 

5.1.2.3. EmVg2 BLAST ve Domain Analizleri 

EmVg2 aminoasit dizisinin vitellogenin 2 proteini olduğu BLAST analizi ile saptanmıştır. 

Analiz sonucu EmVg2’nin, Plautia stali (Hemiptera: Pentatomidae) Vg2 proteinine %36 

oranında benzerlik gösterdiği tespit edilmiştir (Şekil 5.12). 
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Şekil 5.12. EmVg2 proteinine ait BLAST analizi 

“Conserved Domains” programı aracılığı ile EmVg2’nin, 26…761 pozisyonunda 

vitellogenin domain profiline, 1498..1674 pozisyonunda ise Von Willebrand factor (VWF) 

domain profiline sahip olduğu saptanmıştır (Şekil 5.13). 

 
Şekil 5.13. EmVg2 proteinine ait korunmuş domainler 

5.1.2.4. EmVg2 Proteini Sinyal Peptid Analizi  

EmVg2’nin sinyal peptidinin tahminine yönelik “SignalP 4.0” programı (118) aracılığı ile 

yapılan analizde, 19 rezidülük tahmini sinyal peptidi tespit edilmiştir (Şekil 5.14). Sinyal 

peptid dizisi aminoasit dizisinin bulunduğu Şekil 5.17’de altı çizili olarak gösterilmiştir. 
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Şekil 5.14. EmVg2 proteini sinyal peptit analizi 

5.1.2.5. EmVg2 Proteini Fosforilasyon Potansiyeli  

NetPhos(2) fosforilasyon tahmin programı (119) aracılığı ile yapılan fosforilasyon 

potansiyeli analizi sonucunda, EmVg2’de sırasıyla 11, 82, 34 adet treonin, serin ve tirozin 

aminoasitlerinin fosforile olduğu saptanmıştır (Şekil 5.15). Fosforilasyon potansiyeline 

sahip olan aminoasitler Şekil 5.17’de ayrıca gösterilmiştir.  

 
Şekil 5.15.EmVg2 proteininin fosforilasyon potansiyeli 
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5.1.2.6. EmVg2 Glikozilasyon Potansiyeli  

“NetNGlyc 1.0” N-tipi glikozilasyon tahmin programı(120) EmVg2’nin 13 asparajin 

rezidüsünün N-tipi glikozilasyon potansiyeline sahip olduğunu gösterirken, EmVg2’de O-

tipi glikozilasyon potansiyeli saptanamamıştır (121) (Şekil 5.16 ve Şekil 5.17).  

 

Şekil 5.16. EmVg2 proteininin N-tipi glikozilasyon potansiyeli 
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>EmVg2 

MMRLPLILPLFFFVCLSGAENGNSGWKMGNQYTYKVQGRTLTGIHQVKNQYAGVLLRAKVT

IDVIGENQLSLQVKDAEYADVNRYLVEGWVTYIPEEEVEYKRLALQSSACQVYLQKGVVQR

MVVEESLPTWELNFLKAIASQFQVDTQAVNLKKSIWNNVPNGEQQNGVFTTKEGSVHGISE

TLYQINPMPEYLVQSSPGLVPLPHLQGDGQVYNIEKSRNFTNSNYRDVYSYGMDSHGGWSA

GSNNLGDLLQRTSGSRIVITGDLKKYTIQYTETTEKIVVAPSMSDKRKGIAISYLNVSLES

VIPSSGQPPLITSPRTVNSLAYEYHRNHHTRNSAEGSGEESGSSHSASDEKKMESFKDSKT

SYSAEWIWTNYDVKNSTEMKLISNTDENDSSTSSSSSHEDSSISSHEEYPPSHTNINESPF

NAFSIHYLFGQESHAEQTVEKIIKLSSKIGHSIINPKNIFSDHLLSYFSILSGVVTAANSQ

QLRQAVEKIYYPKVSDVEYNRTETQNYYSWVALRDALSIAGTGPALVTLNSMIKEGKLQGE

EAAALLAMLPTNAAYPTTEYMNYFFEMVKSDEVQSQRYLNTSAIFAFSELVRKGQVDRATS

KHRYPIHLWSAKHRAEVTEKYIPYFKDRLTSAMAAGDSVKAQVYIRSLGNFAHPRILAVFE

PYLEGKLPASDYQRFLMVDSLNIMVRVHPDTARPVLYRIYQNEGENSFVRVAAVVQLMKAK

PSPQLLQHMAMRTNYDHSKHVNAAIKSSILTAVKGDYEADPELITAARSAINFLTTENYGT

QHCRNILRAYIDKHRSNMHYRSNVAYIHGPGDRISSAILYSIQKKINGIIHEPEVNQYHLS

SSQDLYNLLWSQLQEWKNHQSNSNETTNGSDFTYQKIHEALNAKYETQKQVEGSLVITLSG

AIRYFTFDSHTIEQLPDFLRQISRKLQEGINFEHGKFFNQETVELRFPTAMGGLFSYSYRT

PSFRHLQVKGKGHFEQNKPTGYNMFPFNAGINGKYHYLETNQRRSMIAFTFGQQRYVAGLE

RIAQVNLPLEGELSISGKNSAIKVSLKPRSVDNEEQNHFQYRENVYTSYQDVDDLTPILGG

PHVKLVESAPSKSYNETFGKEHTGQYIQVEIRNERNLKDIYSVFKDLKYMPTDILNMMSQL

DESMGNKYYNISYVAPNSATIILAYNTTSEMSEPGQINSKNLSHRSMRRRLKNHDESNNMD

QPSAVNNRMEALLRNANSGVQNGKAYVLDASVSFDENPNKGQYSLTVAHAESPVSELSRYL

VYYRGIPIQESRNAQANQLELQLNIKKPVLSTLNYNHSINMKPASTVEAKINFGKGKESEI

LIKGTAERTEERRNFVEKDPMSVLCKEQMEQGQFWQYPCQNASLAASYSDKYQLSVKYNNI

PQFVNRVANKIHSIGRYFAYEYNTENAFDAKNPKGQVNVAAKFSEDFQFLNVSIEGPSISS

HFKDIELNDITVPFVPWLIYEEKQIINRIARGVCTMDAATVTTFSNRTYPLEMSNCYHVLT

TYFPKLEQGSQHVDQEHYKKSDYNTKYFAILAKEIDSNKKVIKVVLGENVVTLEPSDNDGI

SVNSNGESIGISEGTITRWKAGQQYLEAYIQPGNKYVVLHFLNHGTKVYYDGHRAQLIIPN

RYLNRVRGLCGTFDGEPVNDFTTTNNCVLRDYKQFTASYAISDGQCTMPETTSQENASCYT

KGVKLVDVVSDSEAGRGSSKEEVHAYNNTIKPLIKNPQGCTNHKVLIDYFEGMTCFSIKPQ

VACQPNCKPQGQIEKTIQFHCLNESSATRHWVAKVKKGANPDFSQKKSNRQMSVKLPEKCV

PNP 

Şekil 5.17. EmVg2 proteini moleküler karakterizasyonu: Proteinin sinyal peptidi (altı çizili 

koyu), fosforile (serin rezidüleri mavi taralı, tirosin kırmızı taralı, treonin yeşil taralı) ve N-

tipi glikozile (asparajin rezidüleri mor taralı) olarak tahmin edilmiş rezidüler 

EmVg2’nin aminoasit dizisi incelendiğinde, özellikle 395. ve 411. aminoasitler arasında 

bulunan poliserin bölgesi dikkat çekmektedir (Şekil 5.17 mavi taralı serinvrezidüleri). İki 

adet RXXR motifine 1129-1131. ve 1491-1492. pozisyonlarında rastlanmıştır (Şekil 5.17 

pembe taralı). EmVg2 dizisinin C-terminal bölgesinde 1654-1657. pozisyonunda böcek 

vitellogenin dizilerinin tipik korunmuş motifi olan GLCG tetrapeptidi (Şekil 5.17 

kahverengi taralı bölge) ve bu motifin 14 aminoasit yukarısında ise DGXR motifinin yer 

aldığı görülmüştür (Şekil 5.17 gri taralı bölge).  
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5.1.2.7. EmVg2 Filogenetik Analizi  

Filogenetik analiz Hymenoptera, Parazitik Hymenoptera, Hemiptera, Coleoptera, Diptera 

ve Lepidoptera takımlarına ait vitellogenin ve vitellogenin 2 aminoasit dizilerinin 

kullanımıyla gerçekleştirilmiş ve analiz sonucunda iki ana dal ortaya çıkmıştır. Birinci ana 

dalı Hymenoptera takımından Bombus ignitus, Bombus hypocrita, A. mellifera; Parazitik 

Hymenoptera takımından Pimpla nipponica, Pteromalus puparum; Hemiptera takımından 

Nilaparvata lugens, Riptortus clavatus vitellogenin proteinleri, Triatoma infestans, E. 

maura, Plautia stali vitellogenin-2 proteinleri; Coleoptera takımından Tribolium 

castaneum, Tenebrio molitor ve Diptera takımından Aedes aegypti ve Anopheles minimus 

vitellogenin proteinleri oluşturmuştur. Lepidoptera takımından oluşan ikinci ana dalı ise 

Spodoptera litura ve Helicoverpa armigera vitellogenin proteinleri meydana getirmiştir. 

Hemiptera takımına ait vitellogenin proteinleri ayrı bir klad içerisinde toplanırken, Plautia 

stali Vg2’si ve EmVg2 bu klad içerisinde aynı nodun altında iki dala ayrılmıştır (Şekil 

5.18). 
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Şekil 5.18. EmVg2 proteini filogenetik ağacı: Analizde kullanılan vitellogenin 

proteinlerinin gen bankası kayıt numaraları Bombus hypocrita (ACU00433), Bombus 

ignitus (ACM46019), Apis mellifera (NP_001011578), Pimpla nipponica (AAC32024), 

Encarsia formosa (AAT48601), Pteromalus puparum (ABO70318), Tribolium castaneum 

(XP_970210), Tenebrio molitor (AAU20328), Anopheles minimus (AHN13887.1), 

Nilaparvata lugens (AEL22916), Riptortus clavatus (AAB72001), Plautia stali 

(BAA88076.1), Spodoptera litura (ABU68426), Helicoverpa armigera (AGL08685.1). 

5.1.2.8. EmVg2 Tahmini Proteininin Üç Boyutlu Tahmini Yapısı 

EmVg2’in tahmini üç boyutlu yapısı “Phyre
2
” programı (122) kullanılarak 

oluşturulmuştur. EmVg2 aminoasit dizisinin Protein Data Bank’ına kayıtlı C1lshA 

proteinine %17 oranında benzerlik gösterdiği saptanmıştır (Şekil 5.19).  
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Şekil 5.19. EmVg2 tahmini proteini tahmini üç boyutlu tahmini yapısı 

5.1.3. EMVG3 GENİNİN MOLEKÜLER KARAKTERİZASYONU 

5.1.3.1. EmVg3 Geninin cDNA Kütüphanesinde Taranması 

E. maura yağ dokusu cDNA kütüphanesinde bulunan 3835 bç ve 1363 bç uzunluklarındaki 

00092 ve 00385 numaralı contiglere ait nükleotid dizilerinin NCBI veri tabanında 

araştırılması sonucunda, her iki dizinin de vitellogenin-3 genine ait olduğu saptanmıştır. İki 

gen dizisinin birleştirilmesi sonucunda eksik kalan nükleotid dizileri PCR ve RACE PCR 

teknikleri ile tamamlanarak EmVg3 genine ait tüm cDNA dizi bilgisine ulaşılmıştır. 

5.1.3.2. EmVg3 Geninin Eksik Dizisine Ait PCR ve Dizi Analiz Sonuçları 

EmVg3 dizisine ait 00385 ve 00092 numaralı contiglerin birleştirilmesi için (Şekil 4.7 ve 

Şekil 4.8) yapılan PCR’dan elde edilen ürünler, %2’lik agaroz jelde yürütülmüştür (Şekil 

5.20). 
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Şekil 5.20. EmVg3 PCR jel görüntüsü (NK: Negatif kontrol, EmVg3, EmVg3, M: Markır 

100 bç) 

PCR ürününün 500 ile 600 bç arasında bant verdiği, jel görüntüleme sistemi aracılığı ile 

görülmüştür. Saflaştırılan PCR ürünlerinden gerçekleştirilen dizi analizi sonucunda elde 

edilen dizinin, Vg3’e ait olduğu BLAST analizi ile tespit edilmiştir (Şekil 5.21). 

 

 

Şekil 5.21. Contig00385 ve contig00092 arası nükleotid dizisi BLAST görüntüsü 

5.1.3.3. EmVg3 RACE PCR ve Dizi Analiz Sonuçları 

EmVg3 cDNA’sının tüm dizisini elde etmek için RACE PCR yöntemi uygulanmıştır. 5’ ve 

3’ yönlerinde elde edilen PCR ürünleri pürifiye edildikten sonra, dizi analizi hizmeti 

alınarak tüm cDNA dizisi tamamlanmıştır. EmVg3 tahmini proteininin 1877 aminoasit 

uzunluğunda, molekül ağırlığının ise yaklaşık 210 kDa olduğu tespit edilmiştir. 

5.1.3.4. EmVg3 BLAST ve Domain Analizi 

PCR VE RACE PCR yöntemleri kullanılarak tamamlanmış nükleotid dizisi aracılığı ile 

ulaşılan aminoasit dizisinin, vitellogenin-3 proteinine ait olduğu BLAST analizi ile 
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saptanmıştır. Analiz sonucunda EmVg3’ün Plautia stali Vg3’üne %53 oranında benzerlik 

gösterdiği tespit edilmiştir (Şekil 5.22). 

 

 

Şekil 5.22. EmVg3 proteininin BLAST analizi 

EmVg3’te “Conserved Domains” analiz programı ile 22..794 pozisyonunda vitellogenin 

domaininin, 1528..1709 pozisyonunda ise Von Willebrand factor (VWF) domaininin yer 

aldığı tespit edilmiştir (Şekil 5.23). 

 

Şekil 5.23. EmVg3 proteinine ait korunmuş domainler 

5.1.3.5. EmVg3 Proteini Sinyal Peptid Analizi  

EmVg3’e ait sinyal peptidinin tahminine yönelik yapılan analiz, “SignalP 4.0” programı 

(118) ile gerçekleştirilmiş ve tahmini 18 rezidülük sinyal peptidi tespit edilmiştir (Şekil 

5.24). Sinyal peptid dizisi EmVg3 aminoasit dizisinin bulunduğu Şekil 5.28’de altı çizili 

olarak gösterilmiştir. 
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Şekil 5.24. EmVg3 proteininin sinyal peptit analizi 

5.1.3.6. EmVg3 Proteini Fosforilasyon Potansiyeli  

“NetPhos(2)” fosforilasyon tahmin programı (119) EmVg3’te sırası ile 17, 112 ve 29 adet 

treonin, serin ve tirozin rezidüsünün fosforilasyon potansiyeline sahip olduğunu 

göstermiştir (Şekil 5.25). Fosforilasyon potansiyeline sahip aminoasitler Şekil 5.28’de 

ayrıca gösterilmiştir. 

 

Şekil 5.25. EmVg3 proteini fosforilasyon potansiyeli 

5.1.3.7. EmVg3 Proteini Glikozilasyon Potansiyelleri 

“NetNGlyc 1.0” N-tipi glikozilasyon tahmin programı(120) 10 asparajin rezidüsünün N-

tipi glikozilasyon potansiyeline, “NetOGlyc 3.1” O-tipi glikozilasyon tahmin programı 
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(121) ise 3 treonin ve 9 serinin O-tipi glikozilasyon potansiyeline sahip olduğunu 

göstermiştir (Şekil 5.26, Şekil 5.27 ve Şekil 5.28). 

 

Şekil 5.26. EmVg3 N-tipi glikozilasyon potansiyeli 

 

Şekil 5.27. EmVg3 O-tipi glikozilasyon potansiyeli 
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>EmVg3 

MWVPFSLFIVAFLTLASADNAWRPEKGKQYTYQLHGRTLAGIHQVKDQYTGVLIRAKLVVN

ADADNQITLQVYDAESAEVNQYLSNGWATPIADKEVQYKGIQLHNSPFQLHLKNGVVEKML

VEKNVPTWEVNLLKAIASQFQVDTQAVNLKKSKWNNVPSGKQMSGIYKTKEDSVNGVYETC

YEVYPMQEYVLQSRPEFVPLPSLQEDGQVMNIEKSRNFSNSDHHMVYRYGMNGHEGWKAAT

NQMGNLLARSSTSRIVITGDLNQYTIQYTDTIEKVLVAPHMSNSQKGIAVSRMTATLESVS

PAQAQSPSLSNPRIIENLVYEYEQGFAQNGDSGESSEGSPDDSSSSSSSSSSSSSSSDSAS

NEEITAMKLEKIDSSGHIAPSERIPQQSWRNSETGSSSSSSSSSSSSEDSSIDSSQEYLQS

PPKMKESPRIEFLPDQMLRQGSPDGQTVEKIVQVARKNWANSCCANKIVAANVLTYFSILS

RLVSAANALQLQQTVDKLYFEEPSSEDTAAIQNRNTWYMKYEIIAYTIYSYFYIFDYRIFF

LRFALRDALSVAGTGPALITLDYMIKSRKVKGFEASALLAALPYTARYPTPEYRNYFFEMV

KSDEVQSQRYLNTSAFIAFAELVRKTVVDSDTAQHRYPIHVSGPQSDAEVSEYITYIQGLL

QSAMAKGDSVKAQVYIRALGNFAHPQILSVYEPYLEGELPASDYQRCLMVASLDEMTRVHP

NTVRSVLYRIYKNQGESSEVRVAAVYQLLGTNPPAQLLQHMADHTNEESNKQVNSAVKSAI

ESMAAQEMSWNPEMVSKARSAANFLSPENYSSHYSRNFFNTFVKNSIKTQNHFSYIQGRDG

DYPSSLFYSLQKAIGGYERDPLTASFMSSSSEDVYNLVASQLPQADYQQGSGTYKPKRSKD

YTYQAIYEALSGQYESQKQVEGSIMIPLFGAKRYFTFDNHTIEQIPEILSELQQEFKQGIN

KHMVKYYNQDVVEVGFPMAMGLRFTYSYNAPTLTYFGIKGIGKLEVQQPNLNGSLPVYLGF

DGKYQFVQSNQRRAKIAFAFGQKRYVAGFEKTAHVNVPLEGTIEVNGNKNYIQTSLKPQPT

ENNEPNHVFQYRSDVYTTHQNVNDVRAYVEGPNVQKVEAGPSSSYHGAYGKEETGYEFLYE

VQSENNLRKLFSAARSYINAPTDLLDVMTDLDDSMANNYYAIAFNPQNSSPEYTTFRISYN

TTEQMDGPHSSRNVKSTKSSHRKMFMSYESSSNLAQPSQFNSRVQELSSKVNSGIQNGKAH

IVDASVSFGQNPDNGQYSLTLAYAGSPVSEQSRYLFYYRGIPLQESSHVQPTEVAAQINLK

KPLIPVSNYKNAINADPKIYVESKINFGSSGESVINIQGQMERSHQRKQYVQQHPVSAECE

QQMQLGQYLQISCQNATSAAGYLDQYQLTIKYQNVPQQFSRAANQLYNLAKHLAYEYNSES

YDVSNPQGQVSINAQLSEDLKYLNLSIEAPHWTSHFENMTVNGYGEALIQYSVHNQNQLLP

RRVFNWPTQGVCTLDSTTATTFNNRTYPVNMGECYHVLTMYTPQASHEHLQSSQESSEYEY

ESNYFAVLAKENNSHQKVIKVIIGEDVVTLEPSGSNGVSIKSNGENIPISEKSITGWMAGK

HEVEAYVEPGTTNAVLQFVYHGINIFYDGHRAQVYIPNIYRNKVRGLCGTFDGEPVNDFTA

PTNCVLKNYQQFTASYAVVDSQCQGPANELSRQAQSAPCSTKEVLFADVISDAEAGRAYKH

ASPRVTPNIIKSISKTPQGCTVHRVMVVSKEGKTCFSIKPQPSCNTNCQPQGTLEKTIEFH

CLNQSSATQHWVAMVKKGANPQTSARRSPTTKSASGFPKSVFLIVPN 

Şekil 5.28.EmVg3 proteini moleküler karakterizasyonu: Proteinin sinyal peptidi (altı çizili 

koyu), fosforile (serin rezidüleri mavi taralı, tirosin kırmızı taralı, treonin yeşil taralı), N-

tipi glikozile (asparajin rezidüleri mor taralı) ve O-tipi glikozile (treonin rezidüleri siyah 

taralı sarı renkli, serin rezidüleri sarı harfli) olarak tahmin edilmiş rezidüler 

5.1.3.8. EmVg3 Filogenetik Analizi 

Hymenoptera, Parazitik Hymenoptera, Hemiptera, Coleoptera, Diptera, Lepidoptera ve 

Ixodida takımlarına ait vitellogenin ve vitellogenin 3 aminoasit dizileri kullanılarak 

filogenetik analiz gerçekleştirilmiştir. Analiz sonucunda iki ana dal oluşmuştur. Birinci ana 

dalı Hymenoptera takımından A. mellifera, Bombus ignitus ve Solenopsis invicta 

vitellogenin proteinleri; Parazitik Hymenopterlerden Pimpla nipponica, Pteromalus 

puparum vitellogenin proteinleri; EmVg3’ün de aralarında bulunduğu Hemiptera 
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takımından Nilaparvata lugens, Riptortus clavatus vitellogenin, Plautia stali vitellogenin 3 

proteinleri; Coleoptera takımından Tribolium castaneum, Tenebrio molitor; Diptera 

takımından Aedes aegypti ve Anopheles minimus; Lepidoptera takımından ise Spodoptera 

litura ve Helicoverpa armigera vitellogenin proteinleri meydana getirmiştir. Ixodida 

takımından Haemaphysalis longicornis vitellogenin 3 proteininin ise ikinci ana dala 

ayrıldığı tespit edilmiştir. Hemiptera takımına ait vitellogenin proteinleri ayrı bir klad 

içerisinde toplanmış ve Plautia stali Vg3’ü ile EmVg3’ün bu klad içerisinde aynı nodun 

altında iki dala ayrıldığı saptanmıştır (Şekil 5.29). 

 

Şekil 5.29. EmVg3 proteini filogenetik ağacı: Analizde kullanılan vitellogenin 

proteinlerinin gen bankası kayıt numaraları Apis mellifera (NP_001011578 ), Bombus 

ignitus (ACM46019), Solenopsis invicta (AAY22961.1), Pimpla nipponica (AAC32024); 

Pteromalus puparum (ABO70318), Nilaparvata lugens (AEL22916), Riptortus clavatus 

(AAB72001), Plautia stali (BAA88077.1), Tribolium castaneum (XP_970210), Tenebrio 

molitor (AAU20328), Anopheles minimus (AHN13887.1), Spodoptera litura (ABU68426), 

Helicoverpa armigera (AGL08685.1), Haemaphysalis longicornis (AB359902.1). 

5.1.3.9. EmVg3 Tahmini Proteininin Üç Boyutlu Tahmini Yapısı 

“Phyre
2
”

 
programı (122) kullanılarak EmVg3 aminoasit dizisinin C1lshA protein modeline 

%18 oranında benzerlik gösterdiği tespit edilmiş ve EmVg3’ün tahmini üç boyutlu yapısı 

oluşturulmuştur (Şekil 5.30).  
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Şekil 5.30. EmVg3 tahmini proteininin üç boyutlu tahmini yapısı 

5.2. VİTELLOGENİN GENLERİNİN İFADE DÜZEYLERİNİN 

BELİRLENMESİ 

5.2.1. SÜNENİN FARKLI DOKU VE ORGANLARINDAKİ EMVG’LERİN İFADE 

DÜZEYLERİNİN BELİRLENMESİ  

Süne Vg genlerine spesifik primerlerle, yağ dokusu, orta bağırsak, ovari, malpigi tüpleri, 

trake, baş ve sinir sistemi gibi çeşitli doku ve organlara RT-qPCR tekniği uygulanmıştır. 

Elde edilen verilerin analizinde mutlak ölçüm yöntemi kullanılarak, vitellogenin ifade 

profilleri oluşturulmuştur (Şekil 5.31). 
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Şekil 5.31. Sünenin farklı doku ve organlarındaki EmVg ifade profilleri 

EmVg1 geninin en fazla ifade olduğu organ baştır. Başa göre malpigi tüpleri, ovari, mide, 

trake, yağ dokusu, sinir sistemi ve kas sistemindeki ifade düzeyleri yaklaşık olarak 

sırasıyla 35.54, 3.96, 1.96, 1.71, 1.65, 1.21 ve 1.09 kat daha az bulunmuştur (Şekil 5.31). 

EmVg2 geninin en fazla ifade olduğu organ baş olarak tespit edilmiştir. Diğer dokulardaki 

ifade düzeyleri başa göre sinir sistemi, kas sistemi, orta bağırsak, trake, ovari, yağ dokusu 

ve malpigi tüplerinde yaklaşık olarak sırasıyla 1.15, 1.23, 1.55, 2.72, 4.83, 7.84 ve 14.87 

kat daha az bulunmuştur(Şekil 5.31). 

Baş EmVg3 geninin en fazla ifade olduğu organ olarak belirlenmiştir. İstatistiksel açıdan 

baş ve kas sistemi arasındaki kat sayısının 1 olduğu, dolayısı ile her ikisinde ifade 

düzeylerinin eşit olduğu saptanmıştır. Baş ve kasa kıyasla diğer doku ve organlardaki ifade 

düzeyleri sinir sisteminde 1.08, orta bağırsakta 1.37, trakede 3.03, ovaride 4.63, malpigi 

tüplerinde 10.39 ve yağ dokusunda 17.87 kat daha az bulunmuştur (Şekil 5.31). 
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5.2.2. SÜNENİN FARKLI GELİŞME DÖNEMLERİNDEKİ EMVG İFADE 

DÜZEYLERİ 

Sünenin farklı gelişme dönemlerine ait yumurta, beş nimf dönemi ve ergin bireylerdeki 

vitellogenin genlerine ait ifade profilleri Şekil 5.32’de sunulmuştur:

 

 

Şekil 5.32. EmVg genlerinin farklı gelişme dönemlerindeki ifade profilleri  

Sünenin farklı dönemlerine ait EmVg1 ve EmVg2 genlerinin ifade profilleri, bu genlerin 

sünede yumurtadan ergine dek, sünenin tüm biyolojik döngüsü süresince ifade olduklarını 

göstermiştir. RT-qPCR analizleri üç genin ifade düzeylerinin özellikle ergin dönemde en 

fazla olduğunu ortaya koymuştur. Bununla birlikte EmVg1’in 4. dönem nimfteki, 

EmVg3’ün ise yumurta dönemindeki ifadesi dikkate değer bulunmuştur (Şekil 5.32).  

5.2.3. SÜNEDE EMVG’LERİN BİYOLOJİK İFADE DAĞILIMLARI 

5.2.3.1. Süne Dişi Bireylerinde EmVg İfade Düzeyleri 

Farklı zamanlarda toplanan ergin dişi sünelerin vitellogenin ifade dağılımları birbirine 

benzer profiller sergilemiştir. EmVg1, EmVg2 ve EmVg3’ün dişilerde en fazla göç öncesi 
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dönemde, ikinci sırada ise kışlaklardan ovalara göç etmiş dönemde ifade oldukları tespit 

edilmiştir (Şekil 5.33). 

 

 

 
Şekil 5.33. EmVg genlerinin dişi bireylerdeki ifade profilleri 

5.2.3.2. Süne Erkek Bireylerinde EmVg İfade Düzeyleri 

EmVg1, EmVg2 ve EmVg3 genlerinin erkek bireylerde en fazla yazlama döneminde ifade 

oldukları, her üç genin diğer dönemlerde birbirine yakın oranlarda ifade oldukları, dolayısı 

ile benzer ifade profili sergiledikleri tespit edilmiştir (Şekil 5.34). 
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Şekil 5.34. EmVg1-2-3 genlerinin erkek bireylerdeki ifade profilleri 
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6.  TARTIŞMA VE SONUÇ 

6.1. VİTELLOGENİN GENLERİNİN MOLEKÜLER KARAKTERİZASYONU 

Bu tez çalışmasında E. maura’ya ait üç adet vitellogenin geninin tüm cDNA dizisine 

ulaşılmış ve bu diziler karakterize edilmiştir. Böcek Moleküler Biyolojisi alanında bugüne 

kadar yapılan Vg karakterizasyon çalışmalarında, Riptortus clavatus, Bombus ignitus, 

Bombus hypocrita’da olduğu gibi, birçok böcekte bir adet Vg bulunduğu tespit edilmiştir 

(80, 88, 123). Plautia stali’de üç, Periplaneta americana’da iki, Aedes aegypti’de ise beş 

adet vitellogeninin bulunduğu gibi bu durumun aksini teşkil eden bazı çalışmalar da 

mevcuttur (83, 124-126). Vitellogenin sayısının böceklere göre farklılık göstermesinin 

sebebi henüz bilinmemektedir. Ancak bu genlerin hormonal regülasyonda arz ettiği 

önemden yola çıkılarak, farklı vitellogeninlerin farklı görevlerde bulunabileceği 

düşünülmektedir (33).  

6.1.1.  EMVG1 GENİNİN MOLEKÜLER KARAKTERİZASYONU 

EmVg1 cDNA’sının nükleotid dizisi 5595 uzunluğunda ve tahmini proteinine ait aminoasit 

dizisinin ise 1863 uzunluğunda, bunun da yaklaşık 210 kDa’a karşılık geldiği tespit 

edilmiştir. EmVg1’de gözlemlenen yapı, büyüklüğü itibari ile diğer böcek Vg dizilerine 

benzerlik göstermektedir. BLAST analizi sonucunda, EmVg1’in en yüksek benzerliği 5802 

nükleotid ve 1907 aminoasit içeren Plautia stali Vg’sine %49 oranında gösterdiği 

görülmüştür (Şekil 5.1). EmVg1’in amino asit dizisi incelendiğinde uzun serin aminoasit 

zincirleri dikkat çekmektedir. 423 ve 443. aminoasitler arasında serin aminoasitince zengin 

uzun bir zincir görülmektedir (Şekil 5.7 mavi taralı serin rezidüleri). Ayrıca 388 ve 405. 

aminoasitler arasında üç tane daha serin aminoasitince zengin, ancak daha kısa olan serin 

zincirlerine rastlanmıştır. Böcek vitellogenin proteinlerinin en belirgin özelliği, uzun serin 

rezidülerinden oluşan protein domainleri bulundurmasıdır. Bu domainlere “poliserin 

bölgesi” adı verilmektedir. Poliserin bölgelerinin işlevi henüz bilinmemekle beraber, 

vitellogenin proteinlerinin poliserin bölgesinde fosforile olduğu tahmin edilmektedir (33, 

127). Bu hipotezden yola çıkarak EmVg1’in yüksek oranda fosforile olduğu düşünülebilir.  

Çoğu böcekte Vg’ler glikozilasyon, fosforilasyon ve bazen de sülfasyonu takiben büyük 

oligomerik moleküller hâlinde hemolimfe salınmadan önce, küçük ve büyük alt ünitelere 
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ayrılırlar (128, 129). R/K)XX(R/K motifi kesim işlemini gerçekleştirmek üzere subtilisin-

benzeri endoproteazlar tarafından tanınmaktadır (130, 131). EmVg1’e en fazla benzerlik 

gösteren P. Stali’de RXXR motifinin Vg1 (RKTR) ve Vg2’de (RTIR) bulunduğu, ancak 

Vg3’de bulunmadığı rapor edilmiştir (83). EmVg1 aminoasit dizisinin C-terminal 

bölgesinde 872-875. ve 1306-1309. pozisyonlarında KXXR motifi yer almaktadır (Şekil 

5.7 sarı taralı bölge). Diğer böcek vitellogeninlerinin N-terminal bölgesinde bulunan 

RXRR motifine ise 1207-1209. pozisyonunda rastlanmıştır (Şekil 5.7 pembe taralı bölge). 

EmVg1‘in C-terminal bölgesinde 1667-1670. pozisyonunda böcek vitellogenin dizilerinin 

tipik korunmuş motifi olan GLCG tetrapeptidi bulunmaktadır (Şekil 5.7 kahverengi taralı 

bölge).  

6.1.2. EMVG2 GENİNİN MOLEKÜLER KARAKTERİZASYONU  

Yapılan analizler sonucunda EmVg2’nin 5515 nükleotid, tahmini protein dizisinin ise 1833 

aminoasit uzunluğunda olduğu, bunun da yaklaşık 207 kDa ağırlığa karşılık geldiği 

saptanmıştır. EmVg2’nin 5644 nükleotid ve 1856 aminoasit içeren Plautia stali Vg2’sine 

%36 oranı ile en yüksek benzerliği gösterdiği BLAST analizi sonucunda tespit edilmiştir 

(Şekil 5.12). EmVg2’nin aminoasit dizisi incelendiğinde 395. ve 411. aminoasitler arasında 

yer alan ve EmVg1’e kıyasla daha kısa olan poliserin bölgesi dikkat çekmektedir (Şekil 

5.17 mavi taralı serin rezidüleri). Dizide iki adet RXXR motifine 1129-1131. ve 1491-

1492. pozisyonlarında rastlanmıştır (Şekil 5.17 pembe taralı bölge). Bu durumda 

EmVg2’nin EmVg1’den farklı olarak potansiyel iki adet kesim bölgesine sahip olduğu, 

dolayısı ile üç altüniteye ayrıldığı düşünülebilir. Böcek vitellogeninlerinin korunmuş motifi 

olan GLCG tetrapeptidi, EmVg2’nin C-terminal bölgesinde 1654-1657. pozisyonda yer 

almaktadır (Şekil 5.17 kahverengi taralı bölge). Bazı böceklerde GLCG’nin yaklaşık 20 

aminoasit yukarısında bulunan DGXR motifine, EmVg2’de GLCG’nin 14 aminoasit 

yukarısında rastlanmıştır (Şekil 5.17 gri taralı bölge). 

6.1.3. EMVG3 GENİNİN MOLEKÜLER KARAKTERİZASYONU 

EmVg3 tüm cDNA dizisinin 5634 nükleotide, tahmini protein dizisinin 1877 aminoasite 

sahip olduğu, protein molekül ağırlığının ise yaklaşık 210 kDa olduğu yapılan analizler 

sonucunda görülmüştür. BLAST analizi EmVg3’ün, 5865 nükleotid ve 1903 aminoasit 

içeren Plautia stali Vg3’üne %53 oranı ile en yüksek benzerliği gösterdiğini ortaya 
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koymuştur (Şekil 5.22). EmVg3 aminoasit dizisinde, 347. ve 421. aminoasitler arasında yer 

alan, EmVg1 ve EmVg3’e kıyasla daha uzun olan poliserin bölgeleri dikkat çekmektedir 

(Şekil 5.28 mavi taralı serin rezidüleri). EmVg3’te P. Stali’de olduğu gibi RXXR motifi 

bulunmamaktadır (83). Diğer EmVg’lere kıyasla en fazla KXXK/R motifi EmVg3’te 7 

adet olarak bulunmuştur (Şekil 5.28 sarı taralı). EmVg3’ün, EmVg1 ve EmVg2’den fazla 

potansiyel kesim bölgesine sahip olduğu ve kesim sonrası çok sayıda altüniteye ayrıldığı 

düşünülebilir. Korunmuş GLCG motifi, EmVg3 C-terminal bölgesinde 1675-1678. 

pozisyonunda yer almaktadır (Şekil 5.28 kahverengi taralı bölge). DGXR motifine ise, 

EmVg2’de olduğu gibi GLCG’nin 14 aminoasit yukarısında rastlanmıştır (Şekil 5.28 gri 

taralı bölge). 

6.2. SÜNEDE EMVG’LERİN İFADE DÜZEYLERİ 

6.2.1. EMVG’LERİN DOKUSAL İFADE DÜZEYLERİ  

EmVg1, EmVg2 ve EmVg3 genlerinin en fazla ifade olduğu organ baştır (Şekil 5.31). 

EmVg1’de baştaki ifade düzeyini sırasıyla kas sistemi, sinir sistemi, yağ dokusu, trake, orta 

bağırsak, ovari ve malpigi tüpleri takip etmiştir. EmVg2’nin baştan sonra en fazla ifade 

olduğu doku ve organlar ise sırası ile sinir sistemi, kas sistemi, mide, trake, ovari, yağ 

dokusu ve malpigi tüpleridir. EmVg3’te, baş ve kas sistemi arasındaki ifade düzeyi kat 

sayısının istatistiksel açıdan 1 olduğu, dolayısı ile her ikisinin de eşit ifade olduğu 

saptanmıştır. Baş ve kası takiben en yüksek EmVg3 ifadesi sırası ile sinir sistemi, orta 

bağırsak, trake, ovari, malpigi tüpleri ve yağ dokusunda bulunmuştur (Şekil 5.31).  

Tufail ve Takeda (2002) Leucophaea maderae (Orthoptera: Blaberidae)’de yaptıkları 

çalışmada vitellogenin geninin sadece dişi yağ dokusu RNA’larında gözlendiğini, 

ovarilerde ve erkek yağ dokusunda görülmediğini Northern Blot yöntemi ile tespit 

etmişlerdir (85). Ayrıca Dictyoptera, Hemiptera, Coleoptera, Diptera, Lepidoptera ve 

Hymenoptera takımlarına ait böceklerle yapılan diğer çalışmalarda vitellogenin geninin 

yağ dokusunda ifade olduğu saptanmıştır (11, 80, 82, 83, 124, 132-138).  

Diğer yandan Vg’nin işçi arılarda yağ dokusu ve ovarinin yanı sıra başta bulunan yağ 

dokusu, hipofaringeal bez ve beyinde bulunduğu bildirilmiştir (16, 95, 139). Bu genin işçi 

arılar tarafından larva, kraliçe ve diğer ergin arıların beslenmesi için arı sütü üretiminde 
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(12), bağışıklığın devreye girmesinde, strese direnç sağlanmasında ve uzun yaşamın 

sürdürülmesinde görev aldığı rapor edilmiştir (14, 16, 17, 93). Ayrıca hormon seviyelerini 

etkileyerek davranışsal olgunlaşma ve toplayıcı arıların toplama eğilimlerinde rol aldığı 

bildirilmiştir (15, 16).  

Süne sosyal böceklere benzer şekilde toplu hâlde kışlağa göç, diyapoz dönemini geçirme, 

ovalara inme ve beslenme hareketlerini gerçekleştirirken, grup psikolojisi ile hareket eden 

bir canlıdır. Kışlayan böceklerin kışlama ve diyapozu kırma sürecinde güçlü bir savunma 

sistemi ve hormonal işleyişe, ayrıca strese direnç metabolizmasına ihtiyaçları vardır. 

Sünede gün uzunluğunun algılanması, diyapozun gerçekleşmesi ve kırılması için ilk 

işarettir. Böceğin diyapoza girmesi ve diyapozdan çıkması gözlere ve ışığa duyarlı 

hücrelerin fotoperiyodik sinyalleri beyne iletmesi ile gerçekleşmektedir (140, 141). 

Özellikle hormonal regülasyon göz önünde bulundurulduğunda juvenil hormonun, 

vitellogenin genlerinin transkripsiyonunu stimüle etmede ve vitellogeninin üretiminin 

kontrolünde gerekli olduğu bilinmektedir (38, 40). Vitellogenin genlerinin çalışılan 

dokular arasında en fazla beynin bulunduğu baş bölgesinde ifade olarak, sünenin sosyal 

böceklere benzeyen toplu davranışlarında, diyapoz dönemini atlatmada ve kırmada, hem de 

üreme ile ilgili işlevlerinde vitellogeninin anahtar role sahip olduğu düşünülebilir. 

EmVg’lerin baştan sonra en fazla, kas ve sinir sisteminde ifade oldukları saptanmıştır 

(Şekil 5.31). Süne kışlama öncesi ve sonrası uçuşu için kanatlarını kullanırken, uçuş kasları 

sayesinde hareket eder. Kasların devreye girmesini sağlayan ise sinir sistemidir. İfade 

profilleri incelendiğinde, baştan sonra kas ve sinir sisteminde yüksek oranda bulunan 

vitellogeninin, sünede hayati organizasyonları gerçekleştirmek için görev alabileceğini 

akıllara getirmektedir. Bütün bunlar, vitellogenin geninin sünede üreme döneminin 

haricinde başta diyapoz regülasyonu olmak üzere, böcek bünyesinde farklı görevlerde 

bulunmak üzere ifade olduğuna işaret etmektedir. 

6.2.2. EMVG’LERİN DÖNEMSEL İFADE DAĞILIMLARI 

EmVg1 ve EmVg2 genlerine ait dönemsel ifade dağılımı, bu genlerin yumurtadan ergine 

sünenin tüm biyolojik döngüsü süresince ifade olduklarını göstermiştir. Üç genin de en 

fazla ergin dönemde ifade olduğu tespit edilmiştir. Ayrıca EmVg1’in 4. dönemdeki, 

EmVg3’ün ise yumurtadaki yüksek ifade düzeyleri dikkate değer bulunmuştur (Şekil 5.32). 
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Beyazsinekte yapılan bir çalışmada, Vg1 ve Vg2 genlerinin ergin dönemde yüksek 

miktarda ifade oldukları rapor edilmiştir. Pupa fazında her iki gen az miktarda ifade 

olurken, Vg2 ifadesinin ise sadece yumurta-nimf aşamasında gözlendiği tespit edilmiştir 

(142).  

Diyapoz dönemini atlatan kışlamış süne ergin bireyleri ovalara göç eder. Ovalarda 

beslenme, çiftleşme ve yumurtlama evrelerini geçirmek zorunda olan ergin bireylerin, 

ovari gelişimini tamamlayabilmeleri için vitellogenin proteinine ihtiyaçları vardır. Gelişme 

dönemleri arasında ergin dönemde yüksek oranda ifade olduğu gözlenen vitellogeninler, 

bu durumu destekler niteliktedir. Şekil 5.32’de EmVg1’in dördüncü dönemde gözlenen 

yüksek ifadesi dikkat çekmektedir. Sünede üreme açısından gelişimin dördüncü dönem 

nimfte başladığı düşünülebilir.  

Scharf et al. (2005) termitlerde yaptıkları RT-qPCR analizinde, vitellogeninlerin nimflerde 

dikkate değer miktarda ifade olduklarını rapor etmiş ve bu durumun vitellogeninin 

maternal kökenli olmasına kaynaklandığını öne sürmüştür. Aynı çalışmada Vg1 geninin 

yumurtada yüksek miktarda ifade olduğu tespit edilmiştir. Kastlara özgü diğer dönemlerde 

artan ifade miktarları ise, bu genlerin kast farklılaşmasında önemli rol almak üzere ifade 

olma ihtimaline bağlanmıştır (143). EmVg3 geninin süne yumurtasında erginle benzer 

seviyede ifade olduğu tespit edilmiştir. Bu bulgu, gelişme sürecindeki oositte üreme öncesi 

birikmiş vitellogeninin bulunduğu fikrini akıllara getirmektedir. Ovipar böceklerde 

yumurta içerisinde embriyonun gelişimi için, protein, şeker ve lipitten oluşan bol miktarda 

yolk maddesi bulunmaktadır. Vitellogenin proteini, yolk maddesinin akümülasyonunu ve 

oositlerde depolanmasını sağlar. Diğer bir deyişle, böceklerde yumurta dolayısıyla embriyo 

gelişimi için vitellogenin proteininin varlığı hayatidir (144). 

6.2.3. SÜNEDE EMVG’LERİN BİYOLOJİK İFADE DAĞILIMLARI 

6.2.3.1. Süne Dişi Bireylerinde EmVg İfade Dağılımları 

Farklı zamanlarda toplanan ergin dişi sünelerin vitellogenin ifade profillerinin birbirine 

benzerlik gösterdiği görülmüştür. Dişi bireylerde EmVg1, EmVg2 ve EmVg3’ün en fazla 

ifade olduğu ay Nisan, yani göç öncesi dönemdir. İkinci sırada en fazla ifade olduğu ay ise 

Mayıs, yani kışlaklardan göç etmiş dönemdir (Şekil 5.33). 
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Süne dişi bireylerinin ovaya inmeden önce genital organlarının olgunlaşmaya başladığı 

için, göç öncesi ve göç sonrası dönemlerde yüksek oranda vitellogenin ifadesinin 

gözlenmesi son derece anlamlıdır (145, 146). Bu durum kısaca şu şekilde açıklanabilir; 

sünede göç öncesi dönemde vitellogenin sentezi gerçekleştirilmekte ve ardından 

hemolimfe salgılanmaktadır.  

Birçok böcekte ergin diyapozu, üremenin baskılanması olarak ifade edilir. Diyapozun en 

göze çarpan yönü ise, ergin dişilerde oogenezisin kesilmesidir (147). Tetranychus 

urticae’nın diyapozda ve diyapozda olmayan ergin dişilerinin ovarilerinde, vitellogenin 

genlerinin ifade düzeyleri kıyaslanmıştır. Sonuç olarak, diyapozdaki ergin dişilerde 

vitellogenin mRNA’sının sentezlenmediği gözlenirken, diyapozda olmayanlarda ise 

ifadenin gerçekleştiği saptanmıştır (110). Süne ergin dişilerinde EmVg1, EmVg2, EmVg3 

genlerinin en fazla, diyapozun hemen ardından ovalara göç öncesi dönemde ifade olduğu 

görülmüştür (Şekil 5.33). Bu durum üremeye hazırlanan sünede, vitellogeninin ovarinin 

gelişimine katkıda bulunmak üzere ifade olduğunu göstermektedir. Üremenin bu periyotta, 

yani göç öncesi dönemde gerçekleşmeme durumu, üç vitellogenin geninin de çiftleşme 

dönemi öncesinde (Mayıs ayı), ovarilerin gelişimini birincil görev olarak sağlamak üzere 

ifade olduğu düşüncesini ortaya koymaktadır.  

6.2.3.2. Süne Erkek Bireylerinde EmVg İfade Dağılımları 

EmVg1, EmVg2 ve EmVg3’ün erkek bireylerde en fazla ifade oldukları ayın Eylül yani 

yazlama dönemi olduğu görülmüştür. Üç genin diğer dönemlerde de dikkate değer biçimde 

ifade olduğu gözlenmiştir (Şekil 5.34). 

Vitellogenin, geçmiş çalışmalarda dişi üreme sistemi ile ilişkili, dişiye özgü bir protein 

olarak rapor edilmiştir (9). Daha sonra yapılan çalışmalar genin erkek bireylerde de ifade 

olduğunu ortaya koymuştur. Piulachs et al. (2003) A. mellifera‘nın yeni ergin döneme 

girmiş erkek arılarında vitellogenin ifadesini rapor etmiştir (11). B. hypocrita’nın erkek 

arılarında da Vg ifadesi tespit edilmiş, en yüksek miktarın henüz pupadan çıkmış ergin 

erkeklerde olduğu gözlenmiştir (88). Kraliçe arıların yanı sıra, erkek arılar ve steril olan 

işçi arılarda da vitellogeninin ifade edilmesi, bu genin dişi üreme sisteminin haricinde, 

farklı fonksiyonların sağlanmasında da görev aldığını göstermiştir (11, 101, 148, 149). 

Vitellogeninin işçi ve kraliçe arılarda antioksidan görevi yaptığını kanıtlayan çalışmalardan 
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yola çıkarak, genelde cinsiyete bağımlı sentezlendiği düşünülen bu proteinin erkek 

bireylerde antioksidan görevi gördüğü varsayılabilir (17, 93). Balarısı işçi arılarında 

vitellogeninin ilişkili olduğu görevler arasında sosyal açıdan özelleşmenin, evrimsel 

gelişimin ve düzenli üreme sisteminin sağlanması bulunduğu düşünüldüğünde, süne erkek 

bireylerinde yaşamsal fonksiyonların idame ettirilmesinde vitellogeninlerin cinsiyetten 

bağımsız olarak erkek bireylerde farklı görevlerde de bulunabileceği düşüncesi ortaya 

çıkmaktadır. Bu genlerin erkek bireylerde dişi bireylere kıyasla diğer dönemlerde de 

dikkate değer bir şekilde ifade olması, bu kanıyı güçlendirir niteliktedir.  

6.3.  SONUÇ 

Bu tez çalışması ile dişilere özgü gen olarak anılan vitellogenin genlerinin moleküler 

düzeyde karakterizasyonları gerçekleştirilmiştir. Tahmini proteine ait korunmuş domainler, 

kesim motifleri ile korunmuş motifler belirlenmiş, EmVg’lerin en fazla Hemiptera 

takımından Plautia stali’ye benzerlik gösterdiği görülmüştür. Üç proteine ait aminoasit 

dizisinin filogenetik, tahmini sinyal peptit, fosforilasyon ve glikozilasyon analizleri 

yapılmıştır. Bu genlerin dişi, erkek, gelişme dönemi ile doku ve organlardaki ifade 

düzeyleri detaylı olarak incelenmiştir. Buğdayın en önemli zararlısı olan sünenin 

vitellogenin genlerinin ifade düzeylerinin ve karakterizasyonlarının aydınlatılması 

sayesinde, sünede bu genin sadece dişilere özgü bir gen olmadığı, erkek ve nimf 

dönemlerinde de sentezlendiği ortaya konulmuştur. Ayrıca dişi yağ dokusu ile 

özdeşleştirilen bu gen grubunun, sünede farklı bir ifade düzenine sahip olduğu, en fazla 

başta ifade olduğu görülmüştür. Bu bulgu sünenin sosyal böcek olmamasına rağmen, 

vitellogenin ifadesi hususunda sosyal böcekler gibi bir işleyişe sahip olduğunu, bu 

durumun da vitellogenin genlerinin üremenin yanı sıra, başka görevlerde de yer 

alabileceğine işaret etmektedir.  

Günümüzde zararlı ile mücadelede uygulanan Biyoteknolojik çalışmalar, zararı oluşturan 

hedef genin bilgisine sahip olmayı gerektirmektedir. Böylece hedef genin baskılanması ve 

susturulmasına olanak sağlanabilmekte, hatta böceğin beslendiği bitki üzerinden bir takım 

modifikasyonlarla, böceğin gelişimi ve üremesi engellenebilmektedir. Bu tez ile 

vitellogeninlerin tahmini protein yapısı, genlerin en fazla hangi doku ve organlarda ifade 

olduğu, ayrıca genin hangi dönemden itibaren transkribe olmaya başladığı bilgileri 
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sunularak, ülkemizde ciddi ekonomik kayıplara sebep olan süne zararlısı ile mücadelede 

gelecekte uygulanacak çalışmalara kolaylık sağlanacaktır. 
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